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RESUMEN

Dominguez Delfin, Dhorle Gardenia. Maestria en Ciencias en Alimentos. Instituto
Tecnologico de Tuxtepec. “Obtencion y evaluacion de hidrolizados proteicos de semillas
de quelite blanco (Amaranthus hybridus) y amaranto (Amaranthus hypochondriaccus)
como componentes bioactives”. Director: Dr. Juan Gabriel Torruco Uco, Co-directora: Dra.

Roselis Carmona Garcia.

Los radicales libres se producen constantemente en los seres vivos, los cuales pueden generar
dafios en proteinas, lipidos o0 ADN. Este dafio oxidativo ha sido relacionado con el desarrollo
de diversas enfermedades y con el envejecimiento (Gallegos-Tintor¢ et al., 2013). Por otro
lado, enfermedades del tipo cardiovascular tales como la trombosis venosa profunda e
hipercolesterolemia, se situan entre las principales causas de muertes en el pais. Debido a
ello, la Ciencia de los Alimentos busca alternativas en el tratamiento de dichos
padecimientos, entre estas alternativas se encuentran los péptidos biactivos con diferentes
actividades biologicas. Es por lo que en el presente estudio se obtuvieron hidrolizados
proteicos a partir de semillas de quelite blanco (4. hybridus) y amaranto (A.
hypochondriaccus) empleando enzimas comerciales, y se evaludé su efecto sobre la
solubilidad micelar de colesterol, asi como su efecto sobre la agregacion plaquetaria y su
capacidad antioxidante. Para ello se obtuvieron harinas y concentrados proteicos de semillas
de quelite blanco (SQB) y de amaranto (SA), a las cuales se le realizo la caracterizacion
quimico proximal y el andlisis de color. Posterior a ello, se realizaron las cinéticas de
hidrélisis individual para las enzimas pepsina y alcalasa, y se determind el grado de hidrolisis
por el método de ortoftaldehido. Ademas, se determinaron las actividades bioldgicas (in
vitro): actividad antioxidante por los métodos ABTS y DPPH, antitromboética (usando un
método turbidimétrico para determinar la concentracion que inhibe el 50% de la agregacion
plaquetaria) y la actividad antiocolesterolémica (método de la inhibicion de la solubilidad
micelar del colesterol) tanto en los concentrados como en los hidrolizados proteicos de ambas
semillas. El contenido de proteina de la harina de SQB fue de 18.83% y la harina de SA fue
de 19.29%, mientras que en los concentrados proteicos de la SQB fue de 73.15% y de la SA

fue de 70.37%. Los parametros de color mostraron una harina de amaranto con mayor



luminosidad (L* = 85.01) en comparacion con el concentrado proteico con una L* = 55.60,
mientras que la harina y concentrado proteico de la SQB fue de 61.88 y59.88,
respectivamente. Las cinéticas de hidrolisis de los concentrados proteicos de la SA-pepsina,
SQB-pepsina, SA-alcalasa, SQB-alcalasa presentaron valores de 32.08, 32.76, 36.45 y
34.38%, a los 90 min de reaccion, respectivamente. Se obtuvieron como mejores tratamientos
antioxidantes en concentrado proteico SA (ABTS ICso= 29.72 mg/mL) y SQB (DPPH con
un valor de /Cso = 32.38 mg/mL), y en hidrolizados proteicos por el método DPPH el mejor
tratamiento fue alcalsa-SQB a 90 min /Cso= 3.79 mg/mL, mientras que por el método ABTS
el hidrolizado SQB-alcalasa 60 min obtuvo un /Csp =1.19 mg/mL. El concentrado proteico
SQB presentd mayor actividad inhitoria de la agregacion plaquetaria con un 15.96 % de
actividad en concentraciones de 2.5 mg, sin embargo el SA mostré un ICso menor =13.04
mg/mL. El hidrolizado con mayor porcentaje de inhibicion de la agracion plaquetaria fue
SQB-alcalasa a 45 min pues se alcanzd un 49 % de inhibicion en concentraciones de 2.5 mg,
teniendo un /Cso= 3.74 mg/mL. Con respecto a la capacidad anticolesterolémica el
concentrado proteico de la SQB mostré6 mayor inhibicion de la solubilidad micelar de
colesterol con 83% , mientras que en los hidrolizados, el hidrolizado proteico SQB-pepsina
a 60 min de reaccion obtuvo 49.80% de inhibicion.siendo este el mayor porcentaje de

inhibicion obtenido en este estudio.
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ABSTRACT

