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El objetivo general de este trabajo fue la obtencion y caracterizacién de
hidrolizados de proteinas de suero lacteo bovino empleando fitopeptidasas presentes
en Bromelia hieronymi y Maclura pomifera con la finalidad de generar péptidos
bioactivos y aumentar asi el valor agregado de este material de descarte de la industria

lactea.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar la capacidad coagulante de la leche de un extracto de Maclura
pomifera y determinar las condiciones 6ptimas de este proceso.

o Establecer el perfil peptidico del lactosuero recuperado.

e Determinar la actividad antioxidante, e inhibitoria de la ECA en los sueros
exudados.

e Obtener hidrolizados de proteinas de lactosuero bovino empleando
peptidasas de Maclura pomifera y Bromelia hieronymi en diferentes

condiciones.

e Determinar grado de hidrdlisis y concentracion de péptidos de los
hidrolizados obtenidos y caracterizar el perfil peptidico por SDS-PAGE y

cromatografia en fase reversa.

e Analizar e interpretar resultados de espectrometria de masas de los

hidrolizados (MALDI-TOF) empleando herramientas bioinformaticas.

e Realizar el analisis bioinformatico de las principales proteinas del lactosuero

bovino.

e Determinar presencia de actividad antimicrobiana, inhibitoria de la ECA y
antioxidante en los hidrolizados.
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Introduccion

1. PROTEASAS VY SU CLASIFICACION

Las enzimas que desempenan un rol central en la degradacion de las proteinas
han sido conocidas tradicionalmente como proteasas o proteinasas, términos equivalentes
al de enzimas proteoliticas o peptidasas. Estas se unen al sustrato apropiado a través de
los denominados sitios activos para luego catalizar la hidrélisis de la unidén peptidica
especifica (Mc Donald, 1985). Las peptidasas son necesarias para la supervivencia de
todos los seres vivos y son codificadas aproximadamente por el 2% de los genes en los
organismos de todos los reinos. Se estima que el 14% de las 500 peptidasas humanas
estan bajo investigacion con fines farmacolégicos. Las peptidasas son entonces un grupo
excepcionalmente importante de enzimas en campos como la biologia, medicina y
biotecnologia (Rawlings et al., 2012).

Las peptidasas comprenden dos grandes grupos de enzimas: las endopeptidasas y
las exopeptidasas, que rompen uniones peptidicas en distintos puntos del interior de la
proteina que actia como sustrato, o que remueven secuencialmente uno o0 mas

aminoacidos desde los extremos carboxilo o amino, respectivamente (Barret, 2001).

1.1. CLASIFICACION

Las proteasas difieren de casi todas las demas enzimas en que su especificidad por el
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, diferenciando asi cuatro grupos: serinicas, cisteinicas,
asparticas y metalopeptidasas. Cada una de las clases de proteasas mencionadas
posee un mecanismo catalitico distintivo, pero aun asi pueden agruparse en dos grandes
categorias: las que forman complejos covalentes entre la enzima y el sustrato, como las
serinicas y cisteinicas, y las que no lo hacen, como las asparticas y metalopeptidasas.
Estos dos grandes grupos son cataliticamente muy diferentes ya que en las peptidasas
serinicas y cisteinicas el nucledfilo del sitio catalitico es parte de un aminoacido (serina o
cisteina, respectivamente), mientras que para las asparticas y metalopeptidasas es una
molécula de agua activada.

El aporte inicial de Hartley (1960) al ordenamiento de las enzimas proteoliticas
contribuyo al establecimiento de los dos sistemas actuales de clasificacion y nomenclatura
de peptidasas: el de la Comision de Enzimas y el sistema MEROPS (Caffini et al., 2009).

La Comision de Enzimas en 1961 asigné un cédigo numérico a los distintos tipos de
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enzimas, agrupandolas en seis clases: Oxidorreductasas (1), Transferrasas (2),
Hidrolasas (3), Liasas (4), Isomerasas (5) y Ligasas (6). Las hidrolasas (clase 3) son un
conjunto de enzimas que normalmente actuan sobre macromoléculas (acidos nucleicos,
proteinas, polisacaridos) o moléculas de menor complejidad. La accién catalitica se
expresa en la escision de diferentes enlaces con la participacion de una molécula de
agua. El hidrégeno y el oxidrilo resultantes de la hidrdlisis se unen respectivamente a las
dos moléculas obtenidas por la ruptura del enlace escindido (Barret, 2001).

La subclase 3.4 incluye a las peptidasas y estas se pueden clasificar en dos
grandes grupos: las exopeptidasas y las endopeptidasas. Las primeras actuan
unicamente sobre los extremos de la cadena polipeptidica; aminopeptidasas (atacan el
extremo N-terminal) y carboxipeptidasas (actuan sobre el extremo C-terminal). Estas
ultimas a su vez se agrupan en sub-subclases sobre la base de sus mecanismos
cataliticos en carboxipeptidasas serinicas (EC 3.4.16), cisteinicas (EC 3.4.18) y
metalocarboxipeptidasas (EC 3.4.17).

Las endopeptidasas hidrolizan uniones internas en las cadenas polipeptidicas. En
el sistema EC las endopeptidasas son divididas en sub-subclases en funciéon de su
mecanismo catalitico, tal como lo propusiera originalmente Hartley (1960). Asi, las
endopeptidasas serinicas (EC 3.4.21) poseen un residuo serina en el sitio activo, las
endopeptidasas cisteinicas (EC 3.4.22) exhiben un residuo cisteina y las asparticas (EC
3.4.23) un residuo aspartico (frecuentemente dos); por su parte las metalopeptidasas
requieren de la presencia de un ion metalico, frecuentemente Zn*? (Rawlings & Barret,
2004).

Segun el sistema MEROPS las peptidasas se clasifican de acuerdo a las
similitudes de su estructura tridimensional y sus relaciones evolutivas en clanes y familias.
Este sistema incluye familias de peptidasas de 6 tipos cataliticos: asparticas, cisteinicas,
glutamicas, metalopeptidasas, serinicas y treoninicas, ademas de una familia transitoria
donde se incluyen aquellas peptidasas de mecanismo catalitico aun desconocido (Caffini
et al., 2009).

2. APLICACIONES INDUSTRIALES DE LAS PROTEASAS

Las enzimas presentan numerosas ventajas cuando se las usa como agentes
bioldgicos en procesos tecnoldgicos: especificidad, operacion en condiciones facilmente

controlables y biodegradabilidad. De un modo general, los tratamientos enzimaticos
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disminuyen la carga contaminante de los efluentes industriales (Mufoz de Malajovich,
2006). La utilizacién de enzimas en procesos biotecnolégicos no es solo una costumbre
actual, ya que comenzd mucho tiempo antes que se comprendiera lo que sucedia a nivel
molecular: en el afo 6000 a.C. los babilonios consiguieron fabricar cerveza por primera
vez utilizando células de levadura que transforman el azucar en alcohol y ya en el afio
4000 a.C. los egipcios aprendieron a utilizar la levadura para fabricar pan. Con el correr
del tiempo, el avance de la ciencia y la tecnologia facilitd la subsecuente utilizacion de
aislados enzimaticos para propositos industriales especificos. La Tabla 1 muestra los

primeros productos enzimaticos que salieron al mercado en el siglo pasado (Uhlig, 1998).

Productor 1 Proceso o producto comercial
. Mezcla de carbohidratos y proteasas proveniente de una
Taakmine 1894 »
preparacion de hongos
Proceso de manufactura de alcohol por fermentacion a
Boiding 1895 partir de la sacarificacion de polisacaridos de cereales
(amiloproceso)
. Utilizacion de enzimas pancreaticas en la manufactura de
Réhm 1907
cueros y en el degomado de la seda cruda
Rohm 1913 Empleo de enzimas pancreaticas en detergentes
Desarrollo de un detergente con proteasas de Bacillus
Jaag 1959 »
subtillis
Wallerstein 1911 Uso de papaina para estabilizar la cerveza
. Empleo de proteasas fungicas de cultivos semisdlidos en
R6éhm y Haas 1917
manufactura de cueros
Publicacion de una lista comercial de algunas enzimas
Underkofler 1958
industriales disponibles en el mercado
Novo Nordisk 1960 Uso de proteasa alcalina bacteriana como detergente

Tabla 1. Desarrollo histérico de procesos enzimaticos industriales.

De las 25000 enzimas que, segun las estimaciones, existirian en la naturaleza, sélo
unas 2800 estan clasificadas hasta el momento y sélo 400 se comercializan. El mercado
se distribuye fuertemente entre las proteasas (569%), las carbohidrasas (28%) y las lipasas
(3%), tres grandes conjuntos de enzimas que se emplean en diversas industrias; el 10%
restante del mercado corresponde a las enzimas analiticas y farmacéuticas. (Mufioz de
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Malajovich, 2006). Como puede observarse, a nivel industrial, las enzimas proteoliticas
representan la categoria mas importante, abarcando sectores tan relevantes como la
industria de alimentos y bebidas, de detergentes, textil, curtiembre y farmacéutica. Dentro
de estas categorias las proteasas de origen animal y vegetal representan en su conjunto
el 15% del mercado de enzimas proteoliticas, siendo no obstante mayoritarias las de

origen microbiano (Nielsen et al., 2002).

2.1. FITOPROTEASAS

El uso de enzimas provenientes de fuentes vegetales se ha incrementado gracias
al renovado interés en la aplicacién de procesos enzimaticos pertenecientes a la Quimica
Verde, es decir, y es respetuosa de la ecologia y el medio ambiente. Sin embargo, el
numero de proteasas vegetales aisladas y caracterizadas es aun muy bajo, ya que hasta
la fecha se han estudiado menos del 1% de las especies vegetales conocidas (Vallés et
al., 2009).

No obstante el campo de aplicacién de las proteasas vegetales es muy amplio y
abarca industrias tan diversas como la alimentaria, detergentes, textil, cueros, quimica y

farmacéutica. En la Tabla 2 se detallan algunos de los procesos mas relevantes.

Industria Producto Enzimals Actividad

Hidrdlisis de proteinas insolubles
Alimentaria Cerveza Papaina que afectan el sabor y la
estabilidad de la espuma.

Preparaciones enzimaticas
obtenidas de la Familia
Astraceae y de Cynara

cardunculus.

Alimentaria Quesos Coagulacion de la caseina.

Hidrdlisis de proteinas a
polipéptidos solubles o
Proteasas varias aminoacidos libres. En conjunto

Jabon en polvo,

Detergentes detergentes de uso

doméstico e . . U
- . con tensioactivos logran eliminar
industriales e
manchas dificiles.
Tratamientos para Combinacién de Papaina, . . .
. . , L Actuan a través de mecanismos
Farmacéutica desordenes Bromelaina, Tripsina y .
ot : L que aun no se conocen.
reumaticos Quimotripsina.

Tabla 2. Ejemplos de aplicaciones de proteasas vegetales.
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3. HIFRONYMAINA Y POMIFERINA

Hieronymaina es el nombre del preparado enzimatico obtenido a partir de los
frutos de la especie Bromelia hieronymi Mez o “chaguar” (Figura 1), perteneciente a la
familia Bromeliaceae. Esta especie se extiende desde Paraguay, por Bolivia, hasta el
noreste de Argentina, en los campos de vegetacién xerofila (adaptada a la vida en un
medio seco o0 ambientes secos), sus bayas son fusiformes vy fibrosas, de
aproximadamente 5x2 cm (Natalucci et al., 1985). Este preparado enzimatico presenta
maxima actividad caseinolitica a pH 7,3 y 10,7 y esta compuesto por tres peptidasas
cisteinicas principales: Hieronymaina | (Bruno et al., 2003), cuya masa molecular es de
24066 Da, Hieronymaina Il (Bruno et al., 2006), de masa 23411 Da y la Hieronymaina Il
(Bruno et al., 2008), cuya masa es 23112 Da. Estas peptidasas presentan diferencias de
especificidad frente a la uniéon peptidica a clivar y esto aumenta la importancia de su

utilizacién como herramientas biotecnoldgicas.

Figura 1. Plantas de Bromelia hieronymi.

Pomiferina es el nombre que se le asignoé al conjunto de proteasas obtenidas a
partir del latex de frutos maduros de Maclura pomifera (Raf.) Schneid., o “naranjo de
Luisiana”, una especie de la familia Moraceae cultivada en toda la region templado-célida
de nuestro pais, que se emplea para formar cercos vivos y también con fines
ornamentales. El fruto es un sincarpio esférico, rugoso, verde-amarillento, de 10 a15 cm
de diametro que contiene en su superficie a los conductos laticiferos (Lépez et al., 1998).

Los resultados obtenidos al ensayar pomiferina frente a diferentes activadores e
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inhibidores han permitido establecer que esta preparacion contiene fitoproteasas de tipo
serinico que no son calcio dependientes. La variacion de la actividad proteolitica en
funcién del pH es similar a la que muestran la mayoria de las proteinasas serinicas, que
poseen maxima actividad a pH alcalino; a valores de pH entre 9,3 y 10,3 se manifiesta
una actividad caseinolitica relativa superior al 90%. Las preparaciones crudas de dicha
enzima clivan con mayor frecuencia uniones peptidicas en las que el aminoacido que
aporta el grupo carboxilo es de naturaleza no polar y/o de pequefo tamafno, como Ala, Gly
y Leu y en menor grado Phe y Val. Se han caracterizado cuatro proteasas a partir de
preparaciones crudas obtenidas del latex de M. pomifera. Dos fracciones de actividad
minoritaria llamadas | y Il de 71200 y 62700 Da respectivamente y dos de actividad
mayoritaria, llamadas Il y IV, con masas moleculares de 69700 y 69900 Da
respectivamente. Estas ultimas representan el 77% de la actividad recuperada y poseen

mayores actividades especificas (Lopez et al., 1993).

Figura 2. Planta de Maclura pomifera y su fruto.

4. LACTOSUERO BOVINO

La leche contiene entre 30 - 35 g/l de proteina total de alta calidad nutritiva. Estas
se pueden clasificar en caseinas y proteinas del lactosuero. Debido a las caracteristicas
particulares de las caseinas y del complejo micelar que forman, las proteinas de la leche
pueden separarse facilmente por varios métodos en las fracciones antes citadas. Uno de
los mecanismos histéricamente utilizados para tal fin es la coagulacién con cuajo, que

constituye la base para la fabricacién de muchos productos lacteos, entre ellos el queso.
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Sintéticamente la coagulacion de la leche se produce debido al ataque de la quimosina
proveniente del cuajo, sobre las k-caseinas presentes en la superficie de la micela, esto
genera un aumento de su hidrofobicidad, que la desestabiliza y aumenta su tendencia a
unirse a otras micelas. De esta manera se forma un coagulo de caseinas que precipita (y
es madurado para obtener un producto) y una fraccion acuosa que contiene a las
proteinas lacteas que no precipitaron (Walsh, 2002).

Para la produccion de un kilo de queso se emplean alrededor de diez litros de
leche, lo que genera aproximadamente nueve kilos de suero como subproducto. Este
contiene 6 g/l de proteinas con excelentes propiedades funcionales tales como;
solubilidad, hidratacion, textura, consistencia, formacion de espuma, emulsificacion y
propiedades de gelificacion (Spellman et al., 2009; Nicorescu et al., 2009). Ademas de un
valor nutritivo elevado debido a su excepcional contenido en lisina, triptofano y
aminoacidos azufrados (Engler, 2003). Las proteinas del suero (se detallan en la Tabla 3)
representan el 16,8% del total de proteinas lacteas (Taverna, 2002). Este gran contenido
de nutrientes genera aproximadamente 3,5 Kg. de demanda bioldgica de oxigeno (DBO) y
6,8 Kg. de demanda quimica de oxigeno (DQO) por cada 100 Kg. de lactosuero liquido

por lo que se lo considera como un potencial contaminante ambiental (Correa, 2010).

Proteinas del lactosuero Valor relativo (%)
B - lactoglobulina 51
o - lactoalbumina 22
Seroalbumina 5
Globulinas inmunes 12
Proteasa-peptona (glicoproteinas de tamano -
intermedio entre proteina y péptido)

Tabla 3. Composicion proteica del lactosuero (Alais, 1985).

Anteriormente el lactosuero era considerado un producto de desecho. Luego fue
utilizado para alimentacién de animales, elaboracién de ricota y actualmente es
incorporado a formulaciones alimentarias para el hombre, por su alta calidad proteica
(Grasselli et al., 1997). Se estima que en la republica Argentina se producen 450000
toneladas de suero liquido por ano, de los cuales, el 62% es utilizado directamente en

alimentacion animal, el 33% se emplea en la elaboracion de derivados (concentrados
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proteicos), el 4% se transforma en suero en polvo y el 1% es tratado como efluente
(Engler, 2003). Estos datos dan una pauta acerca de la oportunidad existente, que ha
cobrado mucho interés en los ultimos afios, por generar valor agregado a un producto de

escaso valor comercial y que ademas es contaminante para el medio ambiente.

4.1. Caracteristicas de las proteinas del suero.

Las proteinas del lactosuero pueden ser de sintesis mamaria, como la o-
lactoalbumina, la B-lactoglobulina y la lactoferrina, o bien de transferencia sanguinea,
como la sero-albumina y las inmunoglobulinas. Las propiedades funcionales del
lactosuero vienen dadas por las de sus dos principales proteinas: a—lactoalbumina y la f—
lactoglobulina (Correa, 2010), que se explicaran con mas detalle.

La a-lactoalbumina es la segunda proteina en concentracién en el lactosuero
bovino (entre 1 y 1,5 mg/ml). Esta formada por una sola cadena polipeptidica, de 123
aminoacidos, con un peso molecular de unos 14200 Da. Su estructura terciaria, globular y
muy compacta, es mantenida por cuatro puentes disulfuro, con una zona de hélice ay
otra de hojas plegadas [3. Es una proteina &cida con un punto isoeléctrico de alrededor de
4,8. En la vaca existen dos variantes genéticas, con distribucion desigual segun las razas.
Desde el punto de vista nutricional es importante dada la abundancia de triptéfano (4
residuos por molécula), lo que representa un 6% en peso. La a-lactoalbumina es una de
las proteinas de la leche que pueden causar alergia siendo la zona mas alergénica la
situada entre la valina de la posicion 42 y el glutamico de la posicion 49 (Farrell et al.,
2004).

La B-lactoglobulina, alcanza concentraciones de 2 a 4 mg/ml en el lactosuero
bovino, esta formada por una sola cadena de 162 aminoacidos, con un peso molecular de
unos 18400 Da. Existen diversas variantes genéticas, siendo las mas comunes las
llamadas A y B, que difieren en dos aminoacidos. La variante A tiene una valina en la
posicién 118 y un aspartico en la posicidon 64, mientras que la variante B tiene alanina y
glicina en esas posiciones, respectivamente (Medrano & Aguilar, 1990). Al pH de la leche,
la B-lactoglobulina de los rumiantes se presenta en forma de dimeros con los monémeros
unidos de forma no covalente. Estos dimeros se forman entre pH 7,5 y pH 5,2, el punto
isoeléctrico de la B-lactoglobulina. Por encima de pH 7,5 y por debajo de pH 3,5 se
presenta en forma de mondmeros, mientras que entre pH 5,2 y pH 3,5 se encuentra en
forma de octameros. La estructura terciaria de los mondmeros se mantiene gracias a dos

puentes disulfuro. También existe un grupo tiol libre, el correspondiente a la cisteina que
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ocupa el lugar 121 en la secuencia. Este tiol es muy importante en la asociacién con otras
moléculas, especialmente con la k-caseina, lo cual tiene una gran influencia en la
coagulacion de la leche inducida por la quimosina. La B-lactoglobulina es la mas
hidrofébica de las proteinas comunes del lactosuero y por lo tanto es capaz de
interaccionar con distintas moléculas hidrofébicas, especialmente el retinol y los acidos
grasos. Esta caracteristica también le otorga propiedades emulsionantes (Gil Zamora,
2007).

La albumina de la leche es la misma que se encuentra en la sangre y procede de
ella. Es una proteina relativamente grande, con una cadena formada por 528 aminoacidos
y un peso de 66382 Da. En el lactosuero se encuentra en una concentracién de alrededor
de 0,4 mg/ml.

Las inmunoglobulinas forman parte del sistema de defensa. La estructura basica,
en forma de “Y”, esta constituida por dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas
glicosiladas, unidas por puentes disulfuro. En la leche bovina, aproximadamente el 80%
de la inmunoglobulinas son IgG. La concentracion de estas proteinas es de entre 0,4 y 1
mg/ml (Calvo, 2009).

La lactoferrina es una proteina monomérica, no hemica, fijadora de hierro, de
80000 Da, emparentada estructuralmente con la transferrina de la sangre y con la
ovotransferrina del huevo. Es una glicoproteina (proteasa-peptona) formada por dos
I6bulos unidos por una hélice de tres vueltas. Como estructura secundaria, domina la
hélice alfa. Tiene caracter basico, con un punto isoeléctrico préximo a 9. La afinidad de la
lactoferrina por el hierro es muy grande, siendo la constante de afinidad del orden de 10%°
M. Los puntos de union estan localizados en posiciones equivalentes en ambos lobulos.
La unién del hierro es reversible y tiene lugar en presencia de un i6n carbonato o
bicarbonato por cada i6n férrico, haciéndolo indisponible para las bacterias y para la
formacién de radicales libres en las reacciones de oxidacion (Drago Serrano, 2006; Gil
Zamora, 2007).

5. HIDROLIZADOS PROTEICOS Y PEPTIDOS BIOACTIVOS.

La hidrdlisis proteica se observa en diversos procesos tales como la digestién
mediada por la accion de proteasas como pepsina, tripsina o quimiotripsina, que se
produce en el estomago e intestino. También se encuentra presente durante el
procesamiento y fabricacion de ciertos alimentos como por ejemplo los quesos y el jamén.

Un tercer tipo de proceso es la produccién de hidrolizados proteicos generados por la
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accion externa y aislada de enzimas. En este caso la materia prima original, por lo comun
un aislado o concentrado proteico, es transformado en otro producto, un hidrolizado
proteico, por la accién de proteasas externas que no proceden de microorganismos
endogenos (Millan & Vioque, 2005). En estos hidrolizados se potencian diversas
caracteristicas tales como propiedades funcionales (viscosidad baja, mayor capacidad de
agitacion, dispersion y alta solubilidad), retardo en el deterioro, calidad nutricional,
prevencion de interacciones indeseadas, aparicion de péptidos o aminoacidos libres, que
les conceden ventajas con respecto a las proteinas originales, para su utilizacién en
productos alimenticios.

La hidrdlisis proteolitica se desarrolla a través de un conjunto de reacciones
simultaneas de ruptura de enlaces, con distintas especies cargadas en equilibrio, lo cual
le da a este tipo de procesos una gran complejidad. Se propone un mecanismo para el
proceso de hidrdlisis constituido por tres reacciones consecutivas: primero, la formacién
de un complejo enzima-sustrato (proteina), en segundo lugar la ruptura del enlace
amidico dando como resultado la liberacién de un péptido. Finalmente, el péptido restante
se separa de la enzima después de un ataque nucleofilico de una molécula de agua. El
proceso puede reiniciarse sobre los dos nuevos péptidos o sobre uno solo de ellos. Estos
tres pasos se representan en la Figura 3 (Benitez et al., 2008).

Una propiedad fundamental de los hidrolizados es su grado de hidrélisis, que se
define como el porcentaje de enlaces peptidicos rotos en relacion a la proteina original y
que esta determinado por ciertos parametros experimentales como la concentracion de
sustrato, relacién enzima/sustrato, tiempo de incubacién, pH y temperatura. Otro factor
determinante es la naturaleza de la actividad de la enzima, es decir, su actividad

especifica y tipo de actividad (Nielsen et al., 2001).

K1 H,0
E+S ES |——>| EP+HP |———>| E+P-OH+H-P
<4

E: enzima, S: sustrato, P y P': péptidos resultantes, K: constante de reaccion.

Figura 3. Mecanismo catalitico de una proteasa.

12



Introduccion

Los hidrolizados que se producen para su uso en alimentacion se pueden agrupar
en hidrolizados con bajo grado de hidrdlisis, entre el 1% y el 10%, para la mejora de las
propiedades funcionales; hidrolizados con grados de hidrdlisis variable para su uso como
saborizantes y por ultimo, hidrolizados extensivos, con grado de hidrdlisis superior al 10%,
para su uso en alimentacién especializada (Benitez et al., 2008). Esta informacion se

resume en la Tabla 4.

Tipo de Hidrolizado Grado de hidrdlisis (%) Aplicacién

Limitado (con bajo grado de
hidrélisis)

Mejora de las propiedades

i="0 funcionales.

Variable Variable Mejora del flavor.

Extensivo (alt do d Suplemento proteico.
xtensivo (alto grado de . > -
hidrélisis) >10 En alimentacion especializada

(dietas médicas).

Tabla 4. Hidrolizados y sus aplicaciones (Millan & Vioque, 2005).

Los péptidos bioactivos son secuencias de aminoacidos de pequefio tamafio,
entre dos y veinticinco residuos, inactivas dentro de la proteina intacta pero que pueden
ser liberados durante la digestion del alimento en el organismo del individuo o por un
procesado previo del mismo, como por ejemplo mediante hidrélisis enzimatica, ejerciendo
diversos efectos beneficiosos para la salud (Vioque et al., 2006). La actividad de estos
péptidos se debe basicamente a la composicion aminoacidica inherente y a su secuencia
lo cual condiciona y determina su estructura tridimensional. Dependiendo de la actividad
biolégica ejercida, se observan entre los diversos grupos de péptidos bioactivos
caracteristicas fisicoquimicas y estructurales similares.

Como ya se menciond, estas secuencias inactivas dentro de las proteinas pueden
obtenerse de tres maneras; por hidrolisis enzimatica de las proteasas digestivas (digestion
con pepsina y enzimas pancreaticas), procesamiento del alimento (calor, tratamiento
acido o alcalino) y protedlisis por enzimas derivadas de microorganismos o plantas
(Haque & Rattan, 2006).

Los péptidos bioactivos han sido encontrados principalmente en las proteinas de la
leche y en derivados de esta como quesos o yogurts. Pero también se ha observado su
existencia en otras proteinas animales, pescados y diversos vegetales como soja, arroz o

garbanzo e incluso hongos (Vioque & Millan, 2005).
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Como se ha mencionado las proteinas la leche son una rica fuente de péptidos con

diversas actividades bioldgicas. Aunque la mayoria de las investigaciones se han dirigido

a la fraccidon caseinica, las proteinas componentes del suero bovino son una excelente

fuente y con mucho potencial por explotar. Dentro de las funciones mas comunes

encontradas en péptidos derivados del lactosuero se destacan:

Opioide. Receptores opioides, localizados en los sistemas enddcrino y nervioso y
en el tracto digestivo de mamiferos, estan vinculados con el control de la motilidad
intestinal, comportamiento emocional, analgesia y saciedad. Dichos receptores
interactuan con ligandos enddgenos (endorfinas) o exdégenos (exorfinas) conocidos
como péptidos opioides, los cuales tienen actividades agonisticas o antagonisticas;
todos ellos tienen en comun la presencia de un residuo Tyr en la posicion N-
terminal, junto con la presencia de otro residuo aromatico, como Phe o Tyr, en la

tercera o cuarta posicion (Alvarado & Guerra, 2010).

Inmunomoduladora. Estos péptidos pueden modular la respuesta inmunoldgica
estimulando la fagocitosis en macréfagos y la proliferacion de linfocitos. Se han
propuesto diversas hipotesis para explicar la accion de estos péptidos, una de ellas
propone la estimulacion de la proliferacion y maduracién de células T y otras
células fagociticas para la defensa contra infecciones. Se ha demostrado que
varios componentes lacteos modulan la proliferacién in vitro de linfocitos, por
ejemplo, la lactoferricina B promueve la actividad fagocitica de los neutréfilos
humanos; pequenos péptidos derivados del extremo N-terminal de la o-
lactalbumina bovina aumentan significativamente la proliferacion de linfocitos
sanguineos periféricos humanos (Alvarado & Guerra, 2010).

Transportadora de Calcio. Se han identificado varios fosfopéptidos derivados de
la caseina que contienen la secuencia —Ser(P)-Ser(P)-Ser(P)-Glu—Glu. Estos
caseinofosfopéptidos son liberados por protedlisis y juegan un papel preponderante
en la absorcidn de calcio en el intestino delgado y su presencia en la cavidad oral
promueve la remineralizacién del esmalte dental (Torres-Llanéz et al., 2005).
Inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina (ECA). Los péptidos
antihipertensivos inhiben a la ECA (peptidildipeptido hidrolasa). La ECA es una
enzima multifuncional que esta localizada en diferentes tejidos (plasma, pulmén,
rindn, corazdn, musculo esquelético, pancreas, cerebro). Esta enzima puede
incrementar la presion sanguinea al convertir angiotensina | (decapéptido) en un

potente octapéptido vasoconstrictor, llamado angiotensina Il (Basso et al., 2005).
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Se ha descrito que las proteinas séricas a-lactoalbumina, B-lactoglobulina e
hidrolizados del suero obtenidos con pepsina, tripsina y quimotripsina, contienen
péptidos con accion inhibitoria de ECA. Los péptidos que muestran actividad
antihipertensiva estan formados por Val-Pro-Pro e lle-Pro-Pro (Torres-Llanéz et al.,
2005).

e Antimicrobiana. Los péptidos antimicrobianos fueron descubiertos en 1950
cuando se aisloé la nisina a partir bacterias acido lacticas y desde entonces el
numero de péptidos antimicrobianos registrados ha crecido constantemente. Estos
péptidos presentaron una solucidén prometedora al problema de la resistencia a los
antibioticos porque contrariamente a los antimicrobianos tradicionales, no se unen
a sitios diana especificos y ademas la rapida destruccion de las membranas que
provocan deja sin tiempo a las bacterias de multiplicarse y mutar. El mecanismo de
accion parece estar dirigido hacia varios objetivos, siendo la membrana plasmatica
el mas comun (Tiwari et al., 2009). De esta manera las propiedades bactericidas
estan correlacionadas con la carga positiva neta de los péptidos y con su estructura
anfipatica, lo cual les permite interactuar directamente con la membrana, creando
canales que dan lugar a la filtracion de los componentes celulares vitales.

e Antioxidante. Existen muchas moléculas reactivas al oxigeno que se producen en
las reacciones metabdlicas y dafian las biomoléculas, provocando el desarrollo de
enfermedades y acrecentando los efectos del envejecimiento. Asi, la presencia de
radicales libres contribuye a la generacion de mas de cien desordenes en
humanos, incluyendo ateroesclerosis, artritis, isquemia e injuria en diversos tejidos,
dafo en el sistema nervioso central y enfermedades respiratorias, entre otros
(Bhalodi et al., 2008). Se han estudiado hidrolizados de proteinas alimentarias de
diversas fuentes con el propésito de hallar péptidos con actividad antioxidante. Los
resultados fueron positivos en hidrolizados de proteinas lacteas (Kitts & Weiler,
2003), por ejemplo, péptidos provenientes de proteinas de lactosuero obtenidos
empleando proteasa F, una endoproteasa y exopeptidasa de Aspergillus oryzae
(Pefa-Ramos & Xiong, 2001).

En la Tabla 5 se resumen algunos ejemplos de péptidos con actividad biolégica de

diversas fuentes naturales.
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Funcion

Opioides

Nombre del/los

Péptido/s
B-Casomorfinas
Exorfinas
a-Lactorfinas

B-Lactorfinas

Fuente

B-Caseina
a-Caseina
a-Lactoglobulina

B-Lactoglobulina

Efecto beneficioso

Regulan el transito
intestinal

Mejoran la digestion y
absorcion.

Inmunomoduladores

Lactoferricina B

a-Lactoalbumina

k-Caseina

Estimulan la respuesta
inmune.

Transportadores de
iones

Caseinofosfopéptidos

Caseinas

Mejoran la absorcion de
minerales y metales.

Antitrombdticos

k-Caseina

Actividad inhibitoria de la
agregacion de plaquetas
y de la uniéon de la
cadena y del fibrindgeno
a receptores especificos
de la plaqueta.

Antihipertensivos

Casoquininas

Proteinas de leche (-
Lactoglobulina

a-Lactoalbimina),
pescado y levaduras

Inhibidores del enzima
convertidor de
angiotensina. Reducen
el riesgo de padecer
enfermedades
cardiovasculares.

Antioxidantes

Hidrolizados proteicos
de lactosuero, caseinas,
frijoles.

Previenen
enfermedades
degenerativas y
envejecimiento al inhibir
los dafios causados por
la oxidacion lipidica
generada por radicales
libres.

Antimicrobianos

Lactoferricina
Casecidina

Pleurocidina

Lactoferrina

Caseinas y a-
Lactoalbumina

Piel de la membrana
mucosa de Pleuronectes

americanus

Reducen el riesgo de
infecciones, inhibiendo
el crecimiento
microbiano o por accién

bactericida.

Tabla 5. Péptidos bioactivos y sus efectos.
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Materiales y Métodos

SECCION A: ANALISIS DE SUEROS OBTENIDOS POR COAGULACION
ENZIMATICA DE LECHE TRATADA CON QUIMOSINA,
HITRONYMAINA ) POMIFERINA

1. MATERIAL VEGETAL

1.1. ‘Frutos de Maclura pomifera.

Maclura pomifera (Raf.) Schneid (Moraceae), es un arbol dioico, de mediano
tamano, originario de América boreal. A partir del latex de sus frutos, descriptos en la
introduccion, se obtuvo una preparacion proteoliticamente activa denominada Pomiferina.
Los mismos fueron recolectados en la ciudad de La Plata, Argentina, en abril de 2009 y
marzo de 2010.

1.2. Frutos de Bromelia hievonymi.

Bromelia hieronymi Mez (Bromeliaceae), es una planta estolonifera que forma
matorrales y posee filodios enhiestos, glaucos, de punta prolongada y esclerosada, con
los bordes armados de aguijones negros y curvos. Sus frutos, descriptos en la
introduccion, fueron utilizados para la obtenciéon de un extracto proteoliticamente activo
denominado Hieronymaina. Los mismos provenian de Santiago del Estero, Argentina y

fueron colectados en abril de 2008.

2. OBTENCION DEL EXTRACTO CRUDO (EC)

2. 1. Pomiferina.

Practicando incisiones longitudinales de 2 mm de profundidad en frutos maduros de
M. pomifera se obtuvo el latex, que fue colectado sobre 50 ml de buffer fosfatos 0,1 M de
pH 6,6 conteniendo EDTA 5mM, en bano de hielo para detener toda actividad enzimatica.
El EDTA se utiliza como protector ya que compleja cationes y evita que se oxiden los
polifenoles que inactivan proteinas. Las preparaciones crudas se obtuvieron diluyendo
hasta 80 ml con agua la suspension anterior y centrifugando a 4°C y 16000 g durante 20
min. Luego de eliminar una pelicula blanquecina supernadante y un pellet amarillo
verdoso (lo que permitio la remocidon de gomas y otros materiales insolubles), la solucion

se filtr6 a través de papel y finalmente fue fraccionada y almacenada a -20°C. Se obtuvo
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una relacion de 25 ml extractivo por cada ml de latex.

2. 2. Hieronymaina.

50 g de frutos congelados de B. hieronymi fueron cortados en rodajas vy triturados
en 250 ml de buffer fosfatos 0,1 M de pH 6,0 conteniendo EDTA y cisteina 5 mM como
agentes protectores. El extractivo se filtr6 a través de gasa y se centrifugd a 16000 g
durante 30 min a 4 °C. El sobrenadante o extracto crudo (Hieronymaina) se fraccioné y se

conservo a -20 °C.

2.3. Preparacion de suspensiones de Bromelina y de Quimosina.

La Bromelina es una preparacion proteoliticamente activa que se obtiene
comercialmente a partir de frutos de Ananas comosus. Se pesaron 0,02 g de bromelina
liofilizada (5,1 Unidades/mg, B4882-Sigma) y se disolvieron en 10 ml de buffer fosfatos
0,1 M pH 6,0. La suspension fue fraccionada y almacenada a -20 °C. Se preparo un stock
de Quimosina (CHY-MAX, 2028 IMCUg, Hansen) de 50 IMCU/mI (IMCU=International Milk
Clotting Unit).

3. PURIFICACION PRELIMINAR DE LOS EXTRACTOS CRUDOS POR
PRECIPITACION FTANOLICA FRACCIONADA.

Mediante esta técnica se eliminan los compuestos fendlicos, glucidos y otros
compuestos solubles, intentando conservar la maxima actividad enzimatica posible
respecto del extracto crudo. En el caso de Pomiferina, se buscd determinar el volumen

minimo de solvente necesario para tal fin, ya que no se tienen datos bibliograficos.

3. 1. Pomiferina

Se colocaron seis alicuotas de 20 ml del extracto crudo en tubos Falcon y se
agrego a cada uno de ellos distintos volimenes de etanol preenfriado a -20 °C durante 30
min (uno, dos, tres, cuatro, cinco y seis volumenes). Se llevaron al freezer por 30 min a -
20 °C y luego se centrifugaron a 16000 g por igual cantidad de tiempo, a una temperatura
de 4 °C. Se descart6é el sobrenadante; los tubos se colocaron boca abajo sobre papel
absorbente hasta eliminar los restos de liquido y luego se evaporaron los restos de
solvente empleando una bomba de vacio. Los precipitados se resuspendieron en 20 ml de

buffer fosfato 0,1 M, pH 6,6 con EDTA 5 mM, trabajando en bafio de hielo. Los extractos
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parcialmente purificados se fraccionaron en tubos Eppendorf, se almacenaron a -20 °C y

fueron denominados Precipitados Etandlicos Redisueltos (PER).

3. 2. Hieronymaina

Se tomo6 una alicuota de 20 ml de extracto crudo y se realizd una precipitacién con
cuatro volumenes de etanol, de acuerdo a lo indicado en la bibliografia (Bruno et. al.,

2002), siguiendo la metodologia empleada en el item anterior.

4. CUANTIFICACICACION DE PROTEINAS

La determinacion de la concentracion de proteinas de los EC y de los PER, se
realizd por el macrométodo de Bradford (1976). Este se basa en el corrimiento del
maximo de absorbancia del colorante Coomassie Blue G-250, desde 465 nm (forma roja)
correspondiente al colorante libre, hacia 595 nm (forma azul) del complejo colorante—
proteina. Este método es util para detectar proteinas en el rango de concentraciones de
100 a 1000 pg/ml.