Dominguez-Delfin, D. G. Master of Science in Food. Instituto Tecnolégico de Tuxtepec.
January, 2019. "Obtaining and evaluation of protein hydrolysates of seeds of white
quelite (Amaranthus hybridus) and amaranth (Amaranthus hypochondriaccus) as
bioactive components". Director: Dr. Juan Gabriel Torruco Uco, Co-director: Dra. Roselis

Carmona Garcia.

Antioxidant compounds are constantly produced in living beings, which can cause damage
to proteins, lipids or DNA. This oxidative damage has been related to the development of
various diseases and to aging (Gallegos-Tintor¢ et al., 2013). On the other hand,
cardiovascular diseases such as deep venous thrombosis and hypercholesterolemia are among
the leading causes of death in the country. Because of this, the science of food seeks
alternatives in the treatment of these conditions, among these alternatives are the biactive
peptides. That is why the present study seeks to "obtain protein hydrolysates from seeds of
white kelp (A. hybridus) and amaranth (A. hypochondriaccus) using commercial enzymes,
evaluate their effect on micellar cholesterol solubility, as well as their effect on platelet
aggregation and its antioxidant capacity ".To do this, flour and protein concentrates were
obtained from white chelid (SQB) and amaranth seeds, to which the proximal chemical
characterization and color analysis were made. After that, the individual hydrolysis kinetics
for the pepsin and alcalase enzymes were carried out, and the degree of hydrolysis was
determined by the orthophthaldehyde method. In addition, the biological activities of
antioxidant activity were determined by the ABTS and DPPH methods), antithrombotic
(using a turbidimetric method to determine the concentration that inhibits 50% of platelet
aggregation) and antiocholesterolemic (method of inhibiting the micellar solubility of the
cholesterol) in both concentrates and protein hydrolysates. The protein content of the SQB
meal was 18.83% and the SA meal was 19.29%, while in the protein concentrates of the SQB
it was 73.15% and of the SA it was 70.37%. The color parameters showed an amaranth flour
with higher luminosity (L * = 85.01) compared to its protein concentrate with an L * =55.60,

while the flour and protein concentrate of the SQB was 61.88 and 59.88, respectively. The

vii



kinetics of hydrolysis of the protein concentrates of SA-pepsin, SQB-pepsin, SA-alcalase,
SQB-alcalase showed values of 32.08, 32.76, 36.45 and 34.38%, at 90 min of reaction,
respectively. The best antioxidant treatments were obtained in protein concentrate SA
(ABTS IC50 =29.72 mg / mL) and SQB (DPPH with an /Cso value = 32.38 mg / mL), and
in protein hydrolysates by the DPPH method the best treatment was alkaline-SQB at 90 min
ICso = 3.79 mg / mL, while by the ABTS method the SQB-alcalase hydrolyzate 60 min
obtained an /Cso = 1.19 mg / mL. The SQB protein concentrate had a higher inhibitory
activity of platelet aggregation with a 15.96% activity in concentrations of 2.5 mg, however
the SA showed a lower /Cso = 13.04 mg / mL.