Para llevar a cabo este ensayo, 50 pyl de muestra se mezclaron con 2,5 ml del
reactivo de Bradford (Bradford 1976), se agité por unos segundos utilizando un vortex y
luego de diez min se midio la absorbancia a 595 nm. Se realizé una curva de calibracién
utilizando como patrén seroalbumina bovina, en el rango de concentraciones antes
mencionado. Todas las medidas se realizaron por triplicado y como blanco se utilizé6 agua

destilada en lugar de muestra.

5. ENSAYO DE ACTIVIDAD CASEINOLITICA

Este ensayo se realiz6é para determinar y comparar la actividad proteolitica del EC y
del PER de cada enzima. En el caso de Pomiferina, el ensayo se realiz6é para cada uno de
los precipitados obtenidos en el item 3.1, con la finalidad de averiguar con cual se
consigue recuperar la mayor actividad.

Se prepard una solucion de caseina 1% en buffer Tris-HCI 0,1 M de pH 8,0, se
calento a ebullicion durante 20 min y se filtré en caliente utilizando papel de filtro. Una vez
frio se agrego cisteina suficiente para lograr una concentracién final de 15 mM y se ajusto
el pH para que se mantenga en 8. La mezcla de reaccién se prepar6 agregando 1,1 ml de
solucion de caseina a 0,1 ml de solucion de EC 6 PER. El ensayo se llevo a cabo en un

bafio termostatizado a 37 °C durante 2 min. La reaccién se detuvo con acido
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tricloroacético (TCA) 5%. Luego los tubos se colocaron en heladera durante 30 min, se
centrifugaron a 16000 g por el mismo tiempo y se midié la absorbancia a 280 nm.

Como blanco se utilizé la misma mezcla de reaccion pero se agregd TCA 5%
desde el inicio, antes de colocar la enzima para inactivarla antes de contactarse con el
sustrato. Todas las pruebas se hicieron por triplicado, incluyendo los blancos. Se trabajo
con una dilucién 1/6 del EC y el PER de Hieronymaina y en el caso del EC y PER de
Pomiferina la dilucion fue 1/15.

Las unidades caseinoliticas por ml (Ucas/ml) se calcularon utilizando la siguiente
férmula:

Ucas/ml = (Abs. promedio de la muestra — Abs. promedio del blanco) x 10 x D / tiempo
(min)

D: factor de dilucién de la muestra.

6. ENSAYOS DFE COAGULACION

Se evalué la actividad coagulante de la leche del EC de Pomiferina para determinar
los parametros 6ptimos de este proceso. Para tal fin se preparé una solucién de leche
descremada al 12% (San Regim) en solucion de CaCl, 10 mM. La mezcla de reaccién
consistio en 1 ml de leche y 0,1 ml de muestra enzimatica sin diluir o en distintas
diluciones. Este ensayo se realizd colocando cada tubo de reaccion, conteniendo el
volumen de leche indicado, en un bafio termostatico a 25 °C. Luego se agrego la muestra
enzimatica correspondiente y se cronometro el tiempo hasta la aparicidn de un coagulo
firme. Se repitié el procedimiento a diferentes temperaturas. Cada ensayo se realizd por

triplicado.

7. PREPARACION DE LACTOSUERO

Se realizaron distintos ensayos sobre sueros obtenidos por coagulacién de leche,
utilizando los EC de Pomiferina y Hieronymaina. La coagulacién se realizé en cada caso
con 50 ml de una suspensién de leche en polvo (San Regim) al 12% p/v en CaCl, 10 mM
a pH 6,0 y una temperatura de 35 °C. Se adicion6 una cantidad suficiente de cada
preparacion enzimatica para provocar una coagulacion masiva a los 40 min. Luego, los
coagulos se dejaron en reposo durante una hora a temperatura ambiente. Posteriormente
fueron cortados con espatula en pequefos cubos de arista menor a 0,3 cm
aproximadamente y centrifugados durante 15 min a 16000 g. Los sueros exudados fueron

ultra filtrados utilizando tubos Amicon Ultra Millipore, con una membrana de corte de 5
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kDa, fraccionados y almacenados a -20 °C.

7.1. Electroforesis de los sueros

Tanto los sueros filtrados (fraccién < 5 kDa) como los que no fueron filtrados se
analizaron para determinar su perfil proteico.

Se realizé una electroforesis desnaturalizante en geles de tricina (Shagger & Von
Jagow, 1987) con un gel de stacking, un gel separador y un gel de resolucion. La
composicion de los geles se detalla en las Tablas 6 y 7. Esta técnica permite resolver
adecuadamente la mezcla de péptidos obtenidos. Las muestras se prepararon agregando
un volumen de buffer de muestra (Tabla 8) a un volumen de suero. Luego se calentaron a
ebullicion durante 5 min y centrifugaron a 16000 g. Ademas de los sueros mencionados,
se sembro suero obtenido por coagulacion con Quimosina, con Bromelina y leche entera.
Cada preparado se aplicé en su correspondiente calle en el gel con jeringa Hamilton
(volumen de siembra 4,5 pl) y se utilizé una celda Miniprotean Ill (Bio — Rad) en cuyos
reservorios anddico y catddico se colocaron los correspondientes sistemas buffer (Tablas
9 y 10). Las corridas se realizaron a voltaje constante (30 V / 70 mA) durante el
apilamiento y cuando las proteinas ingresaron al gel de separacién se aumenté el voltaje
hasta 90 V (90 mA). Este valor se mantuvo constante hasta la finalizacion de la
electroforesis. Los geles se fijaron durante 30 min con solucién fijadora (Tabla 11) y luego
fueron sumergidos durante 2 h en solucion colorante (Tabla 12). Posteriormente se
lavaron con solucion decolorante (Tabla 13) hasta la obtenciéon de un fondo incoloro. Los
geles fueron escaneados y los perfiles peptidicos analizados por densitografia empleando
el software Scion Image (URL: http://www.scioncorp.com) que convierte la intensidad de

color de las bandas presentes en los geles en datos numeéricos.

Composicion de buffers y geles utilizados:

Buffer del gel

TRIS 36,39
SDS (Dodecil sulfato de sodio) 0,3g
HCI1 M Cantidad suficiente para llevar a pH 8,45

Cantidad suficiente para llevar a 100 ml de

Agua destilada )
volumen final

Tabla 6. Composicion del Buffer para armar el gel.
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Composicion del gel

Reactivos Gel de apilamiento Gel espaciador Gel de resolucion
Acril:Bis (49,5% T, 3%
0,6 ml 2ml 3,3 mi
C)
Buffer del gel 1,00 ml 3,3 ml 3,3 ml
H,O 3,4 ml 4,7 ml 3,4 mi
TEMED 100 pl 100 pl 100 pl
PSA 10% 12 ul 12 ul 12 ul

Tabla 7. Composicion del gel para armar dos placas. %T = (gramos de acrilamida + gramos de

bisacrliamida) x 100 / Volumen total y %G = (masa en gramos de bisacrilamida) x 100 / Volumen total.

Buffer de Muestra 2X

TRIS 1,57 g
SDS (Dodecil sulfato de sodio) 29
Mercaptoetanol 5ml
Glicerol 10% 8 mi
Azul de Bromofenol 2 mg
HCI1M Cantidad suficiente para llevar a pH 6,8
Agua destilada Cantidad suficiente para llevar a 50 ml de volumen final

Tabla 8. Buffer de Muestra.

TRIS 2429
HCI1M Cantidad suficiente para llevar a pH 8,9
Agua destilada Cantidad suficiente para llevar a 100 ml de volumen final

Tabla 9. Composicion del buffer anddico.
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Buffer catédico

TRIS 0,1 M 1,219
Tricina 0,1 M 1,799
HCI1 M Cantidad suficiente para llevar a pH 8,9
Agua destilada Cantidad suficiente para llevar a 100 ml de volumen final

Tabla 10. Composicion del buffer catddico.

Solucion fijadora

Acido acético glacial 25 ml
Metanol 125 ml
Agua destilada Cantidad suficiente para llevar a 250 ml de volumen final

Tabla 11. Composicién de la solucién fijadora.

Solucion colorante

Acido acético glacial 10 ml
Metanol 40 ml
Coomassie brilliant blue R - 250 100 mg
Agua destilada Cantidad suficiente para llevar a 100 ml de volumen final

Tabla 12. Composicion de la solucién colorante.

Solucion decolorante

Acido acético glacial 10 ml

Agua destilada Cantidad suficiente para llevar a 100 ml de volumen final

Tabla 13. Composicion de la soluciéon decolorante.

7.2. Determinacion de actividad antioxidante
Se evaluo el poder oxidante de los sueros obtenidos por coagulacion de la leche

con Pomiferina y Hieronymaina, mediante dos métodos distintos: inhibicion de la

decoloracion del B-caroteno y reduccién del radical estable DPPH.
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7.2.1. Determinacion del poder antioxidante mediante (a inhibicion de
la decoloracion del B-caroteno

Se utilizé el método de Tepe et al. (2005) con modificaciones. Se disolvieron 0,8
mg de B-caroteno en 4 ml de cloroformo, luego se agregaron 80 mg de acido linoleico y
800 mg de Tween 20. El cloroformo fue eliminado bajo campana a 40 °C. Finalmente, se
adicionaron 200 ml de agua saturada con oxigeno, agitando durante 1 min para terminar
con la preparacion del reactivo. La mezcla de reaccion se formulé con 2,5 ml del reactivo
y 0,1 ml de muestra (suero, suero filtrado, agua como blanco y estandares de acido
ascorbico entre 0,1 y 0,00001 g/ml) y se llevd a cabo a 50 °C en todos los casos por
triplicado. Se determiné la absorbancia a 470 nm (A470) a los 0, 30, 60, 90 y 120 min. Los
resultados se expresaron como porcentaje de inhibicién de la decoloracion del B-caroteno,

realizando el cociente entre la A47¢ a tiempo n y la A470 a tiempo cero multiplicado por 100.

7.2.2 Evaluacion del poder antioxidante mediante la reduccion del
radical DPPH

Se preparé una solucion del reactivo DPPH (difenilpicrilhidracil, un radical
liposoluble) en etanol (25 pg/mL; Choi et al., 2002). Las muestras (lactosueros) se
precipitaron con 3 volumenes de etanol a -20 °C durante 24 h. Luego de centrifugar a
16000 g durante 30 min se recuperaron los sobrenadantes para realizar las
determinaciones. La reaccion se llevo a cabo mezclando 0,9 ml del reactivo DPPH con 0,1
ml de cada muestra (M). Se realizaron dos tipos de blancos: un blanco de muestra (Bu)
con 0,9 ml de etanol y 0,1 ml de reactivo y blancos de reactivo (Br) con 0,9 ml de muestra
y 0,1 ml de etanol. Se utilizaron como estandares soluciones de acido ascoérbico de
concentraciones comprendidas entre 0,1 y 0,001 mg/ml. Las reacciones se realizaron a
temperatura ambiente determinando la absorbancia a 517 nm al inicio y a intervalos de
tiempo regulares hasta que la medida de absorbancia permanecio constante. Se calcul6
el porcentaje de actividad antioxidante (%AA) empleando la siguiente ecuacion:

%AA =100 x [1-(AM-ABR)/ABy]
donde AM, ABr Yy ABum son las medidas de absorbancia a 517 nm de las muestras,

blancos de reactivo y blancos de muestra respectivamente.
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7.3. Ensayo de inhibicion de la Fnzima Convertidora de Angiotensina

La Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA) es una proteasa que actua
incrementando la presion arterial, a través de la hidrolisis del decapéptido Angiotensina |
para producir el octapéptido vasoconstrictor Angiotensina Il y degradando el péptido
vasodilatador Bradiquinina. Debido a esto, es un blanco ideal para el tratamiento de la
hipertension y se ha encontrado cierta actividad inhibitoria en sueros obtenidos por
tratamiento de la leche con quimosina.

La actividad anti hipertensiva de las muestras de suero obtenido por coagulacion
con las enzimas Pomiferina y Hieronymaina, se testeé por su capacidad de inhibir a la
ECA in vitro. El ensayo se llevd a cabo utilizando el sustrato fluorogénico Abz-
PheArgLys(DNP)Pro-OH (Carmona et. al., 2006). La actividad se determiné incubando 3
pl de ECA con 2 pl de la soluciéon del sustrato en DMSO (0,5 mg/ml) en presencia o
ausencia de 25 pl de las muestras de suero filtrado y se llevé a un volumen final de 3 ml
en una cubeta de cuarzo con buffer Tris-HCI 0,1 mol/l, (pH 7,0), conteniendo 50 mmol/l
NaCl y 10 mmol/l de ZnCl, a 37 °C. La reaccién se realizd en un espectrofluorémetro
(modelo RF-1501, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdn), registrando el incremento de la
fluorescencia (A excitacion 320 nm; A emision 420 nm) durante 3 min. Se realizé un control
empleando 25 pl Captopril (1 mmol/l en agua) como inhibidor en lugar de suero y un
blanco de la enzima, que consistié en la mezcla de reaccion sin ningun tipo de inhibidor.
Los ensayos se realizaron por triplicado. El resultado se expres6 como porcentaje de

inhibicion considerando que el 0% corresponde a la mezcla de reaccién sin inhibidor.
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SECCION B: ESTUDIO DE HIDROLIZADOS OBTENIDOS POR LA
ACCION DE LAS ENZIMAS HIERONYMAINA Y POMIFERINA SOBRE
LACTOSUERO COMERCIAL Y LACTOSUERO OBTENIDO POR
COAGULACION CON QUIMOSINA

1. PREPARACION DE SUSPENSIONES DE LACTOSUERO

Se trabajé empleando como sustratos dos sueros diferentes: un concentrado de
proteinas de suero bovino en polvo (WPC 80, Bioenergéticos Pablo Marzuolo, Argentina)
y suero obtenido en el laboratorio por coagulacion con Quimosina.

El primero se reconstituyé a 50 °C en agua destilada para obtener una preparaciéon
al 5% pl/v. El pH se ajusté en 4,6 con HCI 1 N y se almacen6 a -20 °C.

En el segundo caso, se prepard una solucién de leche descremada al 12% (San
Regim) en soluciéon de CaCl, 10 mM, se colocé en un bano termostatico a 40 °C y se
coagulé con Quimosina, utilizando 45 pl de stock de la enzima (50 IMCU/ml) por cada 100
ml de leche. Luego de 30 min, se dividid y distribuy6 el coagulo en tubos de centrifuga y
se centrifugaron a 10 °C y 16000 g durante 30 min. El suero obtenido en cada tubo se
mezclé en una probeta y luego se fraccion6 en distintos tubos falcon para su

almacenamiento a -20 °C.

2. HIDROLISIS DEL SUERO
2.1. Con el fin de determinar las condiciones 6ptimas de hidrdlisis, la suspensién de

suero comercial se hidrolizé utilizando los precipitados etandlicos redisueltos (PER) de las
enzimas Hieronymaina y Pomiferina. El ensayo se realizé colocando 45 ul de PER en un
tubo Eppendorf, en bafio termostatico a 45 °C y luego 500 ul de suero con diluciones 1/10
y 1/100, a pH = 9 (llevado con NaOH 1 N). La hidrolisis se corté con 500 pyl TCA 5% a los
5, 10, 30, 60, 90 y 180 min. Como blanco se utilizé una mezcla de reaccion que contenia
45 pl de H20, 500 pl de suero (en su dilucidon correspondiente) y 500 ul de TCA 5% y otra
con 45 pl de enzima, 500 yl de H,O y 500 pyl de TCA 5%.

2.2. Se realiz6é la hidrolisis del suero comercial y del obtenido con Quimosina,

utilizando las condiciones elegidas en el ensayo anterior, siguiendo un protocolo igual al
del punto 2.1 (90 ul de PER, por cada ml de suero a pH 9) a excepcion del modo de

detener la hidrdlisis. En este caso se detuvo llevando cada tubo a un bafio de agua a
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100 °C durante 5 min. Se realizaron dos blancos, uno llamado de tiempo cero, que
consistio en mezclar el volumen de PER con el correspondiente volumen de suero e
inmediatamente colocar el tubo en el bafio de agua a 100 °C por 5 min y otro llamado
blanco de enzima, en el que el PER se reemplazé por el mismo volumen de agua
destilada. Una fraccion de cada hidrolizado se filtré utilizando tubos Amicon de 3 KDa. Las

dos fracciones (hidrolizados filtrados y sin filtrar) se almacenaron a -20 °C.

3. ELECTROFORESIS DE LOS HIDROLIZADOS

Los sueros hidrolizados, obtenidos en 2.1 (seccion B), se corrieron
electroforéticamente en geles de Tricina, utilizando el mismo procedimiento y soluciones

detalladas en el apartado 7.1 de la seccion A.

4. DETERMINACION DEL GRADO DE HIDROLISIS

Se empled el método del TNBS (acido trinitrobenceno sulfénico) basado en la
reaccion de este compuesto con los grupos amino primarios expuestos al hidrolizar los
enlaces peptidicos (Adler-Nissen 1979). Este método es laborioso ya que requiere
sucesivas incubaciones en diferentes bafos termostaticos en ausencia total de luz.

En este ensayo se analizaron los hidrolizados de suero comercial obtenidos con los
PER de Hieronimaina y Pomiferina a tiempos 0, 30, 90 y 180 min (cada uno se ensayo
por triplicado). Las muestras se diluyeron para lograr una concentracion de
aproximadamente 1mg/ml. Para tal fin la dilucién se realizé mezclando 40 pyl de muestra
con 250 ul de buffer A (Na;HPO,4 0,2125 M con SDS 1% pH: 8,2). Para realizar la curva
de calibracion, un stock de Leucina 45 mM se diluyé 1:10 y a partir de esta solucion se
prepararon en distintos tubos Eppendorf, diluciones para la curva de calibracion. En la

Tabla 14 se describen los volumenes y las concentraciones utilizadas.
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Leu mM (curva)

Vol. de Leu 4,5 mM (pl)

Vol. de buffer A (ul)

0 0 160
0,225 152
0,45 16 144
0,9 32 128
1,125 40 120
1,5 53,6 106,4
2,25 80 80

Tabla 14. Volumenes y concentraciones utilizados para la curva de concentracion.