The hydrolyzate with the highest percentage of inhibition of platelet gradation was SQB-
alcalase at 45 min, since 49% inhibition was achieved at concentrations of 2.5 mg, with an
ICs0 = 3.74 mg / mL. With regard to the anti-cholesterolemic capacity, the SQB protein
concentrate showed greater inhibition of micellar solubility with 83%, whereas in the
hydrolysates, the SQB-pepsin protein hydrolyzate at 60% reaction was obtained, with
49.80% inhibition. percentage of inhibition obtained in this study.
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I. INTRODUCCION

El sedentarismo, el estrés del dia a dia y los habitos alimenticios poco saludables, producen
una serie de enfermedades que aquejan a la sociedad de hoy en dia, un ejemplo de ello, es el
envejecimiento celular y las enfermedades del tipo cronico degenerativas, entre las cuales se
encuentran la trombosis venosa profunda (TVP) y la hipercolesterolemia. Por otro lado, las
especies de oxigeno reactivo y otros radicales libres producen dafio oxidativo al ADN,
proteinas y otras macromoléculas tales como lipidos. En la medida en que las especies de
oxigeno reactivo estan implicadas en la etiologia de muchas enfermedades multifactoriales
degenerativas como la diabetes, cancer, enfermedades cardiovasculares, trastornos
neurodegenerativos y, en general, el envejecimiento por lo que el interés en la investigacion
sobre el uso de antioxidantes naturales para su prevencion y tratamiento ha ido en aumento
(Ames et al., 1993).

Por otro lado, las enfermedades del tipo cardiovascular son las principal causa de decesos en
la empoblacion mundial, de la cual México no es la excepciodn, ya que, deacuerdo con datos
reportados por el INEGI (2010), la hipercolesterolemia y la TVP profunda se encuentran
entre los principales padecimientos que afectan a la poblacion teniendo una incidencia de 46
y 28% respectivamente, dichas cifras son verdaderamente alarmantes pues, estos
padecimientos son precursores de infartos, lo que genera un incremento en las incidencias de
estos.

La hipercolesterolemia es el aumento de los niveles de colesterol total en la sangre por encima
de los niveles estimados deseables para la poblacion general (200 mg/dL); a partir de un valor
de 250 mg/dL se considera patologico y un factor de riesgo para el desarrollo de las
enfermedades cardiovasculares (Agirrezabala et al., 2015). El tratamiento farmacologico
para la regulacion de los niveles de colesterol en sangre tiene como base estatinas, las cuales
se encargan de inhibir en el higado a la enzima HMG-CoA [3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzima A] reductasa, la cual es la responsable de la sintesis del colesterol. La
Astorvastatina® es uno de los medicamentos mas populares en el control de la
hipercolesterolemia, sin embargo, su costo es elevado, ademas de que su uso prolongado trae

como consecuencias diversos padecimientos, destacando los problemas de higado graso

(Ensanut, 2012).



La TVP se refiere a la obstruccion especifica del flujo de la sangre en algiin vaso sanguineo,
arterial o venoso provocada por un codgulo o un trombo (Chertcoff et al., 2009), el
tratamiento sugerido para el control de la TVP consta de un anticoagulante, el cual, inhibe la
formacion de coagulos ademas de impedir que los coagulos ya presentes incrementen su
tamafio. Algunos de los farmacos sugeridos para la trombosis son la Heparina® y Warfarina®,
los cuales con su ingesta excesiva y uso constante pueden ocasionar hematomas,
hemorragias, sangrados en la nariz o encias, hipersensibilidad, fiebre y comezon (Cadeza-
Baglietto, 2016).

Es por ello que se han buscado coadyuvantes en fuentes naturales, los cuales, contribuyan en
el control de las enfermedades anteriormente mencionadas, una de dichas fuentes podria ser
el uso de péptidos bioactivos, los cuales al ser de origen natural, disminuyen la presencia de
reacciones secundarias, y/o susceptibilidad de alergias a medicamentos por el uso prolongado
de estos y a bajos costos monetarios.

Los péptidos son secuencias de aminodcidos entre 2 a 15 residuos de aminoacidos (Vioque
et al., 2000), los cuales podrian influir en el metabolismo celular y actuar como
vasorreguladores, factores de crecimiento, inductores hormonales y neurotransmisores. En
los ultimos afios, el estudio de los péptidos bioactivos presentes en las secuencias de las
proteinas de los alimentos, ha recibido una gran atencion desde el punto de vista funcional
debido a que presentan diversas actividades bioldgicas, tales como, antihipertensivos,
opioides, antioxidantes, anticolesterolémicos, antimicrobianos, anticariogénicos,
antitromboticos, anticancerigenos e inmunomoduladores. Tales péptidos son inactivos dentro
de las proteinas precursoras y pueden ser liberados por protedlisis enzimatica (Vioque et al.,
2000).