Se calentaron las muestras, incluso las diluciones patrén de Leucina, a 75 °C en
bafio Maria durante 15 min. Se colocaron tubos Kahn de plastico en una gradilla y en
cada uno 40 pl de muestra o patron y 320 ul de buffer A. Todos se taparon con papel de
aluminio, luego se les agregé 320 pl de TNBS diluido 1:200 (con buffer A) apenas
rompiendo el papel sobre cada tubo para impedir la entrada de luz. La gradilla sin el
papel de aluminio se llevé a un bafio termostatico a 50 °C. Este se tapd con papel de
aluminio y se incub6 durante 1h. Luego de este tiempo se retird la gradilla, se envolvié en
papel de aluminio y se cargaron 640 ul de HCI 0,1N en cada tubo, apenas rompiendo el
papel de aluminio para que no entre luz. Se cubrié la gradilla con otro trozo de papel de
aluminio y se dej6 1 h a temperatura ambiente en oscuridad. Se leyé la Absorbancia a 340
nm en el UV con cubeta de cuarzo (NH; ). El calculo del Grado de Hidrdlisis (GH%) se
realizo utilizando la siguiente formula:

GH%= 100 x (NH2 - NH2=0) / (NH2 « - NH2t=0)

En donde:

NH2 « = (1/PM promedio de aa) X (1+ fys) X Cprot

PM promedio de aa: 130g/mol

fLys (proporcion de Lisina en las proteinas):1/16

Cerot: concentracion de proteinas en la muestra, determinada por el método de Lowry

empleando una curva de calibraciéon de leucina.
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5. ANALISIS DE LOS PEPTIDOS PESENTES EN LOS HIDROLIZADOS

5.1. Concentracion de péptidos por Lowry

Los hidrolizados del suero obtenido por coagulacion de leche con Quimosina (SLQ)
se analizaron por el método de Lowry para determinar su concentracion peptidica. Las
soluciones utilizadas fueron:

® Soluciéon A: Na,C0O32% en NaOH 0,1 N

® Solucién de CuS04.5H20 1%

® Solucién de Tartrato de Sodio y Potasio 2%

® Solucién de Folin diluido: Reactivo de Folin-Ciocalteu y agua destilada (relacion

1:1)

Las muestras analizadas fueron los hidrolizados de tiempo 0, 30, 90 y 180 min,
filtrados, con diluciones 1/10. Se realizé una curva de calibracién para determinar la
concentracion de péptidos en las muestras, utilizando un patrén de seroalbumina bovina
de 2 mg/ml. A partir de diluciones de esta solucion se obtuvieron otras de concentracién
50, 100, 200, 300 y 400 pl/ml.

Para realizar este ensayo se mezclaron en el momento volumenes iguales de la
soluciéon de sulfato de cobre y de tartrato de sodio y potasio. A esta solucion se la llamé
“B”. Luego 1 ml de solucién B se combiné con 50 ml de solucién A para formar la solucién
AB. La mezcla de reaccién se formé a partir de 200 pl de muestra (hidrolizados o patrén) y
1 ml de la solucion AB. A los tubos que contenian la mezcla anterior se los agité en vortex
durante 10 min, luego se les agregd 100 ul del reactivo de Folin diluido y por ultimo se
agitaron nuevamente durante 30 min. Se realizaron triplicados tanto de los hidrolizados

como del patron. Se midié la absorbancia a 750 nm.

5.2. Analisis por HPLC

Se ensayo la purificacion de los hidrolizados de las dos enzimas filtrados con
membranas de corte de 3 kDa, de tiempos 0, 30, 90 y 180 min, mediante cromatografia
en fase reversa (HPLC-RP) empleando una columna bondclone 10 C-18 Phenomenex de
3,5 ml, y un gradiente lineal de 35 volumenes de columna entre 100% de agua-TFA (0,50
ml TFA% v/v) al comienzo y 100% de acetonitrilo-TFA (0,25 ml TFA 25% v/v) al final, en
un equipo Akta-Purifier. El volumen de muestra sembrado en cada caso fue de 200 pl y la

velocidad de flujo fue de 1 ml/min.
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5.3. Anadlisis por MALDI-TOF

La espectrometria de masas ha sido considerada durante mucho tiempo como el
método mas seguro y sensible para obtener la informacion sobre el peso molecular de
moléculas pequefias. Se utilizé un equipo MALDI-TOF para determinar la masa molecular
del suero hidrolizado por 90 min con el PER de cada enzima. Las muestras se mezclaron
con la matriz (acido sinapinico disuelto en acido trifluoroacético al 1%). El espectro de
masas se determiné con un espectréometro Bruker modelo Ultraflex equipado con laser de
nitrégeno (337 nm con pulsos de 1-5 ns) y una fuente de aceleracion de iones de 25 kV,
utilizando tripsinbgeno bovino para su calibracion interna. Las principales masas

moleculares fueron analizadas con la herramienta informatica FindPept (www.expasy.org),

junto con las secuencias de las principales proteinas de lactosuero, para obtener las
posibles secuencias de los péptidos presentes en los hidrolizados. Esta determinacion se
llevd a cabo en el Servicio de Protedmica y Bioinformatica de la Universidad Autonoma de

Barcelona.
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SECCION C: ANALISIS DE LAS PROPIEDADES ANTIHIPERTENSI VA,
ANTIOXTDANTE | ANTIBACTERIANA DE LOS HIDROLIZADOS

1. ENSAYO DE INHIBICION DE LA ENZIMA CONVERTIDORA DE
ANGIOTENSINA

Este ensayo se llevd a cabo siguiendo el mismo procedimiento que el explicado en
el punto 7.3 de la secciéon A. En este caso las muestras utilizadas fueron los hidrolizados
de SLQ, obtenidos con los PER de las dos enzimas a los tiempos 0, 30, 90 y 180 min. Las
determinaciones se llevaron a cabo por triplicado y tanto los controles utilizados como los
calculos efectuados se realizaron de acuerdo a lo descripto en el mencionado punto de la
seccion A. Adicionalmente, se determinaron las ICsy de los hidrolizados con mayor poder
inhibitorio de la ECA.

2. DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Se determin6 el poder antioxidante de los hidrolizados de SLQ, con las dos
enzimas a los tiempos 0, 30, 90 y 180 min. Este ensayo se llevd a cabo mediante la
inhibicion de la decoloracién del B-caroteno y DPPH, siguiendo el protocolo explicado en

el punto 7.2.1 de la secciéon A.

3. ANALISIS BIOINFORMATICO DE LAS PROTEINAS DE
LACTOSUERO

Los péptidos antimicrobianos son relativamente cortos (12 a 100 aminoacidos),
cargados positivamente (carga neta 2 a 9) y anfipaticos o hidrofébicos (Jenssen et. al.,
2006). La clase mejor estudiada de péptidos catidnicos antimicrobianos es aquella que
muestra actividad antibacterial, propiedad atribuible a la posible interaccion entre dichos
péptidos y la membrana plasmatica bacteriana (Chen et. al., 2007). Con este trabajo se
intentd demostrar la presencia de péptidos con actividad antibacteriana encriptados en
proteinas de suero lacteo bovino susceptibles a ser liberados por protedlisis enzimatica.
Para ello primero se realizé un analisis de la estructura secundaria de las proteinas
mayoritarias del suero, utilizando el programa HNN disponible en el servidor expasy
(Combet, et. al., 2000). Luego se realizé la busqueda de secuencias aminoacidicas de

péptidos antimicrobianos de diferentes origenes utilizando el servidor NCBI y se los alineé
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con el programa Clustalw (Larkin, et. al., 2007) para determinar propiedades en comun e
intentar obtener una secuencia consenso. Se determinaron las propiedades fisicoquimicas
de la secuencia consenso y su posible estructura secundaria, utilizando los siguientes
programas ProtParam (Gasteiger, et. al., 2005), HNN (Combet, et. al., 2000) disponibles
en el servidor expasy, GOR4 (Garnier et al., 1996) disponible en el servidor NPS@ (npsa-
pbil.ibcp.fr/) y JPRED (Cole, et. al, 2008) disponible en la pagina web

http://www.compbio.dundee.ac.uk/www-jpred/. Por ultimo se utilizé la secuencia consenso

y las secuencias de las proteinas de suero lacteo bovino para comprobar si hay regiones
de similaridad entre ellas mediante el programa Dotlet (Junier & Pagni, 2000) disponible

en la pagina http://myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/dotlet, con matrices pam 250.

4. DETECCION DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

4.1. Ensayos de difusion en placa

Estos ensayos se realizaron con el fin de detectar la posible actividad
antimicrobiana de los hidrolizados mediante la aparicion de halos de inhibicion del
crecimiento bacteriano. Las cepas utilizadas como indicadoras fueron Escherichia coli
ATCC 11229, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC
15442 y Bacillus cereus ATCC 10876. Todos los ensayos se llevaron a cabo siguiendo el

protocolo detallado a continuacion:

Preparacioén de agar nutritivo:
Se preparo caldo nutritivo (Biokar Diagnostics) y se adicioné agar en proporcion de 1,5 g
cada 100 ml de medio. Se esterilizé en autoclave a 121 °C y una atmésfera de

sobrepresion durante 15 min.

Plaqueo:
En cabina de flujo laminar y en condiciones de esterilidad se coloco el agar nutritivo estéril
y fundido en placas de Petri hasta una altura de 0,5 centimetros y luego se dejaron

solidificar y secar semi tapadas durante 10-15 min.

Repique en caldo nutritivo:
Se esterilizd un ansa por incineracion con mechero y se enfrié en las paredes de un tubo

que contenia la cepa a emplear creciendo en agar solido. Luego se utilizé para sembrar la
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bacteria indicadora en un tubo de ensayo con aproximadamente 5 ml de caldo nutritivo
previamente esterilizado en autoclave (121 °C y una atmdsfera de sobrepresiéon durante

15 min). Se incubod en estufa de cultivo a 37 °C durante toda la noche.

Siembra del microorganismo indicador:

Se tomo la muestra del cultivo liquido anterior con una pipeta P-200 y se pasé a un tubo
con solucion salina estéril (aproximadamente 3 o 4 ml de solucion de NaCl 8,5 g/l) hasta
lograr la turbidez correspondiente al 0,5 de la escala de Mc Farland. Esto representa una
concentracion bacteriana de 1,5 x 10® bacterias/ml. Luego un hisopo estéril se mojo en
esta solucién, se escurrié en las paredes del tubo y se sembré en forma homogénea la

placa de agar nutritivo.

Las muestras ensayadas fueron los hidrolizados de suero comercial, con las
enzimas Hieronymaina y Pomiferina durante 0, 30, 90 y 180 min, filtrados con membrana
de 3 kDa y llevados a pH 3,5y 7 con HCI 1 M. También se realizé un blanco de enzima,
es decir, suero filtrado mas agua destilada en volumen igual al de enzima, que se tratd
igual que los hidrolizados. Asimismo se ensayaron las muestras concentradas 10 veces
mediante liofilizacion y resuspension en agua destilada a 1/10 del volumen original y pH
ajustado utilizando NaOH y HCI 5 M en caso de ser necesario. Para la aplicacion de la
muestra, se realizaron pocillos con un sacabocados de 5 mm de diametro donde se aplico
un volumen de muestra aproximado de 45 pl por pocillo. Las placas se incubaron toda la
noche a 37 °C y se observo la presencia de halos de inhibicién del crecimiento.

Se realizaron también ensayos de difusién con los hidrolizados de SLQ. Estos
fueron concentrados 10 veces como se indico en el punto anterior y ajustados a pH 7. La
técnica empleada fue basicamente la descripta anteriormente a excepcion que se
colocaron 10 pl de muestra directamente sobre la superficie del medio de cultivo
inoculado con el microorganismo indicador, tratando de no mover las placas hasta que la

gota se absorbid.

4.2. Ensayos de dilucion

En este punto se investigd la actividad antimicrobiana de diluciones de los
hidrolizados de SLQ, para intentar determinar la concentracién inhibitoria minima (CIM).
Para esta serie de ensayos se utilizaron microplacas estériles de fondo plano de 96
pocillos TCP-96T-SI, (Axygen, EE. UU.). Las soluciones, medios de cultivo y cepas son
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las que se emplearon en el punto 4.1 de esta seccion y todos los procedimientos se
llevaron a cabo en cabina de flujo laminar.

Se realizé un ensayo de dilucién preliminar utilizando la cepa de Escherichia coli
como indicadora y los hidrolizados de suero de tiempo 30, 90 y 180 min a pH = 7, todos
concentrados diez veces por liofilizacion. Como blanco se utilizé el hidrolizado de tiempo 0
min (10X). Todas las muestras fueron liofilizadas y resuspendidas en caldo nutritivo estéril
bajo flujo laminar y antes de aplicarse se filtraron con filtro de celulosa de 0,22 micrones.
En los pocillos de la primera y sexta columna de la microplaca se colocaron 250 pl de los
hidrolizados de Pomiferina y Hieronymaina respectivamente, mientras que los pocillos de
las columnas 2 a 10 se llenaron con 125 ul de caldo nutritivo estéril. Luego con una pipeta
automatica P200 se tomaron 125 pl del primer pocillo de la fila y se colocaron en el pocillo
siguiente y este accionar se repitié6 desde la primer columna hasta la cuarta donde se
descartaron los 125 ul sobrantes. Mediante este procedimiento se lograron sucesivas
diluciones de las muestras desde Sin Dilucion (D1/1, columna 1) hasta 1/16 (columna 5).
Este accionar se repiti6 desde la columna 6 hasta la 10 para diluir los hidrolizados de
suero con Hieronymaina. Por ultimo se agregaron 2,5 ul de suspension de E. coli al 0,5 de
Mc Farland en cada pocillo. Los pocillos de la columna 11 se utilizaron para el control
negativo que consistié en 125 pl de medio de cultivo y 125 pyl de la muestra
correspondiente a esa fila. En la columna 12 se realizd el control de cepa, para ello se
colocaron en cada pocillo 125 ul de caldo nutritivo y 2,5 ul de E. coli. También se realizé
un control de medio de cultivo en el ultimo pocillo de las columnas 11 y 12, que
simplemente consistié en 125 yl de medio estéril. En la Figura 4 se esquematiza la
distribucion de los hidrolizados y sus diluciones en cada placa. Por ultimo se midio la
absorbancia a 600 nm en un lector de microplacas ELISA Rainbow Reader, SLT Lab
Instruments, antes y después de incubar durante 24 h a 37 °C, para poder calcular el
crecimiento del microorganismo restando la absorbancia medida a tiempo cero de la

medida luego de las 24 h de incubacion.
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Figura 4. Esquema para el ensayo de dilucion con muestras filtradas. El recuadro rojo corresponde a la
placa y las celdas verdes representan a los pocillos con hidrolizados de Pomiferina y las celestes a los
hidrolizados de Hieronimaina. En la columna “Tiempo” se indica el tiempo de hidrdlisis de la muestra
utilizada en la fila correspondiente, se trate de un hidrolizado de Hieronimaina o Pomiferina. En la columna
“Ctrl (-)”, las letras indican la enzima utilizada para obtener la muestra y el nUmero que las precede el tiempo

de hidrolisis. D1/1 significa muestra sin diluir.

Se realiz6 otro ensayo de dilucién en microplaca similar al anterior, pero utilizando
dos cepas: Escherichia coli ATCC 11229 y Bacillus cereus ATCC 10876. Las diluciones
de las muestras se llevaron a cabo de la manera ya descripta y se utilizaron los mismos
volumenes, medios de cultivo, controles y soluciones. Las muestras fueron concentradas
al igual que en el punto anterior por liofilizacién y resuspension en un volumen de medio
estéril igual a la décima parte del volumen original. Cada una de ellas se esterilizé antes
de utilizarse por calentamiento en bafio de agua a 85 °C por 10 min, debido a que la
densidad elevada hizo imposible su filtracidon. La disposicion de las muestras en las dos
microplacas fue idéntica y lo Unico que varié entre ellas fue la cepa utilizada, en la Figura
5 se esquematiza una de ellas. Luego se midi6 la absorbancia a 600 nm antes y después

de incubar por doce horas a 37 °C.
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Figura 5. Placa para el ensayo de dilucion. El recuadro rojo corresponde a la placa, las celdas verdes
representan los pocillos con hidrolizados de Pomiferina y las celestes los hidrolizados de Hieronimaina. En
la columna de titulo “Tiempo” se indica el tiempo de hidrdlisis de la muestra utilizada en la fila
correspondiente, se trate de un hidrolizado de Hieronimaina o Pomiferina. En la columna de titulo “Ctrl (-)”,
las letras indican que enzima que se utilizé para generar la muestra y el numero que las precede el tiempo
de hidrolisis. Las abreviaturas Ctrl cepa y Ctrl %2 significan control de crecimiento de la cepa y control de

esterilidad del medio de cultivo respectivamente. D1/1 significa muestra sin diluir.
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Resultados y Discusion

SECCION A

1. OBTENCION 'V CARACTERIZACION DE LOS EXTRACTOS
CRUDOS VY LOS PRECIPITADOS ETANOLICOS REDISUELTOS DE
HIFRONYMAINA Y POMIFERINA

1.1. Actividad especifica de extractos proteoliticos

En el caso de Maclura Pomifera, se realizd una extraccion primaria del latex
denominada extracto crudo (EC) y se purificaron parcialmente las proteinas por
precipitacion con distintos volumenes de etanol (PER), para determinar con cual se
recupera la mayor cantidad de proteina y la mayor actividad enzimatica. Para esto se
determind la cantidad de proteinas por el método de Bradford y la actividad
caseinolitica de los EC y de los PER, como se indicd en materiales y métodos. Los

resultados se muestran en la Tabla15.

Muestra Concgntracién (o[} ca'z(:iir\::l’;ic::a Actividad especifica
proteinas (mg/ml) (Ucas/ml) (Ucas/mg)
EC 1,19+ 0,03 9,4+0,9 7,9+0,8
PER 1V 1,26 £ 0,06 7,8+0,5 6,2+0,5
PER 2V 1,18 £ 0,03 6,5+0,5 55+0,4
PER 3V 1,50 +0,05 6,44 + 0,04 43+0,1
PER 4V 1,63 £ 0,01 6,4+0,3 3,9+0,2
PER 5V 1,35+ 0,06 46+0,2 34+0,2
PER 6V 1,50 + 0,08 4,4+0,6 25+0,8

Tabla 15. Concentracion de proteinas, actividad caseinolitica y actividad especifica del Extracto Crudo
(EC) vy los Precipitados Etandlicos Redisueltos (PER) de Pomiferina, con 1, 2, 3, 4, 5 y 6 volumenes de

Etanol.
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A partir de la Tabla 15 se calculé el porcentaje de actividad especifica de cada
PER respecto el EC, y se determind que se recupera un 78,20% de la actividad
especifica cuando se precipitan las proteinas con un volumen de etanol. Al emplear
mas volumen de alcohol se observa que la actividad especifica decae y por lo tanto se

eligié trabajar con el PER obtenido a partir de un volumen de etanol.

Para Hieronymaina se realizé un EC y con una fraccion del mismo se realiz6 una

purificacion por precipitacion con cuatro volumenes de etanol (esta relacion de

volumenes fue determinada en trabajos previos). Sus caracteristicas se indican en la
Tabla 16.

e Concentracion de Actividad caseinolitica | Actividad especifica
uestra
proteinas (mg/ml) (Ucas/ml) (Ucas/mg)
EC 0,74 £ 0,01 6,8+0,5 9,2+0,6
PER 0,71 £ 0,01 45+0,3 6,3+0,4

Tabla 16. Concentracion de proteinas, actividad caseinolitica y actividad especifica del Extracto Crudo

(EC) y Precipitado Etandlico Redisuelto (PER) de Hieronymaina.

1.2. Empleo de Pomiferina como coagulante de la leche

Se evalud la capacidad de distintas diluciones del EC de Pomiferina para
coagular una suspension de leche descremada al 12% en solucion de CaCl, 10 mM, a
25, 30, 35 y 45 °C. Estos resultados se representan en la Figura 6, donde puede verse
la relacion inversamente proporcional que existe entre la temperatura y el tiempo de

coagulacion.
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Figura 6. Tiempo de coagulacién de leche en polvo reconstituida en funcién de la dilucién del Extracto

Crudo de Pomiferina a distintas temperaturas. En cada punto las barras de error indican la desviacion

estandar.