Por todo lo anterior en el presente trabajo de investigacion se evalud el efecto antioxidante,
anticolesterolémico y antitrombdtico in vitro de los hidrolizados proteicos obtenidos de

semillas de quelite blanco (4. hybridus) y amaranto (4. hypochondriaccus).



II. MARCO TEORICO

2.1 Estrés oxidativo y radicales libres

De manera habitual, el oxigeno se encuentra en su forma mas estable (O2), con los electrones
que forman el enlace (p), antienlazante con el mismo espin, es decir, en lo que se conoce
como estado triplete, asi el oxigeno es poco reactivo con una velocidad de reaccion a
temperatura fisioldgica baja; sin embargo, por reacciones puramente quimicas, por acciones
enzimaticas o por efecto de las radiaciones ionizantes, se pueden producir una serie de
especies quimicas o sustancias prooxidantes (moléculas o radicales libres altamente
reactivos) que son capaces de dar lugar a multiples reacciones con otros compuestos
presentes en el organismo, que llegan a producir dafio celular. Por lo anteriormente, expuesto
se comprende que si bien el oxigeno es imprescindible para el metabolismo y las funciones
del organismo, no se deben olvidar los muchos efectos toxicos que posee (Fridowich, 1978)
El dafio o estrés oxidativo se ha definido como la exposicién de la materia viva a diversas
fuentes que producen una ruptura del equilibrio que debe existir entre las sustancias o factores
prooxidantes y los mecanismos antioxidantes encargados de eliminar dichas especies
quimicas, ya sea por un déficit de estas defensas o por un incremento exagerado de la
produccion de especies reactivas del oxigeno. Todo esto trae como consecuencia alteraciones
de la relacion estructura-funcion en cualquier 6érgano, sistema o grupo celular especializado;
por lo tanto se reconoce como mecanismo general de dafo celular, asociado con la
fisiopatologia primaria o la evolucién de un niimero creciente de entidades y sindromes de
interés médico-social, involucrado en la génesis y en las consecuencias de dichos eventos
(Ames et al., 1993)

Por otra parte, desde el punto de vista quimico los radicales libres son todas aquellas especies
quimicas, cargadas o no, que en su estructura atdmica presentan un electréon desapareado o
impar en el orbital externo, dandole una configuracion espacial que genera gran inestabilidad,
sefnalizado por el punto situado a la derecha del simbolo. Poseen una estructura birradicalica,
son muy reactivos, tienen una vida media corta, por lo que actiian cercano al sitio en que se
forman y son dificiles de dosificar (Cheesman, 1998). Los radicales libres se generan a nivel
intracelular y extracelular. Entre las células relacionadas con la produccion de radicales libres

del oxigeno tenemos los neutréfilos, monocitos, macréfagos, eosinofilos y las células
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endoteliales. Las enzimas oxidantes involucradas son la xantin-oxidasa, la
indolamindioxigenasa, la triptofano-dioxigenasa, la mieloperoxidasa, la galactosa oxidasa, la
ciclooxigenasa, la lipoxigenasa, la monoamino-oxidasa y la NADPH oxidasa (Expdsito et

al., 2000).

2.2 Enfermedades cardiovasculares
En lo que al tema de salud respecta, en los afios 70’s y 80’s, la mayoria de los paises del

mundo se caracterizaron por vivir una transicion epidemioldgica, dando paso de las
enfermedades infectocontagiosas y parasitarias, a las enfermedades cronico degenerativas
(OMS, 2013). Esta transicion epidemioldgica se encuentra estrechamente relacionada con las
estructuras ambientales, sociales, economicas, culturales, demograficas, sociales, laborales y
tecnologicas; que se perciben en los cambios que se han presentado dentro de la
globalizacidn, urbanizacion, cambios en el estilo de vida actual, predominando hébitos
alimenticios inadecuados, inactividad fisica, sedentarismo, entre otros, dando como
consecuencia una esperanza de vida baja, y evolucionando de manera rapida, siendo una de
las principales causas de muerte, bajo precedente de la mortalidad de las Enfermedades No
Transmisibles (ENT) (SSA, 2015).

En México, las ENT constituyen un problema de salud publica, y las enfermedades del
corazon son las principales causas de muerte. Cada afio ocurren cerca de 70,000 defunciones
por este motivo, de las cuales 44,070 muertes son presentadas por enfermedad isquémica del
corazon, donde 24,102 defunciones son presentadas en hombres y 19,965 en mujeres, ademas
se han reportado 26,000 muertes a causa de las enfermedades cerebrovasculares. Otras
enfermedades, como la hipertension arterial, dislipidemias y obesidad, son factores de riesgo
que elevan la probabilidad de presentar estos padecimientos, especificamente enfermedades
isquémicas del corazon y enfermedades cerebrovasculares (INEGI, 2013).

De acuerdo con la Secretaria de Salud (SSA, 2017), la trombosis coronaria representa una de
las primeras causas de mortalidad en México, sin embargo, se desconocen las cifras exactas
del nimero de casos de trombosis, pero segiin estimaciones mundiales, en México, pueden
existir entre 400,000 y 500,000 casos de trombosis por afio. Su incidencia es de un 30% en
pacientes que son intervenidos quirurgicamente y hasta un 50% de los que son sometidos a

prétesis de cadera o de rodilla. Estas cifras disminuyen con profilaxis antitrombotica.



2.3  Hipercolesterolemia
La hipercolesterolemia es el aumento de los niveles de colesterol total en la sangre por encima

de los niveles estimados deseables para la poblacion general (200 mg/dL); a partir de un valor
de 250 mg/dL se considera patoloégico y un factor de riesgo para el desarrollo de las
enfermedades cardiovasculares y enfermedad coronaria (Lu et al., 2001). Este padecimiento
afecta a gran parte de la poblacion mundial, el tratamiento contra este padecimiento involucra
una dieta libre de grasas de origen animal, asi como tratamiento farmacolédgico, sin embargo,
al usar estos medicamentos durante tiempos prolongados genera otros padecimientos, tales
como problemas hepaticos. Al incluir fracciones peptidicas con alguna actividad bioldgica
especifica podria ayudar a mejorar la calidad de vida de quienes padecen esta enfermedad.
De acuerdo con la organizacion mundial de la salud (OMS, 2007) en México el 28% de la

poblacion presentan problemas de hipercolesterolemia.

2.3.1 Tratamiento farmacologico
De acuerdo con la SSA, (2016) el tratamiento para coadyuvar la hipercolesterolemia, consta

de control nutricional, terapia psicologica, y tratamiento farmacolédgico, el cual esta basado
en el empleo de estatinas. Las estatinas son los medicamentos mads eficaces y mejor tolerados
para el tratamiento de las dislipidemias. Estos fairmacos son inhibidores competitivos de la
3-hidroxi-3-metil-glutaril CoA reductasa (HMG-CoA reductasa) que cataliza un paso
temprano en la sintesis de colesterol, ademas es la enzima que limita la velocidad de la
sintesis de colesterol.

Las estatinas se han convertido en uno de los grupos farmacoldgicos mas prescritos en todo
el mundo desde los anos 80’s. Son utilizadas como el hipolipemiante de eleccion en la
reduccion del riesgo cardiovascular en pacientes de alto riesgo por sus beneficios
demostrados en la disminucion de la mortalidad y morbilidad cardiovascular (Vergara,
2015).