Realizando el analisis de cuadrados minimos a cada serie de datos de la Figura

6, se determind que para una misma temperatura los tiempos de coagulacidon

presentan una relacion lineal con la dilucién del EC (Tabla 17).

Serie Valor de R?

25°C 0,98
30°C 0,99
35°C 0,98
45°C 0,98

Tabla 17. Valor de R? para cada serie de datos de la Figura 5.
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A pesar de que la quimosina que actualmente se utiliza para coagular la leche es
recombinante y por lo tanto su costo ha disminuido, existen ciertos sectores de la
sociedad que prefieren el uso de alternativas naturales, razén por la cual la busqueda
de coagulantes de origen vegetal se ha intensificado en los ultimos afos (Chazarra et
al., 2003). Recientemente se ha reportado el uso de algunas fitopeptidasas serinicas
con capacidad coagulante de la leche (Kumari et al, 2010; Singh & Dubey, 2011). Por
lo tanto, resultaria de utilidad el empleo de Pomiferina como coagulante de la leche, ya
que M. pomifera es una especie cultivada en nuestro pais soélo con fines ornamentales
y contiene grandes cantidades de peptidasas serinicas que no son empleadas

actualmente en ningun proceso industrial.

2. ELECTROFORESIS DE LOS SUEROS OBTENIDOS POR
COAGULACION  DE  LECHE CON  POMIFERINA Y
HIFRONYMAINA
Los sueros obtenidos se dividieron en dos fracciones una de las cuales fue

filtrada (fraccidon < 5 kDa). Estas fracciones se analizaron para determinar su perfil
proteico mediante una electroforesis desnaturalizante en geles de tricina con un gel de

stacking, un gel separador y un gel de resolucion. Los resultados se muestran en la

Figura 7.
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Figura 7. a) Electroforesis de los sueros obtenidos por coagulacion de leche con Quimosina y
Pomiferina. 1 Leche. 2 Leche filtrada. 3 y 4: Suero obtenido por coagulacion con Quimosina sin filtrar y
filtrado, respectivamente. 5 y 6: Suero obtenido por coagulacién con Bromelina sin filtrar y filtrado,
respectivamente. 7 y 8: Suero obtenido por coagulacién con Pomiferina sin filtrar y filtrado,
respectivamente. 9: Patron de Peso Molecular Peptide Marker Kit GE (2,512 - 16,949). b) Electroforesis
del suero obtenido por coagulacién con Hieronymaina. 10: Leche. 11: Patron de Peso Molecular Peptide
Marker Kit GE (2,512 - 16,949). 12 y 13: Suero obte nido por coagulacion con Hieronymaina, sin filtrar y

filtrado, respectivamente.

Para el calculo de las masas moleculares aproximadas de cada banda se realizd
una curva de calibracion con los marcadores de peso molecular en funcidén del

logaritmo decimal de su distancia electroforética. Esta curva se muestra en la Figura 8.
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Figura 8. Curva de calibracion. Patrones de Peso Molecular en funcion del Logaritmo decimal de la

distancia relativa.

Puede apreciarse en la Figura 7 que los sueros obtenidos por coagulaciéon de
leche con Pomiferina y Hieronymaina contienen una gran proporciéon de -
lactoglobulina (19,3 + 0,4 kDa) y a-lactalbumina (13,4 + 0,2 kDa) y que no aparecen
bandas de caseina como en el caso de la calle del suero obtenido con Quimosina o con
Bromelina. Como es de esperar las calles correspondientes a los sueros filtrados no
presentan bandas ya que quedarian fuera del limite de deteccion de esta metodologia.
Esta observacion resultd de utilidad para comprobar la eficiencia del proceso de filtrado
con la membrana de 5 kDa. En la leche entera se pueden observar ademas las bandas
correspondientes a las caseinas (26,1 y 31,7 kDa). El suero obtenido por coagulacién
con Bromelina, que fue utilizado como control, presenta bandas intensas de 28,4 y 24,0
kDa, que corresponderian a caseinas enteras o parcialmente degradadas. Por ultimo el
suero obtenido con quimosina presenta dos bandas de 24,1 y 22,9 kDa, ademas de las
correspondientes a proteinas de lactosuero.

Las bandas correspondientes a la leche y los sueros sin filtrar fueron analizadas
por densitografia empleando el software Scion Image (URL: http://www.scioncorp.com)
que convierte la intensidad de color de las bandas en datos numéricos. Los resultados

se muestran en la Figura 9.
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Figura 9. Grafico de los datos obtenidos del analisis por de nsitografia de las bandas del gel de los
sueros obtenidos por coagulacion de leche con Quimosina, Pomiferina y Hieronymaina. En el eje x se
indica la movilidad relativa de las bandas. Quimosina. Hieronymaina y Pomiferina indican en este caso:

los sueros obtenidos por coagulacién con las enzimas correspondientes. Patron de PM: marcadores de

Se puede concluir al ver la Figura 9, que los sueros obtenidos por coagulacién

de leche con Hieronymaina y con Pomiferina, presentan perfiles electroforéticos
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3. DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS SUFROS
OBTENIDOS  POR  COAGULACION  CON  POMIFERINA V
HIFRONYMAINA

La determinacidén de actividad antioxidante por reduccion del radical DPPH no
arrojo resultados concluyentes, mostrando valores similares en todos los casos y del
orden del obtenido para la leche. Este hecho puede atribuirse a que la técnica incluye
una precipitacidon previa de las muestras con etanol 96%, empleando luego los
sobrenadantes en el ensayo ya que éste se realiza en medio etandlico y de esta
manera se evita la formacién de precipitado en el momento de realizar la lectura a 517
nm. Consecuentemente, se estarian eliminando todos los péptidos insolubles en etanol

incluyendo aleatoriamente aquellos que presentasen alguna actividad biologica.

El ensayo de deteccion de actividad antioxidante visualizada como porcentaje de
inhibicion de la decoloracion del B-caroteno permitié observar que en todos los casos,
la inhibicion siempre es mayor para los sueros sin filtrar respecto de los filtrados (Figura
10). Los mayores valores registrados fueron exhibidos por los sueros obtenidos con
Pomiferina (suero sin filtrar: 50 + 0,26%; suero filtrado: 45 + 0,18%) y con
Hieronymaina (suero sin filtrar: 49 + 2,8%; suero filtrado: 48 £ 1,2%). Adicionalmente se
determiné que dichos valores de actividad antioxidante se hallan comprendidos entre
los correspondientes a soluciones patron de acido ascoérbico de 0,01 y 0,1 g/ml,
sustancia empleada industrialmente tanto por sus propiedades nutritivas como por su
actividad antioxidante. Por otra parte el porcentaje de inhibicién de la decoloracion del
B-caroteno correspondiente a la leche filtrada fue de un 20 + 0,5%, por lo tanto, la
actividad antioxidante detectada en los sueros provenientes de la coagulacion de la
leche con Pomiferina y Hieronymaina podria ser atribuida a pequefios péptidos
producto de la protedlisis de las proteinas lacteas que no se encuentran inicialmente en

la leche y que se liberan durante la etapa de coagulacion.
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Figura 10. Inhibicion de la decoloracion del B—caroteno. La grafica muestra la Absorbancia a 470 nm vs
el tiempo de incubacion para cada muestra. Se indica la concentraciéon de tres patrones de acido

Ascorbico.

4. DETERMINACION DE ACTIVIDAD INHIBITORIA DE LA ECA DE
LOS SUEROS OBTENIDOS POR COAGULACION CON POMIFERINA
HIFRONYMAINA.

En un screening inicial se detectd actividad inhibitoria de la ECA en el suero

obtenido coagulando leche con Pomiferina. Por lo tanto se profundizo el estudio de este
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lactosuero, sin realizar el mismo procedimiento con el obtenido empleando

Hieronymaina.

4.1. Determinacion del contenido peptidico del lactosuero obtenido
con Pomiferina
Se realizé la cuantificacion peptidica por el método de Lowry al suero filtrado y

sin filtrar, obtenido por coagulacion de leche con Pomiferina. La Figura 11 muestra la

curva de calibracion.
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Figura 11. Curva de calibracion. Absorbancia vs patrones de Seroalbumina bovina.

A partir de esta curva se determind que la concentracion de péptidos en el suero
lacteo que no fue filtrado es de 11,1 £ 0,7 mg/ml y para el suero que fue filtrado de 2,7

1 0,3 mg/ml.
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4.2. Actividad inhibitoria de la ECA

El fundamento de este método se basa en la capacidad de la ECA de hidrolizar
el sustrato y permitir que éste emita fluorescencia. Si la enzima es inhibida por la
muestra a ensayar, la fluorescencia es menor que la emitida por el blanco de enzima y
por lo tanto también lo sera la pendiente de la curva fluorescencia vs. tiempo. Para
realizar este ensayo se filtraron (5 kDa), liofilizaron y concentraron cinco veces los
sueros obtenidos por coagulacién de leche con Pomiferina y con Quimosina. A partir
del suero obtenido con Pomiferina se realizaron diluciones sucesivas para obtener
soluciones concentradas en factores de 5, 2,5, 1,25y 0,5 veces. Las pendientes de las
curvas de fluorescencia en funcion del tiempo de incubaciéon fueron determinadas por

triplicado para cada muestra. En la Tabla 18 se indican estos valores promediados con

la desviacion estandar correspondiente.

e Concentracion SR % de actividad de % de inhibicion
peptidica (mg/ml) la ECA de la ECA
Blanco Enzima 0,35 £ 0,05 100,0 0,0
Pomiferina 5X 13,5 0,26 £ 0,03 74,2 25,8
Pomiferina 2,5X 6,75 0,30 £ 0,04 86,6 13,4
Pomiferina 1,25X 3,38 0,33+ 0,03 94,4 5,6
Pomiferina 0,5X 1,35 0,37 £ 0,05 100,0 0,0
Quimosina 5X 0,31 £ 0,02 88,0 12,0

Tabla 18. Pendiente de la curva de fluorescencia en funcién del tiempo. Blanco Enzima: ECA mas
sustrato, sin muestra. Pomiferina y Quimosina: suero obtenido por coagulacion de leche con Pomiferina y

Quimosina mas sustrato, respectivamente.

Se determiné en este ensayo que el suero de 13,5 mg/ml obtenido con
Pomiferina, inhibe en un 25,8% la actividad de la ECA, y este valor es mas del doble
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del que se obtiene para el suero obtenido por coagulacion de leche con Quimosina,

enzima que se utiliza comunmente en la elaboracion de Quesos.

Se realizé el mismo ensayo para una solucion de Pomiferina filtrada con
membrana de 5 kDa y el porcentaje de inhibicion de la ECA resulté igual a 0,0%; de
esta manera se comprobd que la inhibicion estudiada en los sueros no proviene de
péptidos generados por autoprotedlisis de la Pomiferina. Teniendo en cuenta este
resultado podemos concluir que la utilizacién de Pomiferina como coagulante de la
leche permitiria obtener un suero con valor agregado por su actividad inhibitoria de la
ECA y ademas que esta actividad podria ser causada por péptidos menores a 5 kDa,
provenientes de la protedlisis de las proteinas lacteas que se liberan durante la etapa

de coagulacién.

Por ultimo se estimd la 1Csp (concentracion de péptido que inhibe un 50% a la
ECA), realizando la grafica del porcentaje de inhibicion en funcion de la concentracion
del suero (Y= 2,092X — 1,862; R? = 0,99). La ICs para el suero obtenido con Pomiferina
fue de 24,8 mg/ml mientras que para el captopril (un inhibidor competitivo comercial) es
de 0,034 ug/ml. Este valor tan alto para el suero en contraste con el del captopril,
concuerda con un bajo porcentaje de inhibicion de la ECA, lo cual puede deberse a que
los péptidos con actividad inhibitoria estarian en baja proporcién, inmersos en un medio
que contiene una gran variedad de otros péptidos generados por la protedlisis de las

proteinas lacteas, mientras que el captopril es un inhibidor comercial puro.

Por lo tanto, debido a la habilidad que poseen Hieronymaina y Pomiferina, no
sb6lo para coagular la leche sino también para producir un suero con actividad
antioxidante e inhibitoria de la ECA (sélo en el caso de Pomiferina), podrian ser
consideradas como herramientas capaces de liberar péptidos bioactivos y transformar
el lactosuero en un producto con mayor valor agregado, con la potencial posibilidad de
ser empleado en la manufactura de alimentos funcionales. Adicionalmente, a partir de
estas observaciones se plantea la hipétesis de que los péptidos bioactivos generados
puedan proceder tanto de las caseinas como de las proteinas del lactosuero,

expuestas a las fitopeptidasas durante la coagulacion de la leche. Por lo tanto, en la
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siguiente seccion se analizara la posibilidad de que esos péptidos provengan de
proteinas del lactosuero, obteniendo y analizando hidrolizados de esta fraccidon

proteica.
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SECCION B

De acuerdo a los datos obtenidos en la seccion A se concluye que las
fitopeptidasas estudiadas hidrolizan proteinas lacteas liberando péptidos, que pueden
provenir de la degradacion de caseinas o de las proteinas del lactosuero, y que poseen
diferentes actividades. Por lo tanto el trabajo realizado en esta seccion tiene el fin de
determinar si tales actividades provienen de las proteinas del suero, caracterizando y
estudiando detalladamente los hidrolizados obtenidos tanto con Pomiferina como con

Hieronymaina.

1. OBTENCION DE HIDROLIZADOS V SEGUIMIENTO POR
ELECTROFORESIS

Se ensayaron distintas condiciones de hidrdlisis. En un principio la temperatura

utilizada fue de 37 °C y como se obtuvo una hidrdlisis deficiente los ensayos

posteriores se realizaron a 45°C. Por otro lado, el lactosuero comercial (WPC 80,

Bioenergéticos Pablo Marzuolo, Argentina) empleado en una concentracion 5% pl/v,

resultdé ser muy concentrado y formaba agregados, por lo que se utilizd luego una

dilucién 1/10 de esta suspension.

Se realizo la electroforesis del suero lacteo comercial hidrolizado durante
distintos tiempos con Pomiferina y Hieronymaina, a 45 °C y diluciones 1/10 y 1/100,
para observar la degradacion de las proteinas a medida que transcurre el tiempo de
hidrdlisis. En la Figura 12 se observan los geles para el suero con diluciéon 1/10
hidrolizado con Pomiferina y Hieronymaina, en el caso del suero 1/100 la dilucion fue

muy grande no pudieron observarse las bandas con nitidez.
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Figura 12. Electroforesis del suero lacteo hidrolizado con Pomiferina y Hieronymaina. PM indica

marcadores de Peso Molecular. 0, 5, 10, 30, 60, 90 y 180 indican los minutos de hidrdlisis a los que se

sometio el suero de cada calle. BE indica blanco de enzima, compuesto por agua mas enzima y TCA.

Se puede ver en la Figura 12 que a medida que transcurre el tiempo de hidrdlisis
las bandas correspondientes a las proteinas del suero sin hidrolizar (calle 0 en la Figura
12) tienen cada vez menor intensidad. Los péptidos generados por la hidrdlisis de las
proteinas componentes del suero, escapan a la resolucién del método y no pueden
observarse en la figura de manera definida. Se eligieron los siguientes tiempos para
realizar los hidrolizados con los que se trabajara en los ensayos de la seccion B) y C): 0
(suero sin hidrolizar), 30, 90 y 180 min.

Por otra parte, en algunas electroforesis previas realizadas al suero comercial se
pudo apreciar gran cantidad de caseinas como contaminante; por lo tanto
posteriormente se empled suero obtenido coagulando leche con quimosina (SLQ),

que resulté poseer menos caseinas.

2. DETERMINACION DEL GRADO DE HIDROLISIS

Mediante el método del TNBS se determind el grado de hidrdlisis del SLQ
hidrolizado con Pomiferina y Hieronymaina durante 30, 90 y 180 min. En la Figura 13
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se representa el grado de hidrdlisis promedio de cada muestra, en donde las barras de

error indican la desviacion estandar entre ellas.

Grado de Hidrolisis %

10.0
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8.0 -
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F30 Fa0 F180 H30 30 H180

Figura 13. Método del TNBS. Grado de hidrdlisis para los hidrolizados de suero lacteo con Pomiferina
(P) y Hieronymaina (H), cuantificado mediante una curva de calibracién con soluciones patron de
leucina (0-2,25 mM). Las barras de error indican la desviacién estandar. L significa control de suero

lacteo sin hidrolizar. 30, 90 y 180 representan los tiempos de hidrdlisis.

El grado de hidrdlisis obtenido luego de 180 min fue 8,5 + 0,5% para el
hidrolizado de suero con Pomiferina y en el caso del hidrolizado con Hieronymaina este
valor fue de 4,4 £ 0,2%. Se pudo determinar que a medida que el tiempo de hidrolisis
aumenta, también lo hace el grado de hidrdlisis y que Pomiferina parece tener un

efecto hidrolitico mas importante que Hieronymaina sobre el suero lacteo.
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3. CONCENTRACION DE PEPTIDOS DE LOS HIDROLIZADOS
Se determiné la concentracion peptidica de los hidrolizados con Pomiferina y
Hieronymaina del SLQ. Estos hidrolizados fueron filtrados con membrana de 3 KDa y
se les realizé una dilucion 1/10 para que la lectura de absorbancia no sea mayor a 1.
En la Figura 14 se muestra la curva de calibracion hecha con los patrones de

concentracion de seroalbimina.

Curva de calibracion

@
0.9 -

0.8 - 4
0.7 -
0.6 -

Bei=

04 - y=0.00Zx + 0.066
i R#=0.991
0.3 -

B
0.1 -

Absorbancia

8] 100 200 300 400 500
Hg/ml

Figura 14. Absorbancia de las soluciones patrén de seroalbumina. En el gréfico se muestra la ecuacion

de la recta y su R%.

A partir de la curva de calibracién se determinaron las concentraciones de los
hidrolizados del suero que se indican en Tabla 19. Se realizé la medicion del suero

filtrado sin hidrolizar, para utilizarlo como control.
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Muestra C (mg/ml)

Suero (tiempo cero) 0,57 + 0,05
P30 2,7+0,1

P90 3,76 £ 0,04
P180 43+0,1

H30 1,84 + 0,02

H90 2,85+ 0,03

H180 4,34 + 0,06

Tabla 19. Concentracién peptidica de los hidrolizados filtrados. P y H indican Hidrolizados del suero con
Pomiferina y Hieronymaina respectivamente. 30, 90 y 180 indican los minutos de hidrdlisis de esa

muestra.

Se pudo determinar que la concentracion peptidica en los hidrolizados del suero
con Pomiferina y Hieronymaina que fueron filtrados, se eleva a medida que aumenta el
tiempo de hidrdlisis, y que es significativamente mayor que la concentraciéon del suero
que no se hidrolizé. Esta observacion estaria relacionada con el aumento del numero
de péptidos de masa molecular menor a 3 kDa a medida que avanza la reaccién de
hidrélisis.