En general, las estatinas son bien toleradas, sin embargo, al ser utilizadas por periodos de
tiempo prolongados traen consigo efectos secundarios severos sobre la salud de quien los
consume. Entre los principales efectos adversos se encuentran; presencia de diarreas, higado

graso, y en ocasiones aumentan las enzimas hepaticas y ocasionan trastornos del musculo



esquelético (mialgias, miopatias y rabdomidlisis). La rabdomiolisis es un sindrome
ocasionado por la lesion del musculo esquelético, que desencadena la liberacion de la enzima
cratina-cinasa (entre otras sustancias) hacia la circulacion sanguinea (Baxter, 2009). Ademas
de la elevacion en las concentraciones de creatina-cinasa, los signos y sintomas de la
rabdomiodlisis comprende dolor muscular y debilidad, asi como orina de color pardo rojizo

(mioglobinuria).

2.4  Trombosis venosa profunda
La trombosis venosa profunda (TVP) se refiere a la obstruccion especifica del flujo de la

sangre en algiin vaso sanguineo, arterial o venoso provocada por un codgulo o un trombo
(Chertcoff et al., 2009), esta obstruccion ocurre en territorio arterial o venoso e induce la
detencion de la sangre (isquemia). Si la isquemia se prolonga, se produce una lesion celular
irreversible, una muerte de los tejidos (necrosis) la cual puede afectar cualquier o6rgano
provocando un infarto (Gonzales, 2006). El estadio clinico alterado que induce a un individuo
a presentar un evento trombotico se le denomina Trombofilia o Estado Protrombético.

Es importante hacer la diferenciacion entre un codgulo o un trombo, ambos se forman del
mismo modo, sin embargo, la formacion de un trombo es un suceso siempre provocado por
una patologia, mientras que la formacion de un codgulo es una respuesta homeostatica de
muy alto valor bioldgico evitando asi la muerte de una persona por hemorragia. Su inicio y
crecimiento estdn regulados por el tiempo y espacio de la obstruccion. De esta manera un
trombo es un coagulo que se form6 en un lugar y tiempo equivocados y que puede alojarse
en venas, arterias, capilares o en las mismas cavidades cardiacas (Figura 1 ). Dependiendo
de factores hemodindmicos, el trombo se forma por una malla que tiene proporciones
variables de fibrina y plaquetas y que engloba otros elementos celulares de la sangre como

globulos rojos y blancos (Majluf y Espinosa, 2007).
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figura 1. Trombo formado en una vena. Fuente: MD.SAUDE®.
https://www.mdsaude.com/2013/12/trombose-venosa.html
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Estasis venosa: asociada a la permanencia prolongada de pie o sentado, siendo mas
frecuente en personas sedentarias y obesas, en pacientes postrados, como en
enfermedades graves, traumatismos o post-operatorios. En los pacientes quirtirgicos,
el riesgo comienza, durante la induccion anestésica debido a los efectos
hemodindmicos que producen desde la disminucion del gasto cardiaco hasta la
venodilatacion y desaparicion de los mecanismos de la bomba muscular (Villas y
Veira del Rio, 2009).

Coagulopatias o estados de hipercoagulabilidad: donde el sistema de coagulacion esta
alterado incluyen enfermedades neopléasicas, embarazo y diferentes terapias
hormonales. En estos casos se produce un aumento del fibrindgeno y de algunos
factores de la coagulacion (VII, VIIL, IX y X). Algunas patologias cursan con déficit
en los inhibidores de la coagulacion (proteina C y S, antitrombotico III) favoreciendo
los procesos tromboticos (Villas y Veira del Rio, 2009).

Lesiones endoteliales: activan las vias intrinsecas y extrinsecas de la coagulacion. Se
favorece la adhesividad en las plaquetas, con la liberacion de sustancias capaces de
estimular la coagulacién en contacto con el colageno subendotelial. Esto altera el
equilibrio entre factores agregantes y antiagregantes, desapareciendo los factores
sistema fibrinolitico, como sucede en los traumatismos, vias centrales y marcapasos.
Ademas, existen zonas turbulentas en el arbol venoso que facilitan la formacion de

un trombo, tales como los senos valvulares (Villas y Veira del Rio, 2009).



Sus manifestaciones clinicas, gravedad y naturaleza dependen del vaso obstruido. Las
consecuencias clinicas de una trombosis incluyen multiples y diversas complicaciones
agudas o cronicas que pueden dejar secuelas graves y discapacidades hasta llegar a la muerte
del individuo. La edad (>40 afos) se ha establecido como un factor de riesgo para la
trombofilia para la cual si el paciente manifiesta otros factores de riesgo se incrementa el
riesgo de trombosis (SSA, 2010).

Por otro lado, es importante también hablar sobre el embolismo pulmonar el cual se produce
cuando un trombo alojado en algun lugar del sistema venoso de retorno se desprende y aloja
al arbol arterial pulmonar. Esto produce un infarto del parénquima pulmonar donde hay areas
ventiladas, pero no prefundidas, con bronco-constricciéon e hipoxemia, cuya gravedad
depende de su extension. El diagnostico de TVP es clinico, aunque en muchas ocasiones es
totalmente asintomatico. Entre los signos se encuentran la flogosis (dolor, edema y/o fiebre),
la presencia de cianosis e ingurgitacion venosa superficial. Con la aparicion de disnea,
hemoptisis y dolor toracico se debe sospechar en una embolia pulmonar (Gonzales, 2006).
Por lo anterior, es de suma importancia encontrar una soluciéon farmacéutica y nutricia

trascendental a efecto de realizar medidas de prevencion primaria y secundaria adecuadas.

2.4.1 Tratamiento farmacolégico antitrombatico
El objetivo del tratamiento en la trombosis venosa es prevenir y tratar las posibles

complicaciones, como son la extension del codgulo, la embolia pulmonar aguda, disminuir
el riesgo de trombosis recurrente y de complicaciones tardias como el sindrome
postrombotico y la insuficiencia venosa cronica (Arzamendi et al., 2006).

La terapia anticoagulante de mantenimiento se realiza por medio de anticoagulantes orales
como los acenocumarol o warfarina. Su administracion ha de comenzar en el primer dia del
tratamiento, tras la dosis de carga de HBPM (heparinas de bajo peso molecular) o de HNF
(factor nuclear de hepatocitos). Dado que los anticoagulantes orales (ACO) tardan al menos
72 h en actuar, se debe mantener durante al menos 5 o 6 dias el solapamiento entre
HNF/HBPM vy los ACO. Se retira la heparina cuando la razén normalizada internacional
(International Normalized Ratio [INR]) sea mayor de 2, durante 2 dias consecutivos (Llanos,

2001).



De igual forma ocurre con los péptidos antitromboéticos en accion para la sustitucion de los
farmacos de dicho padecimiento, los cuales poseen mecanismos de respuesta a favor de su
sistema contrarrestando el uso de los medicamentos antitrombodticos (Arzamendi et al.,
2000).

El tromboembolismo venoso (TEV) comprende dos condiciones relacionadas: la trombosis
venosa profunda (TVP) y la tromboembolia pulmonar (TEP), la gravedad de esta ultima
entidad esta dada por las alteraciones que se presentan en el pulmon. La muerte stibita sucede
en una cuarta parte de los pacientes con TEP; para los médicos clinicos esto es de gran
preocupacion, debido a que el tiempo para elaborar un diagndstico y para iniciar una terapia
es insuficiente (Heit, 2003). La incidencia anual de TEV es de 1 por cada 1,000 personas y
se incrementa con la edad (Silverstein et al., 1998). La incidencia es menor de un caso por
millén en menores de 15 afios de edad, mientras que en adultos mayores de 85 afos el riesgo
es de 1 entre 100 habitantes (Cogo et al., 1994; Heit, 2003). Esta alta incidencia es constante
desde 1980 y no se ha podido disminuir a pesar de que se conocen mejor los riesgos que la
ocasionan (Heit et al., 2001). En el TEV la presentacion clinica caracteristica, como el dolor
de piernas, la inflamacion y el dolor toracico al respirar, estd ausente en mas de la mitad de
los individuos afectados, incluyendo a aquellos que murieron por TEP. Aproximadamente
dos tercios de los pacientes con TEV importante no se reconocen ni reciben tratamiento
(Gama-Hernandez & Morales-Blanhir, 2008). Con respecto al riesgo segun el género de la
persona, se ha observado una mayor incidencia de TEV en hombres y éstos en edad avanzada,
asi como en mujeres obesas. El peso sugiere una alta incidencia en mujeres durante sus afos
de maternidad (Silverstein et al., 1998). Otros factores de riesgo independientes para TEV
son: cirugia, trauma, estar hospitalizado o en un asilo, neoplasia maligna con o sin tratamiento
con quimioterapia, catéter venoso central, trombosis venosa superficial previa y venas
varicosas. Al menos 90% de los casos de TEP son resultado de trombosis venosa en las