4. ANALISIS POR HPLC DE LOS HIDROLIZADOS DEL SUERO
LACTEO

Se obtuvieron los perfiles cromatograficos de los hidrolizados con Pomiferina y
Hieronymaina del SLQ, filtrados con membranas de corte de 3 kDa, ademas de un
control de SLQ también filtrado pero no hidrolizado. Se midi6 la absorbancia a 215 y
280 nm, ya que a estas longitudes de onda absorben los enlaces peptidicos y los
aminoacidos aromaticos respectivamente. En la Figura 15 se muestran las graficas de

los datos obtenidos.
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Figura 15. Perfiles de HPLC de los hidrolizados con Pomiferina y Hieronymaina del suero lacteo a 215 y
280 nm. En las graficas de los hidrolizados obtenidos con Hieronymaina el color azul oscuro corresponde
a las muestras de suero sin hidrolizar, mientras que las curvas rojas, verdes y azules corresponden a los
hidrolizados de tiempo 30, 90 y 180 minutos respectivamente. Para los hidrolizados obtenidos con
Pomiferina, la curvas azul oscura, naranja, roja y verde corresponden al suero sin hidrolizar, y a los
hidrolizados de tiempo 30, 90 y 180 minutos, respectivamente. La linea de puntos indica el porcentaje de

acetonitrilo.

Los hidrolizados de SLQ, obtenidos con Pomiferina y con Hieronymaina,
presentaron perfiles distintos para cada tiempo de hidrdlisis, evidenciando que la

degradacion de las proteinas del lactosuero formé péptidos de distintos tamarios. En
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general se observa que los péptidos fueron poco retenidos por la columna por lo cual
se puede suponer que no son de naturaleza hidrofdbica y por lo tanto no interaccionan
con el relleno, que posee cadenas hidrofobicas de 18 atomos de carbono. Por otra
parte, el hecho de observar sobre todo en las muestras de sueros obtenidos con
Hieronymaina la presencia de una fraccidn no retenida de gran tamano, puede estar
relacionada con que las muestras fueron aplicadas a la columna sin un tratamiento
previo, que hubiese aumentado su afinidad por el relleno de la columna. Para el caso
de los hidrolizados con Pomiferina, las curvas de absorbancia vs tiempo de eluciéon
mostraron un numero mayor de picos que para el caso de Hieronymaina, tanto a 215
nm como a 280 nm. No se observa un patron de picos persistentes con el tiempo que

puedan sugerir que las peptidasas ya no puedan degradar los productos formados.

5. ANALISIS POR MALDI-TOF
Habiendo evidenciado la presencia de péptidos de diferente tamano en las
muestras, se analizaron por espectrometria de masa los hidrolizados de lactosuero
comercial obtenidos con Pomiferina y Hieronymaina luego de 90 min por ser el tiempo
de hidrolisis intermedio entre los que utilizamos para trabajar y porque nos permitiria

tener un panorama de la composicion peptidica de los hidrolizados.
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Figura 16. Grafico de la intensidad de la sefial (eje y) en funcion de la relacion masa/carga, para los
hidrolizados de lactosuero de 90 minutos obtenidos con Hieronymaina y Pomiferina. En la punta de cada

pico se indica su masa en Da.

Las masas moleculares principales (las que se indican en los picos de la Figura

16) se analizaron utilizando la herramienta informatica FindPept (www.expasy.org),

para compararlas con las masas de péptidos encriptados en las principales proteinas
de lactosuero, y asi obtener un listado de posibles secuencias. Estas dependen de la
procedencia del péptido, por lo tanto para utilizar este programa, se cargaron
simultdneamente las masas de los péptidos obtenidas por MALDI TOF y la secuencia
de las posibles proteinas de las cuales estos procederian. En este caso se analizaron
las masas de cada pico principal de la Figura 16, con respecto a tres proteinas
principales del lactosuero: Lactoferrina, a-lactalbumina y B-lactoglobulina. El resultado
es entregado como una tabla con las posibles secuencias peptidicas con una tolerancia
en la diferencia de masas de 0,5 Da. Los resultados obtenidos se encuentran en el
Anexo |; en la Tabla 20 se muestra una seleccién reducida de los péptidos del Anexo |

donde se restringio la tolerancia en la diferencia de masas a 0,05 Da.
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Proteina en la que se

Muestra Péptido Posicion
encontré la secuencia
EKKADAVTLDGGMVFEACR 43-61 Lactoferrina
LQDGAGDVAFVKETTVFEN 191-209 Lactoferrina
QDGAGDVAFVKETTVFENL 192-210 Lactoferrina
Pomiferina
HAVVARSVDGKEDLIWKLLSK 245-265 Lactoferrina
LVGILFH 9-15 a-lactalbimina
AIVQNNDSTEYGLFQINN 59-76 a-lactalbumina
GYLAVAVVKKANEGLTWNS 424-442 Lactoferrina
AFALECIRAIAEKKADAVT 32-50 Lactoferrina
Hieronymaina
NDSTE 64-68 a-lactalbumina
DECAQ 80-84 B-lactoglbulina

Tabla 20. Péptidos resultantes del analisis de las masas del Maldi Tof con el programa FindPept, que

poseen una diferencia de masas menor a 0.05 Da.

Se buscaron las secuencias de la Tabla 20 en la bibliografia y en la bases de

datos NCBI y BIOPEP, sin encontrar mencion en trabajos previos, a excepcion de la

secuencia NDSTE (Kumura et. al., 2011). Este péptido fue encontrado en un

hidrolizado de proteinas del suero lacteo, analizado por HPLC y se indica como

proveniente de la a-lactalbumina, sin embargo en ese trabajo no se investigd su

actividad bioldgica.
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SECCION C

Habiendo determinado en la seccion B las caracteristicas y composicién de los
hidrolizados del lactosuero, se estudiaron sus propiedades antioxidantes y capacidad
inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina, al igual que en la seccion A con
el suero lacteo obtenido por coagulacion de leche con Pomiferina y Hieronymaina.
Asimismo se analizé la capacidad de los hidrolizados para inhibir el crecimiento

microbiano.

El ensayo de actividad antioxidante se realiz6 con las muestras de SLQ
hidrolizado con Pomiferina y Hieronymaina durante 30, 90 y 180 min. La determinacion
se llevo a cabo midiendo la capacidad de las muestras de inhibir la decoloracién del B-
caroteno. No se obtuvieron resultados concluyentes, ya que todas las muestras
arrojaron valores de absorbancia del mismo orden que el control de tiempo 0 min,
mientras que los controles positivos realizados con el antioxidante acido ascorbico

mostraron valores de capacidad antioxidante dependientes de su concentracion.

1. ACTIVIDAD INHIBITORIA DE LA ECA

Este ensayo se realiz6 con los hidrolizados del SLQ obtenidos con Pomiferina y
Hieronymaina, concentrados cinco veces. Los ensayos para las muestras de 30, 90 y
180 min, obtenidas con las dos enzimas, se realizaron por separado y por eso en la
Tabla 21 figuran dos blancos de enzima, que como se indico en Materiales y Métodos
estaban compuestos por la ECA, el sustrato fluorogénico y agua destilada. A partir de
estos se calcularon los porcentajes de actividad y de inhibicion de la ECA. Se utilizd
como control el SLQ, filtrado con membrana de 3 KDa y concentrado cinco veces, al
igual que los hidrolizados.

Para comprobar que la inhibicion de la ECA proviene de péptidos derivados de
proteinas del lactosuero y no de péptidos producto de la autoprotedlisis de

Hieronymaina y Pomiferina, se realiz6 el ensayo para soluciones de estas enzimas. En
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este caso se las empled en la misma concentracion utilizada en los hidrolizados y

filtradas con la misma membrana, y no se detectd actividad inhibitoria de la ECA.

% de actividad de la % de inhibicion de

Muestra Pendiente ECA la ECA
SLQ 0,305 + 0,009 63,2 36,8
BE P 0,49 £ 0,04 100,0 0,0
Pomiferina 30 0,05 £ 0,01 10,3 89,7
Pomiferina 90 0,062 £ 0,005 12,6 87,4
Pomiferina 180 0,038 £ 0,003 7,7 92,3
BEH 0,40 £ 0,02 100,0 0,0
Hieronymaina 30 0,114 + 0,008 28,7 71,30
Hieronymaina 90 0,06 £ 0,01 15,4 84,62
Hieronymaina 180 0,055 + 0,009 13,8 86,20

Tabla 21. Porcentaje de inhibicion de la ECA para cada uno de los hidrolizados del SLQ con Pomiferina
y Hieronymaina. El porcentaje de actividad de la ECA se calculé tomando al blanco de enzima como
100% de actividad. BEH y BEP son los blancos realizados en los ensayos de los hidrolizados con
Hieronymaina y Pomiferina respectivamente. SLQ es el suero lacteo obtenido por coagulacién de leche
con Quimosina, que fue filtrado y concentrado cinco veces igual que los hidrolizados. Todas las muestras

se encuentran concentradas en un factor de 5.

Como se indica en la Tabla 21, los hidrolizados de SLQ con Pomiferina y
Hieronymaina, a tiempo 30, 90 y 180 min, generan una inhibicion mayor que el SLQ
sobre la actividad de la ECA. Los hidrolizados obtenidos con Pomiferina generan una
inhibicidn ligeramente mayor que los de Hieronymaina. En ambos casos, las muestras
de 180 min demostraron ser las que mayor actividad inhibitoria producen y por lo tanto
se eligieron estos hidrolizados para determinar las ICsy. Para ello se hicieron diluciones
de las muestras y se realizé para cada una el ensayo fluorométrico. Se calcularon sus
pendientes, a partir de las cuales se obtuvieron los respectivos porcentajes de
inhibicidon y se graficaron éstos en funcién de la concentracion de las diluciones de los
hidrolizados. En ambos casos se observo un aumento del porcentaje de inhibicidén de la

ECA a medida que aumenta la concentracién del hidrolizado, por lo que se estimo el
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valor de ICs5p por el método grafico y mediante aproximaciones lineales empleando el
software SigmaPlot V10.0. Para Pomiferina se grafico el logaritmo decimal del
porcentaje de inhibicién vs la concentracién y se calculo la recta de regresién. En el
caso de Hieronymaina, se graficé el porcentaje de inhibicidon vs la concentracion y la
regresion también fue una recta. Las ecuaciones, los valores de R cuadrado y el valor
de ICsp para los hidrolizados del SLQ con Pomiferina y Hieronymaina a 180 min se

resumen en la Tabla 22.

Hidrolizado ICs (mg/ml) Ecuacion R?
P180 2,99 Y= 0.245X+ 0.967 0,999
H180 1,69 Y=128.89X + 0.97 0,97

Tabla 22. Valores de ICs, para los hidrolizados del SLQ con Pomiferina (P180) y Hieronymaina (H180)

de 180 minutos.

El valor obtenido con Pomiferina (2,99 mg/ml) resulté ser un orden de magnitud
menor que el obtenido para el lactosuero exudado cuando se coagulé la leche con esta
enzima (24,8 mg/ml). Estos datos sugieren que se mejora la produccion de péptidos
con actividad inhibitoria de la ECA al aumentar el tiempo de contacto de esta
preparacion enzimatica con las proteinas del lactosuero, logrando probablemente
liberar mas cantidad de péptidos inhibitorios. En el caso del uso de Hieronymaina, solo
se observé actividad inhibitoria en los hidrolizados del SLQ y no en el suero obtenido
por coagulaciéon de leche con dicha enzima. Como el porcentaje de actividad que se
obtiene hidrolizando con Hieronymaina (86% a los 180 min) es mayor que el que se
obtiene para el SLQ sin hidrolizar (36%) se puede concluir que la hidrolisis del SLQ con
Hieronymaina libera péptidos con actividad inhibitoria de la ECA, que de otra manera

se encontrarian encriptados en las proteinas, impedidos de ejercer esta funcion.
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2. ANALISIS BIOINFORMATICO DE LAS PROTEINAS DE
LACTOSUERO

e Analisis de la estructura secundaria de las proteinas componentes del

suero.

Se utilizé el programa HNN (Combet, et. al., 2000) para estudiar la estructura
secundaria de la a-lactalbumina, la B-lactoglobulina y la Lactoferrina. Ademas estas se
visualizaron utilizando el programa jalview (Waterhouse et. al., 2009). Los resultados se
muestran en las Figuras 17 a 22.

Hierarchical Neural Network result for: a-lactalbumina bovina.
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Figura 17. Resultados de HNN para la a-lactalbiumina, Debajo de cada aminoacido en la secuencia se
indica con una letra en color la estructura que adopta, en la lista inferior se indica la referencia y el

porcentaje de cada una.

64



Resultados y Discusion

Figura 18. Estructura cristalizada de la a-lactalbumina, obtenida en la base de datos PDB (Protein Data
Bank), (PDB ID: 1HFZ) y se visualizaron, utilizando el programa jalview (Waterhouse et. al., 2009), los

aminoacidos apolares en azul y los cargados positivamente en rojo.

Se pudo observar que la o-lactalbumina posee un gran porcentaje de su
secuencia bajo la estructura de alfa hélice (Figura 17) y que dentro de estas estructuras
predominan los aminoacidos apolares y de carga neta positiva (Figura 18). Esto se
condice con la estructura de péptidos antimicrobianos ya estudiados (Gonzélez et. al.,
2005; Chen et. al., 2007).

A continuacion se muestran los resultados del mismo analisis para la (-
lactoglobulina.
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Figura 19. Resultados de HNN para la p-lactoglobulina. Debajo de cada aminoacido en la secuencia se

indica con una letra en color la estructura que adopta, en la lista inferior se indica la referencia y el

porcentaje de cada una.

Figura 20. Imagen de la estructura cristalizada de B-lactoglobulina, extraida de la base de datos PDB
(Protein Data Bank), (PDB ID: 2Q2M), Se visualizé utilizando el programa jalview (Waterhouse et. al.,

2009), los residuos apolares se ven en azul y los cargados positivamente en rojo.
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En el caso de la B-lactoglobulina se encontré un porcentaje menor de estructura
alfa hélice que en el caso de la a-lactalbumina, no obstante hay varias regiones con
este tipo de plegamiento secundario que también contienen aminoacidos cargados

positivamente y apolares como se puede ver en la figura 20.

A continuacion se muestra el analisis para la Lactoferrina:
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Figura 21. Resultados de HNN para la Lactoferrina. Debajo de cada aminoacido en la secuencia se

@

indica con una letra en color la estructura que adopta, en la lista inferior se indica la referencia y el

porcentaje de cada una.
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Figura 22. Imagen de la estructura cristalizada de la Lactoferrina disponible en la base de datos PDB
(Protein Data Bank), (PDB ID: 3KJ7). Se visualiz6 utilizando el programa jalview (Waterhouse et. al.,
2009). La imagen muestra la disposicion 3D de los residuos apolares en azul y los cargados

positivamente en rojo.

Si bien el porcentaje de aminoacidos que se encuentran bajo la estructura de a-
hélice no es mayoritario, este alcanza el 30% (Figura 21) y se pudo ver que esta
conformacion se presenta en varios segmentos de la secuencia. En la Figura 22 se
observa que muchos de los aminoacidos polares y/o con carga positiva adoptan esta

estructura.

e Analisis de péptidos antimicrobianos conocidos.

Se buscaron secuencias de péptidos antimicrobianos de diversos origenes ya

estudiados, en la base de datos NCBI. A continuacion se detallan en formato FASTA.

>gi|913452|gb|AAB34064.1| antimicrobial peptide {immobilized peptide E17HSA magainin 2 deletion}
[synthetic, Peptide Synthetic, 17 aa]
SNMIEGVFAKGFKKASH

>gi|913451|gb]AAB34063.1| antimicrobial peptide {immobilized peptide E23GIG magainin2} [synthetic,
Peptide Synthetic, 23 aa]
SNMIEGVFAKGFKKASHLFKGIG
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>gi|913450|gb]AAB34062.1| antimicrobial peptide {immobilized peptide E16LKL} [synthetic, Peptide
Synthetic, 16 aa]
KGLKKLLKLLKKLLKL

>gi|913449|gb|AAB34061.1| antimicrobial peptide {immobilized peptide E18KGG} [synthetic, Peptide
Synthetic, 18 aa]
LKLLKKLLKLLKKLGGGK

>@gi|913448|gb|AAB34060.1| antimicrobial peptide {immobilized peptide E17KGG} [synthetic, Peptide
Synthetic, 17 aa]
LKLLKKLLKLLKKLGGK

>gi|913447|gb|AAB34059.1| antimicrobial peptide {immobilized peptige E16KGL} [synthetic, Peptide
Synthetic, 16 aa]
LKLLKKLLKLLKKLGK

>@gi|253722789|pdb|1D6X| A Chain A, The Structure Of The Antimicrobial Peptide Tritrpticin Bound To
Micelles-A Distinct Membrane-Bound Peptide Fold
VRRFPWWWPFLRR

>@i|59798982|sp|P84385.1|XT5_XENTR RecName: Full=Antimicrobial peptide 5; AltName: Full=XT-5;
AltName: Full=PGLa-like peptide
GMATKAGTALGKVAKAVIGAAL

>Rabbit kidney defensin
MPCSCKKYCDPWEVIDGSCGLFNSKYICCREK

>Humandefensin2
GIGDPVTCLKSGAICHPVFCPRRYKQIGTCGLPGTKCCKKP

>Magainin2
GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS

>Indolicidin
ILPWKWPWWPWRR

>Polyphemusin1
RRWCFRVCYRGFCYRKCR

>Thanatin
GSKKPVPIIYCNRRTGKCQRM

>Buforinll
TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK

>CecropinA1
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GWLKKIGKKIERVGQHTRDATIQGLGVAQQAANVAATAR
>Melittin
GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ

>Humanlactoferricin
GRRRRSVQWCAVSQPEATKCFQWQRNMRRVRGPPVSCIKRDSPIQCIQA
>Bovinelactoferricin

FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAFA

>LL-37
LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES

Se realizdé un alineamiento de las secuencias de péptidos antimicrobianos de
diversos origenes con el programa Clustalw (Larkin, et. al., 2007) el cual se analiz6é con
el programa jalview (Waterhouse et. al., 2009) para obtener la siguiente secuencia

consenso: (M(e]RI (NN CEIN (Nl (e IEGLGY.. Se reemplazaron los signos "+"

por el aminoacido que aparecid en mayor proporcion en esa posicion y se obtuvo la

secuencia: LKGLKKLLKLGLKKLGKLKRGIIIRRKKAR Se determinaron sus

propiedades fisicoquimicas con el servidor ProtParam (Gasteiger, et. al., 2005), estas

se resumen en la tabla 23.

Propiedad Valor

Numero de aminoacidos 29
Peso Molecular (Da) 3312,3
Punto isoeléctrico tedrico 12,33
Residuos con carga negativa (Asp + Glu) 0
Residuos con carga positiva (Arg + Lys) 13
Promedio de Hidropaticidad -0,290
indice alifatico 151,38

Tabla 23. Propiedades fisicoquimicas de la secuencia consenso.

70



Resultados y Discusion

Se realizo la prediccion de su estructura secundaria con los servidores HNN vy

GOR\4, los resultados se muestran a continuacion:

» Hierarchical Neural Nexork (HNN) GOR4
10 20 10 z0

I | I |
LG _KKLLKLGLKKLGKLKRGIHIR RKKA LKGLKKLLKLGLKKLGK _KRGIHR RKIKA,
hhhhhhhhhhhbhh EEEEEEE hhhhhhhhhhh hhhhhhcee

HEI GOR4 :

Alrha helix (Hh): 14 s 48.25% Alpha helix (Hh): 171 58.62%
310 helix (Ga): Cis 0.00% 310 helix (GgY Dis 0.00%
Pi nelix (i), s 0.00% Pi helix (1), 0is D.00%
Bea bridge (Bb): Ois 0.00% Beta bridge (Bb): Ois 0.00%
Esxcended strand (Ec): 7ic24.14% Extended strand (Ee). 20z 65.90%
Beta turn (T1): Ois 000% Beta turn (T1): Dis 000%
Bend region {50) O1s 000% Bend region {500 Dis 0.00%
Rardom cail (o) 51527 .89% Randam coil (o) 1015 34.48%
Ambiguous states (7); Ois 0.00% Ambiguous states (7): 0is 0.00%
Other states: Ois 000% Other states: Ois 0.00%

Figura 23. Estructura secundaria de la secuencia consenso.

Se observd un predominio de estructuras a-Hélice, y de aminoacidos cargados
positivamente. La estructura hipotética de la secuencia consenso se visualizd con el

programa jalview (Waterhouse et. al., 2009), esta se puede observar en la figura 24.

Figura 24. Imagen de la secuencia consenso, en azul se muestran los residuos apolares y en rojo los

cargados positivamente.
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Se pudo observar que la secuencia consenso posee una mayoria de
aminoacidos apolares y con carga positiva, dispuestos en forma de hélice y segun lo
visto en el primer item, es muy probable que en las proteinas del suero contengan
sitios con propiedades fisicoquimicas y estructurales comparables. A continuacién se
utilizé el programa Dotlet, con matrices pam 250 para comprobar si efectivamente estas

regiones de similaridad existen.

e Alineamiento de la secuencia consenso y las proteinas del suero

Dotlet es un programa que se utiliza para buscar regiones de identidad o similitud
entre dos secuencias. Una vez que se estas se cargan, el algoritmo las compara
aminoacido por aminoacido y entrega el resultado en un grafico de puntos en el que
cada eje representa una de las secuencias. En el interior del grafico, cada punto
representa la similitud entre los aminoacidos correspondientes, un pixel negro significa

una similitud baja y uno blanco indica que esta es alta.

Alineamiento a-lactalbumina vs secuencia consenso

Para realizar el alineamiento se colocd en el eje horizontal de la interfase del
programa a la secuencia de la a-lactalbumina y en el eje vertical a la secuencia
consenso. Como resultado se constaté que ciertas regiones de esta proteina del
lactosuero son similares a la secuencia consenso aunque no en toda su extension. En
la Figura 25 estas zonas quedan representadas por las diagonales blancas sobre el
fondo negro de la grafica. A simple vista la extension de las secuencias marcadas por
estas diagonales parecen tener desde un tercio hasta la mitad del tamano de la
secuencia consenso, entre 10 y 14 aminoacidos aproximadamente, siendo estos
tamafos comparables al de otros péptidos con actividad antimicrobiana encontrados en

la bibliografia.
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Figura 25. Resultado del alineamiento de la a-lactalbdmina con la secuencia consenso utilizando el
programa Dotlet con matrices pam 250. En la parte superior se muestra el resultado completo y en la

parte inferior se amplia la imagen de interés.

Alineamiento B-lactoglobulina vs secuencia consenso

En este caso el resultado es el mismo que el obtenido para la a-lactalbumina, es
decir, se constaté que algunas regiones de la B-lactoglobulina son similares a la
secuencia consenso aunque no en toda su extension. En la Figura 26 estas regiones

quedan representadas por las diagonales blancas sobre el fondo negro de la grafica.
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Figura 26. Resultado del alineamiento de la p-lactoglobulina con la secuencia consenso utilizando el
programa Dotlet con matrices pam 250.

Alineamiento Lactoferrina vs secuencia consenso

Para la Lactoferrina el resultado fue un tanto distinto que para las otras proteinas,
dado que se encontré que posee regiones similares a la secuencia consenso pero
estas son mas extensas y estan presentes en mayor proporcion, como puede verse en

la figura 27.
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lactoferrina
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Figura 27. Resultado del alineamiento de la Lactoferrina con la secuencia consenso utilizando el
programa Dotlet con matrices pam 250.

Se concluyd que las tres proteinas del suero analizadas contienen regiones de
diferente tamafio que son similares en su composicion aminoacidica a la secuencia
consenso. En el caso de la lactoferrina, estas regiones son similares en casi toda su
extension a la secuencia consenso y aparecen en mayor proporcion que para la o-
lactalbumina y para B-lactoglobulina. Es muy probable que mediante hidrdlisis de las
proteinas del lactosuero analizadas, se produzcan péptidos con caracteristicas
fisicoquimicas y estructurales similares a las que posee la secuencia consenso y por lo

tanto es factible pensar que estos péptidos tengan actividad antimicrobiana.
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3. ENSAYOS DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA.

Mediante el método de difusidén en placa se analizé la actividad antimicrobiana de
hidrolizados obtenidos por accion de las enzimas Pomiferina y Hieronymaina sobre

suero comercial y suero obtenido coagulando leche con Quimosina (SLQ).

En el caso del suero comercial se ensayaron las muestras hidrolizadas durante
0, 30, 90 y 180 min, que fueron llevadas a tres pH diferentes (3, 5y 7). Se emplearon
Escherichia coli y Bacillus cereus como microorganismos indicadores.

Figura 28. Placas recién sembradas.

No pudo establecerse una correlacion entre los tiempos de hidrélisis y la
actividad inhibitoria de las muestras ensayadas. Cuando la bacteria indicadora fue B.
cereus su desarrollo no se vio afectado, pero en las placas sembradas con E. coli se
obtuvieron halos de inhibicion. Se destaca ademas que las muestras llevadas a pH 7
fueron las que mejores resultados dieron para los hidrolizados con ambas enzimas
(Tabla 24).
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Enzima con la que se obtuvo el Muestras con indicios de
hidrolizado S L inhibicion
Pomiferina 3 BE y O'
Pomiferina 5 180'
Pomiferina 7 BE, 30'y 180

Hieronimaina 3 ND
Hieronimaina 5 ND
Hieronimaina 7 0", 30"y 180

Tabla 24. Ensayo de inhibicion del crecimiento de E. coli por el método de difusién en agar de los sueros
hidrolizados durante distintos tiempos mediante la accién de las enzimas Pomiferina y Hieronymaina,
llevados a distintos pH. BE significa blanco enzima. 0', 30", y 180’ significan 0, 30 y 180 minutos,

respectivamente. ND significa no detectado

La presencia de halos de inhibicion entorno a los pocillos correspondientes al
blanco enzima y al tiempo cero, podria indicar que el tratamiento térmico de las
muestras aportd cierta hidrolisis de las proteinas del suero, o también la posibilidad de
que el suero comercial tenga en su composicion elementos antibacterianos que a pesar

del tratamiento se mantuvieron en las muestras.

Figura 29. Placa Pomiferina pH = 7.
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Seguidamente se realiz6 el mismo ensayo con las muestras concentradas diez
veces por liofilizacién y resuspension en agua destilada, no observandose actividad
inhibitoria bajo ninguna condiciéon. Dicho comportamiento podria atribuirse a
alteraciones de las muestras debidas a las sucesivas congelaciones,

descongelaciones, liofilizacion y posterior resuspension.

Los hidrolizados de SLQ fueron liofilizados y resuspendidos en una decima parte
de su volumen en caldo nutritivo estéril y luego se almacenaron a - 20 °C hasta el
momento de su utilizacion. Cuando fueron descongelados se observé la formacion de
un precipitado blanco, por lo cual las muestras se calentaron en bafio de agua a 80 °C
hasta desaparicion de la turbidez (5 min aproximadamente). Se ensayaron los
hidrolizados de tiempo 30, 90 y 180 min de las dos enzimas y uno con Pomiferina, de
tiempo O min, empleando E. coli, B.cereus, Ps. aeruginosa y St. aureus como

indicadores. Los resultados se muestran en la Figura 30.
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Bacillus Escherichia
cereus

e
ST e

Pseudomonas Staphylococcus
aeruginosa aureus

Figura 30. Ensayo de difusién en agar sobre distintas bacterias indicadoras.

Se midieron los diametros de halos en las placas de E. coli, S. aureus y P.

aeruginosa. En los casos en que estos fueron muy irregulares se midieron en dos o tres
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direcciones y se calculé un diametro promedio y su desviacion estandar. Se realizaron

los graficos de barra correspondientes (Figura 31).

E. coli ]
140 120 P. aeruginosa
12.0 12.0
10.0 10.0
—_— T E
£ 80 E 80
o 60 £ 60
® 40 - £
E™ 8 4.0
= ] [=)
a 20 20 -
0.0 0.0 -
H30 H90 H180 P30 P90 P1 ’
0 30 HO0 H180 P30 PSO P180 0 H30 H90 H180 P30 P90 P180
Hidrolizado Hidrolizado
S. aeurus
14.0
12.0 L
10.0
T 80 - i
£
o 60 -
g 40 -
]
a 20 -
0.0 -
0 H30 H90 H180 P30 P90 P180
Hidrolizados

Figura 31. Diametro de los halos de inhibicién de E. coli., S. aeurus y P. aeruginosa en el ensayo de

difusioén en palca. Se indican las desviaciones estandar.

En el caso de E. coli se observaron halos regulares con un borde de mayor
crecimiento y en su interior una disposicion de colonias menor. Los hidrolizados H90,
P30 y P180 presentaron un diametro de halo superior al de tiempo 0, como se puede
observar en la Figura 31. En la placa de S. aureus, los halos fueron demasiado
irregulares y solo se determinaron los diametros de los hidrolizados de tiempo 0, HOO0,
H180 y P180. Este ultimo fue el unico superior al tiempo 0. En cuanto a la placa de P.
aeruginosa, los halos de inhibicién fueron notorios y con crecimiento nulo o0 minimo en
el centro. En el caso del hidrolizado de tiempo cero, se observé desarrollo de colonias
en su interior. Las muestras H90, H180, P30 y P180 mostraron un diametro de
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inhibicion superior al de tiempo 0. Las muestras ensayadas contra B. cereus no

mostraron halos de inhibicion.

4. Ensayos de dilucion

Teniendo en cuenta los resultados de los ensayos de difusion se realiz6 un
ensayo de dilucién con la cepa de E. coli como indicadora y los hidrolizados del SLQ
llevados a pH = 7 y concentrados diez veces. Luego de medir la absorbancia antes y
después de incubar, se realizé el siguiente calculo: Abs 24 h — Abs 0 h = Abs 1. Donde
Abs 24 h es la absorbancia medida luego de las 24 h de incubacion y Abs 0 es la
absorbancia de la placa antes de ser incubada. Luego el valor Abs1 se promedioé con
su duplicado para obtener la absorbancia promedio de cada hidrolizado para cada
dilucién.

Se realizé el ensayo trabajando en esterilidad y con los hidrolizados filtrados. Las
muestras se calentaron 2 o 3 min a 80 °C para disolver el precipitado blanco que se
observd al descongelarlas, el cual dificultaba el proceso de filtracion. Los datos de
absorbancia se trataron como se mencioné anteriormente y los resultados se muestran
en la Tabla 25 y en la Figura 32. Se utiliz6 como hidrolizado de tiempo 0 min sélo al

suero tratado con Pomiferina.
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Absorbancia promedio E. coli.

o ND 0,425 0,567 0,629 0,624 0,495
P30 0,087 0,413 0,486 0,556 0,560
P90 0 0,187 0,255 0,280 0,280
P180 0,360 0,439 0,523 0,530 0,539
H30 0,103 0,140 0,248 0 0,238
H90 0,212 0,356 0,432 0,408 0,382
H180 0,124 0,436 0,584 0,539 0,568

Tabla 25. Valores de absorbancia promedio de los duplicados. D: dilucion. Ctrl (-): Control negativo,
hidrolizado en medio de cultivo estéril. Ctrl cepa: Control de crecimiento de E. coli en medio estéril. P30,
P90 y P180: Hidrolizados con Pomiferina a tiempos 30, 90 y 180 minutos. H30, H90 y H180: Hidrolizados

con Hieronymaina a tiempos 30, 90 y 180 minutos. 0: Hidrolizados con Pomiferina a tiempo 0 minutos.

En la tabla se indican en rojo los valores de absorbancia que resultaron ser
menores al 50% del valor del control de crecimiento microbiano. Se descarto el valor de
tiempo cero sin diluir debido a la formacién de un precipitado que impidi6 medir su
absorbancia. Los controles negativos, de crecimiento y de medio arrojaron valores

normales.

Se extrajeron varias conclusiones de este ensayo, por un lado todos los
hidrolizados sin dilucion (D1/1), excepto P180, inhibieron el crecimiento por debajo del
50% del control. Con el hidrolizado de Hieronymaina de 30 minutos se registraron
valores de absorbancia menores al 50% del control de crecimiento a todas las
diluciones ensayadas. Las muestras H30, P30 y P90 sin dilucion, generaron
porcentajes de inhibicion del crecimiento de 79.2%, 82.4% y 100%, respectivamente.
Ya que el crecimiento de E. coli no se vio afectado por el hidrolizado de Pomiferina de

tiempo cero, se podria suponer que la actividad inhibitoria, que mostraron tener los
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hidrolizados, se deberia a la accion de péptidos liberados durante la hidrdlisis de las

proteinas del SLQ.

En los graficos de barra de la Figura 32, se puede observar que al diluir los
hidrolizados de SLQ de ambas enzimas, disminuye el efecto inhibitorio y que no existe
una correlacion directa entre el tiempo de hidrolisis y el grado de inhibicién alcanzado.
Esto ultimo podria deberse a la diferente composicidn peptidica de los hidrolizados

obtenidos a distintos tiempos, que se observd en el analisis por HPLC.

Hidrolizados Pomiferina
o7 =011

m012

N =D
Ol

LIERFA

Absorbancia (nm)

w Ctrl
cepa

P30 P30 FP180 iJ

Hidrolizados Hieronimaina

mh1/

u[1.2

uh1M

u01/38

Absorbancia (nm)

ED1AB

B Ctrl
cepa

H30 H90 H1&80 6]

Figura 32. Absorbancia en funcién de la dilucién de los hidrolizados. La linea roja marca un valor de
absorbancia de 0.247 nm, que corresponde al 50% del valor registrado por el control de crecimiento. D:
dilucién. Ctrl (-): Control negativo, muestra mas medio estéril. Ctrl cepa: Control de crecimiento, cepa
mas medio estéril. P30, P90 y P180: Hidrolizados con Pomiferina a tiempos 30, 90 y 180 minutos. H30,
H90 y H180: Hidrolizados con Hieronimaina a tiempos 30, 90 y 180 minutos. 0: Hidrolizados cortados a
tiempo 0 minutos. La barra correspondiente D1/1 de O no figura debido a que este valor de absorbancia
no pudo registrarse.
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Se realiz6 un nuevo ensayo pero en este caso, se utilizo una cepa Gram
negativa (E. coli) y una Gram positiva (B. cereus). En cuanto a la placa de E. coli, se
pudo determinar que los hidrolizados de suero con Hieronymaina y Pomiferina sin
dilucion (D1/1), generaron una inhibicibn muy marcada del crecimiento, que en el caso
de Hieronymaina fue del 100%. En la Tabla 26 se indican en rojo los valores de
absorbancia menores al 50% del valor del control de crecimiento.

Absorbancia Promedio E. coli

D1/1 D1/2 D1/16
P30 0,097 0,465 0,592 0,611 0,605 0,630 0,003 0,000
P90 0,000 0,426 0,588 0,615 0,579 0,000
P180 0,061 0,390 0,538 0,596 0,617 0,000
PO 0,006 0,350 0,594 0,622 0,564 0,000
H30 0,000 0,419 0,524 0,568 0,547 0,000
H90 0,000 0,399 0,442 0,455 0,524 0,000
H180 0,000 0,431 0,480 0,605 0,513 0,000
HO 0,008 0,261 0,669 0,623 0,564 0,000

Tabla 26. Se muestran los valores de absorbancia promedio de los duplicados. D: dilucién. Ctrl (-):
Control negativo, muestra mas medio estéril. Ctrl cepa: Control de crecimiento, cepa mas medio estéril.
P30, P90 y P180: Hidrolizados con Pomiferina a tiempos 30, 90 y 180 minutos. PO: Hidrolizados con
Pomiferina a tiempo 0 minutos. H30, H90 y H180: Hidrolizado con Hieronymaina a tiempos 30, 90 y 180

minutos. HO: Hidrolizado con Hieronymaina a tiempo 0 minutos.

Se observd que para E. coli, los hidrolizados sin dilucién, tuvieron valores de
crecimiento microbiano inferiores al 15.4% del valor del control de crecimiento, llegando
en algunos casos (H30, H90, H180 y P90) a la inhibicion total. Como puede verse en la
Figura 33, la inhibicibn disminuyé gradualmente hasta que a dilucion 1/4, la
absorbancia alcanzé valores del orden del control de crecimiento. El hidrolizado de
tiempo cero también generd inhibicion a bajas diluciones y no hubo marcadas
diferencias entre los distintos tiempos de hidrdlisis.
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Figura 33. Absorbancia en funcién de la dilucion de los hidrolizados con Pomiferina y Hieronymaina, en
la placa de E. coli. La linea roja marca un valor de absorbancia de 0.315 nm, que corresponde al 50% del
valor registrado por el control de crecimiento. D: dilucién. Ctrl (-): Control negativo, muestra mas medio
estéril. Ctrl cepa: Control de crecimiento, cepa mas medio estéril. P30, P90 y P180: Hidrolizados con
Pomiferina a tiempos 30, 90 y 180 minutos. H30, H90 y H180: Hidrolizados con Hieronymaina a tiempos
30, 90 y 180. 0: Hidrolizados cortados a tiempo 0 minutos.

Cuando se utilizé B. cereus como microorganismo indicador, los hidrolizados con
dilucién 1/2, a excepcion de P30, generaron mayor inhibicion que el resto de las

diluciones, y también que las muestras mas concentradas.

85



Resultados y Discusion

Absorbancia promedio B. cereus

Muestra D1NM D1/2 D1/4 D1/8

P30 0,173 0,193 0,371 0,392 0,432 0,633 0,214 0,005
P90 0,601 0,139 0,374 0,261 0,260 0,042

P180 0,194 0,162 0,283 0,279 0,301 0,000
PO 0,495 0,177 0,369 0,465 0,491 0,057

H30 0,357 0,140 0,354 0,362 0,394 0,065

H90 0,098 0,089 0,336 0,438 0,221 0,000

H180 0,224 0,063 0,410 0,285 0,315 0,009

HO 0,202 0,174 0,453 0,433 0,542 0,057

Tabla 27. Se muestran los valores de absorbancia promedio de los duplicados. D: dilucién. Ctrl (-):
Control negativo, muestra mas medio estéril. Ctrl cepa: Control de crecimiento, cepa mas medio estéril.
P30, P90 y P180: Hidrolizados con Pomiferina a tiempos 30, 90 y 180 minutos. PO: Hidrolizados con
Pomiferina a tiempo 0 minutos. H30, H90 y H180: Hidrolizados con Hieronimaina a tiempos 30, 90 y 180

minutos. HO: Hidrolizados con Hieronimaina a tiempo 0 minutos.

Los hidrolizados de Pomiferina sin diluir y a dilucién 1/2 generaron una inhibicion
del crecimiento mayor que el resto de las diluciones, excepto por el hidrolizado P90,
D1/1, que arrojé un valor de absorbancia comparable al control de crecimiento y PO,
D1/1, el cual arrojo un valor de absorbancia mayor que sus diluciones. Se destacaron
P180 que generd una inhibicién superior al 50% respecto del control, a todas las
diluciones ensayadas y H90 a sin diluir que produjo la mayor inhibicion del crecimiento

con un valor del 84.5%.

Con B. cereus no pudo obtenerse una relacion entre las diluciones de los
hidrolizados y el porcentaje de inhibicion como en el caso de E. coli. Esto se puede ver

claramente en la Figura 34.
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Figura 34. Absorbancia en funcién de la dilucién de los hidrolizados con Pomiferina y Hieronymaina, en
la placa de B. cereus. D: diluciéon. Ctrl (-): Control negativo, muestra mas medio estéril. Ctrl cepa: Control
de crecimiento, cepa mas medio estéril. P30, P90 y P180: Hidrolizados con Pomiferina a tiempos 30, 90
y 180 minutos. H30, H90 y H180: Hidrolizados con Hieronimaina a tiempos 30, 90 y 180 minutos. 0:
Hidrolizados cortados a tiempo 0 minutos.

En este ultimo ensayo, tanto para E. coli como para B. cereus, los hidrolizados
de tiempo cero generaron inhibicién. Una posible explicacion para este hecho seria la
presencia en los hidrolizados del SLQ, obtenidos tanto con Pomiferina como con
Hieronymaina, de péptidos provenientes de las proteinas de la leche liberados durante

el proceso de coagulacion y que quedaron en la fraccién correspondiente al suero. Si
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bien se ha demostrado en otros trabajos (Pellegrini et. al., 1999; Pellegrini et. al., 2001;
Van der Kraan et. al., 2004; Biziulevicius et. al., 2005;) la obtencidn de péptidos con
actividad antimicrobiana a partir de la hidrélisis de proteinas del lactosuero con distintas
enzimas, en ellos se trabaja a partir de hidrolizados de una unica proteina purificada y
no de una mezcla de composicion tan compleja como en nuestro caso. De todas
maneras los ensayos realizados en esta seccidn darian la pauta de que la hidrodlisis de
las proteinas presentes en el SLQ, podria generar péptidos con actividad

antimicrobiana.
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Conclusiones

Se obtuvieron preparaciones proteoliticamente activas a partir de frutos de
Maclura pomifera y Bromelia hieronymi, llamadas “extractos crudos”, que presentaron

actividades especificas de 7,9 £ 0,8 y 9,2 + 0,6 Ucas/mg respectivamente.

Se ensayd la capacidad del extracto de Pomiferina para coagular leche
descremada reconstituida, determinandose que el tiempo de coagulacion disminuye a
medida que aumenta la temperatura y que guarda una relacion lineal con la dilucién del

extracto crudo.

Los sueros obtenidos coagulando leche con Hieronymaina y Pomiferina
presentaron perfiles peptidicos caracteristicos cuando fueron analizados por SDS-
PAGE y mostraron la presencia de actividad antioxidante cuando se emple6 el método
del B-caroteno. Los valores obtenidos fueron para el suero sin filtrar obtenido con
Pomiferina, 50 + 0,26% y para el suero filtrado 45 + 0,18%, mientras que para los
sueros obtenidos con Hieronymaina los porcentajes de actividad antioxidante fueron 49
+ 2,8% (suero sin filtrar) y 48 + 1,2% (suero filtrado). Estos valores se hallaron
comprendidos entre los correspondientes a soluciones patrén de acido ascorbico de
0,01 y 0,1 g/ml, mientras que el suero obtenido por coagulacibn con quimosina
presentd valores mas bajos. Se concluyé que la actividad antioxidante podria ser
atribuida a pequefos péptidos producto de la hidrolisis de las proteinas lacteas.

El suero filtrado obtenido por coagulacion de leche con Pomiferina, con una
concentracion peptidica de 13,5 mg/ml, inhibe en un 25,8% la actividad de la ECA y
este valor es mas del doble del que se obtiene para el suero obtenido con Quimosina
(12,0%). Se estimo que la ICso para el primero tiene un valor de 24,8 mg/ml.

Se concluy6 que el empleo de Hieronymaina o de Pomiferina como coagulantes
de la leche, permitiria utilizar fitopepidasas de la flora autdéctona o de especies
cultivadas en Argentina como alternativa al uso de quimosina, ademas de brindar la
posibilidad de aprovechar el lactosuero de descarte por la presencia de actividad
antioxidante y/o inhibitoria de la ECA.
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Se realizo la hidrolisis del lactosuero comercial utilizando los PER de Pomiferina
y Hieronymaina, verificando el efecto de diversas condiciones de reaccion mediante la
visualizacion de bandas peptidicas por SDS-PAGE y el grado de hidrdlisis. A 45°C y
luego de 180 min de protedlisis éste ultimo resultd ser 8,5 + 0,5% para el hidrolizado de

suero con Pomiferina 'y 4,4 + 0,2% para el hidrolizado obtenido con Hieronymaina.

Se verifico la presencia de actividad antihipertensiva in vitro en los hidrolizados
de SLQ obtenidos con las dos enzimas, siendo maxima para los de 180 minutos. La
inhibicion de la ECA para los hidrolizados obtenidos con Pomiferina fue de 92,3%
mientras que para los de Hieronymaina fue de 86,20%. Los valores de ICs5y de estos
hidrolizados fueron 2,97 mg/ml y 1,63 mg/ml, respectivamente.

El analisis de los hidrolizados por HPLC-RP mostré un patron de péptidos
diferente para cada tiempo de hidrélisis, hecho que podria indicar que los péptidos que

se van formando no son estables sino que van siendo degradados por las peptidasas.

Como resultado de la espectrometria de masas y el analisis con el programa
FindPept de los hidrolizados con Pomiferina y Hieronymaina de 90 minutos, se
obtuvieron secuencias de péptidos que no se encontraron descriptas en la bibliografia,
por lo tanto la actividad inhibitoria de la ECA podria deberse a la presencia de péptidos

aun no estudiados.

A través del analisis bioinformatico de las principales proteinas del lactosuero y
de péptidos antimicrobianos hallados en la bibliografia, se concluyé que las proteinas
del lactosuero analizadas contienen regiones en su secuencia con caracteristicas
fisicoquimicas y estructurales que les permitirian ejercer actividad antimicrobiana al ser

liberadas por hidrolisis.

En los ensayos de difusién en agar se observé que los hidrolizados de SLQ
produjeron halos de inhibicion del crecimiento de E. coli, S. aureus y P. aeruginosa,
aunque no pudo establecerse una relacion directa entre el tiempo de hidrolisis y el

diametro del halo de inhibicion.
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Los resultados de los ensayos de dilucion en microplaca indican que los
hidrolizados de SLQ obtenidos por tratamiento con Pomiferina y Hieronymaina,

disminuirian el crecimiento de las cepas de E. coliy B. cereus ensayadas.
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Analisis con el programa FindPept (www.expasy.org), de las principales masas

moleculares obtenidas por MALDI — TOF de los péptidos presentes en los hidrolizados
del lactosuero tratados con Pomiferina y Hieronymaina.

En estas tablas, User mass significa masa del péptido que se esta buscando, es
decir, la masa del pico del a Figura 16. DB mass, es la masa de la secuencia
incluyendo modificaciones post-trasduccionales que contiene en la proteina de la cual
proviene, calculadas utilizando las bases de datos de masas moleculares. Amass es la
diferencia de masa entre la User mass y DB mass. Peptide es la secuencia del
péptido, y los aminoacidos entre paréntesis y en gris no corresponden a ella, sino que
indican a que aminoacidos estan unidos los extremos del péptido en la secuencia de la
proteina. Position es la posicion del péptido dentro de la secuencia de la proteina de la

cual proviene.

Para el hidrolizado obtenido con Pomiferina, las posibles secuencias de los
picos principales se detallan en las tablas siguientes. Antes de cada una, se indica a
partir de que proteina del suero lacteo se realizé el analisis.

TABLA I: ANALISIS DE LACTOFERRINA

User mass DB mass Amass peptide position
(Da)
798.529 798.367 -0.162 (P)YLSWTE(S) 127-132
798.529 798.378 -0.150 (S)SREPYF(G) 177-182
798.529 798.422 -0.107 (C)HTGLGRSA(G) 108-115
798.529 798.447 -0.082 (V)PVLAENR(K) 401-407
798.529 798.447 -0.082 (P)PGQRDLL(F) 285-291
929.622 929473 -0.149 (D)GGYIYTAGK(C) 388-396
929.622 929.495 -0.126 (C)HLAVAPNHA(V) 580-588
929.622 929.530 -0.091 (R)IPSKVDSAL(Y) 302-310
1060.872 1060.473 -0.399 (F)SQSCAPGADPK(S) 480-490
1060.872 1060.473 -0.399 (S)QSCAPGADPKS(R) 481-491
1060.872 1060.484 -0.388 (K)SCHTAVDRTA(G) 448-457
1060.872 1060.509 -0.362 (D)QGLDKCVPNS(K) 502-511
1060.872 1060.520 -0.351 (F)GKNGKNCPDK(F) 611-620
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1060.872 | 1060.527 | -0.345 | (K)NLRETAEEV(K) 322-330
1060.872 | 1060.546 | -0.326 | (Q)GLDKCVPNSK(E) 503-512
1060.872 | 1060.615 |-0.257 | (D)SALGFLRIPS(K) 295-304
1060.872 | 1060.618 | -0.253 | (Y)VTAIANLKKC(S) 658-667
1256.951 | 1256.616 | -0.335 | (A)LNLDGGYIYTAG(K) 384-395
1256.951 | 1256.653 | -0.298 | (Q)LQGRKSCHTGLG(R) 101-112
1256.951 | 1256.667 | -0.284 | (W)NIPMGLIVNQTG(S) 460-471
1256.951 | 1256.671 | -0.280 | (V)LAENRKSSKHS(S) 403-413
1256.951 | 1256.736 | -0.214 | (D)PYKLRPVAAEI(Y) 63-73

1768.421 | 1767.928 | -0.493 | (C)LAKLGGRPTYEEYLGT(E) 640-655
1768.421 | 1767.932 | -0.488 | (V)LLHQQALFGKNGKNCP(D) 603-618
1768.421 | 1767.935 |-0.486 | (V)PVLAENRKSSKHSSLD(C) 401-416
1768.421 | 1767.950 | -0.470 | (K)AQEKFGKNKSRSFQL(F) 266-280
1768.421 | 1768.705 | 0.284 | (E)NQCACSSREPYFGYSG(A) 171-186
1768.421 | 1768.738 | 0.316 | ()CQQWSQQSGQNVTCAT(A) 350-365
1768.421 | 1768.898 | 0.477 | (S)\CHTGLGRSAGWIIPMGI(L) 107-123
2039.944 |2039.989 |0.044 | (A)EKKADAVTLDGGMVFEACR(D) | 43-61

2039.944 | 2039.992 |0.047 | (C)LQDGAGDVAFVKETTVFEN(L) | 191-209
2039.944 |2039.992 |0.047 | (L)QDGAGDVAFVKETTVFENL(P) | 192-210
2039.944 | 2040.011 | 0.066 | (A)DALNLDGGYIYTAGKCGLVP(V) | 382-401
2039.944 | 2040.011 | 0.066 | (L)DGGYIYTAGKCGLVPVLAEN(R) | 387-406
2039.944 | 2040.028 |0.084 | (L)VLKGEADALNLDGGYIYTAG(K) | 376-395
2039.944 | 2040.055 |0.110 | (Q)THYYAVAVVKKGSNFQLD(Q) | 82-99

2039.944 | 2040.092 |0.147 | (Q)LQGRKSCHTGLGRSAGWII(P) | 101-119
2039.944 | 2040102 | 0.157 | (G)KCGLVPVLAENRKSSKHSS(L) | 396-414
2364.339 | 2364.114 | -0.225 | (F)ENLPEKADRDQYELLCLNNS(R) | 208-227
2364.339 | 2364.118 | -0.221 | (F)GYSGAFKCLQDGAGDVAFVK | 183-205

ETT(V)

2364.339 | 2364.248 | -0.090 | (E)WFKCRRWQWRMKKLGAPS(|) | 8-25

2364.339 | 2364.264 |-0.075 | ()TCVRRAFALECIRAIAEKKA D(A) | 27-47

2364.339 | 2364.340 | 0.000 | (S)HAVVARSVDGKEDLIWKLLS | 245-265

K(A)

TABLA II: ANALISIS DE a-LACTALBUMINA

Amass

position

User mass DB mass

(Da)
798.529 798.487 -0.041 | (L)LVGILFH(A) 9-15
929.622 929.386 -0.236 | (I)\CNISCDKF(L) 92-99
2039.944 | 2039.967 | 0.022 (Q)AIVQNNDSTEYGLFQINN(K) | 59-76
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TABLA I1I: ANALISIS DE B-LACTOGLBULINA

Usermass DB mass Amass peptide position
(Da)

929.622 929.530 -0.091 (N)ENKVLVLD(T) 105-112
929.622 929.545 20.076 | (L)EILLQKW(E) 7177
929.622 929.545 20.076 | (E)ILLQKWE(N) 72-78
1256.951 1256.721 -0.230 (F)KIDALNENKVL(V) 99-109
2039.944 2040.011 0.066 (G)LDIQKVAGTWYSLAMAASD(I) | 26-44
2039.944 2040.011 | 0.066 | (L)DIQKVAGTWYSLAMAASDI(S) | 27-45
2364.339 2364.159 | -0.180 | (K)ALPMHIRLSFNPTQLEEQCH(I) | 158-177

El analisis para el hidrolizado con Hieronymaina se detalla a continuacion

(tablas 1V a VI), como en el caso anterior, antes de cada una se especifica para qué

proteina se realiz6 el analisis.

User
mass

TABLA IV: ANALISIS DE LACTOFERRINA

DB mass Am

ass

(Da)

peptide

position

552.790  552.303  -0.487 (ALYLGS(R) 310-314
552.790 552.314  -0.475 (S)RYLT(T) 315-318
552.790 553229  0.438 (V)TCATAS(T) 362-367
552.790 553.229  0.438 (T)CATAST(T) 363-368
552.790 553.241  0.450 (THYYA(V) 83-86

552.790 553250  0.460 (Y)EEYL(G) 650-653
552.790 553.255  0.465 (T)GAFRC(L) 520-524
565162 565229  0.067 (KYYGY(T) 515-518
565162 565265  0.103 (N)VTCATA(S) 361-366
773.061  773.335 0.274 (T)YEEYLG(T) 649-654
773.061 773379  0.317 (S)SKHSSLD(C) 410-416
773.061 773401  0.340 (A)GWIIPMG(]) 116-122
773.061 773426  0.365 (A)KNLNRE(D) 554-559
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773.061 773467 0.405 (D)PYKLRP(V) 63-68
928.181 928.354 0.172 (L)DGGMVFEAC(R) 52-60

928.181 928478  0.297 (Q)LQGRKSCH(T) 101-108
928.181 928500 0.318 (L)HQQALFGK(N) 605-612
928.181 928521  0.340 (T)RKPVTEAQ(S) 570-577
928.181 928594 0.412 (C)IRAIAEKK(A) 38-45

1202.033 1201.574 -0.458 (A)KFFSASCVPCI(D) 143-153
1202.033 1201.596 -0.437 (F)YQLFGSPPGQRD(L) 279-289
1202.033 1201599 -0.433 (Q)SCAPGADPKSRL(C) 482-493
1202.033 1201.599 -0.433 (L)LCLNNSRAPVD(A) 222-232
1202.033 1201.617 -0.415 (L)DGTRKPVTEAQ(S) 567-577
1202.033 1201.622 -0.411 (G)RKSCHTGLGRS(A) 104-114
1202.033 1201.709 -0.324 (W)RMKKLGAPSIT(C) 17-27

1766.300 1765.837 -0.463 (S)REPYFGYSGAFKCLQ(D) 178-192
1766.300 1765.901 -0.399 (A)GDVAFVKETTVFENLP(E) 196-211
1766.300 1765985 -0.315 (G)FLRIPSKVDSALYLGS(R) 299-314
1766.300 1766.733 0.432 ()VNQTGSCAFDEFFSQS(C) 467-482
1766.300 1766.784 0.483 (R)YQAYPNLCQLCKGEGEN(Q) 156-171
1766.300 1766.784 0.483 (Q)AYPNLCQLCKGEGENQ(C) 157-172
2020.137 2019.947 -0.189 (A)LCAGDDQGLDKCVPNSKEK(Y)  496-514
2020.137 2019.998 -0.138 (V)KETTVFENLPEKADRDQ(Y) 202-218
2020.137 2020.082 -0.054 (A)QVPSHAVVARSVDGKEDLI(\W)  241-259
2020.137 2020.086 -0.050 (E)GYLAVAVVKKANEGLTWNS(L)  424-442
2020.137 2020.090 -0.047 (R)AFALECIRAIAEKKADAVT(L) 32-50
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TABLA V: ANALISIS DE o-LACTALBUMINA

User DB mass Amass peptide position

mass (daltons)
552.790 552.303 -0.487 (M)SFVSL(L) 3-7
565.162 565.210 0.047 (N)NDSTE(Y) 64-68
565.162 565.265 0.103 (N)ISCDK(F) 94-98
565.162 565.298 0.136 (K)VGINY(W) 118-122
773.061 773.379 0.317 (Q)AIVQNND(S) 59-65
773.061 773.415 0.354 (D)TQAIVQN(N) 57-63
773.061 773.452 0.390 (F)RELKDL(K) 29-34
1202.033 1202.478 0.445 (V)CTAFHTSGYDT(Q) 47-57
1766.300 1765.814 -0.486 (T)AFHTSGYDTQAIVQNN(D) 49-64
1766.300 1765.833 -0.467 (L)FQINNKIWCKDDQN(P) 72-85
1766.300 1766.021 -0.278 (S)LLLVGILFHATQAEQL(T) 7-22

TABLA VI: ANALISIS DE B-LACTOGLBULINA

User DB mass Amass peptide position

mass (Da)
565.162 565.192 0.030 (N)DECAQ(K) 80-84
565.162 565.229 0.066 (L)AMAASD(I) 39-44
565.162 565.247 0.085 (S)LVCQC(L) 133-137
565.162 565.247 0.085 (L)VCQCL(V) 134-138
565.162 565.247 0.085 (V)CQCLV(R) 135-139
565.162 565.262 0.099 (L)SFNPT(Q) 166-170
773.061 773.368 0.306 (S)AEPEQSL(V) 127-133
773.061 773.495 0.434 (M)KCLLLAL(A) 2-8
928.181 928.408 0.227 (W)YSLAMAASD(I) 36-44
928.181 928.423 0.242 (A)GTWYSLAM(A) 33-40
928.181 928.510 0.328 (C)LVRTPEVD(D) 138-145
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928.181 928546  0.365 (ALNENKVLV(L) 103-110
928.181 928546  0.365 (L)NENKVLVL(D) 104-111
1766.300 1766.739  0.439 (L)VCMENSAEPEQSLVCQ(C) 121-136
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