piernas. De esta manera la TVP y la TEP son expresiones clinicas de la misma enfermedad

(Lee et al., 1999).

2.3 Péptidos bioactivos



Las proteinas son componentes fundamentales de los alimentos que nutricionalmente
proporcionan aminodcidos esenciales para el crecimiento y mantenimiento del cuerpo
humano. Desde el punto de vista funcional, estos afectan las propiedades fisicoquimicas y
sensoriales de los alimentos, asi como también, muchas proteinas de la dieta pueden ejercer

efectos fisiologicos benéficos en el cuerpo humano (Korhonen et al., 1998).

En este sentido, desde el punto de vista funcional existen numerosas investigaciones sobre el
estudio de las proteinas alimentarias como componentes beneficiosos, en las cuales se estudia
la generacion de péptidos bioactivos a través de proteinas de diversos alimentos (Vioque &
Millan, 2005). El término bioactivo se emplea para describir componentes con diversos tipos
de actividad biologica, tales como funciones antihipertensivos, opioides, antioxidantes,
anticolesterolémicos, antimicrobianos, anticariogénicos, antitromboticos, anticancerigenos e

inmunomoduladores (Vioque et al., 2000).

En afios recientes la Ciencia de los Alimentos y Nutricion se ha interesado en los péptidos
bioldgicamente activos presentes en las proteinas de los alimentos. Tales péptidos son
inactivos dentro de la proteina precursora y pueden ser liberados por proteolisis enzimatica
durante la digestion gastrointestinal, durante el procesado de alimentos o mediante hidrdlisis
quimica o enzimatica (Mulero-Céanovas et al., 2011). Los hidrolizados proteinicos se pueden
elaborar mediante procesos quimicos, ya sea con acidos o élcalis, o mediante procesos
biologicos empleando enzimas. El método enzimatico es el mas recomendado si los
productos seran utilizados en el campo de los alimentos (Vioque et al., 2001). Los péptidos
liberados actian como componentes reguladores similares a las hormonas, dentro del cuerpo
humano. Los péptidos bioactivos son secuencias aminoacidicas que tienen la capacidad de
regular diversos procesos fisioldgicos, ayudando a prevenir y/o tratar diferentes desordenes

en la salud, que favorecen al estado de bienestar de los humanos (Hernandez-Ledesma et al.,

2013; Segura-Campos et al., 2013a).

La funcién de los péptidos bioactivos estd basada en su composicion aminoacidica y su
secuencia, ademas algunos péptidos pueden poseer propiedades multifuncionales (Korhonen

& Pihlanto, 2006). Los péptidos bioactivos son secuencias de aminodcidos de entre 2 y 20
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residuos de aminodcidos, aunque en algunas ocasiones pueden exceder esta longitud (Vioque
et al., 2000). Tras la administracion oral, los péptidos bioactivos pueden atravesar el epitelio
intestinal y llegar a tejidos periféricos via circulacion sistémica, ejerciendo su efecto sobre
los sistemas cardiovascular, digestivo, inmunologico y nervioso, dependiendo de su
secuencia aminoacidica. Su actividad es similar a la de una hormona o farmaco que modula
una funcion fisioldgica a través de la interaccion de éste con un receptor especifico
desencadenando una respuesta fisioldgica dependiendo de la secuencia aminoacidica de la
fraccion peptidica aislada de la proteina (FitzGerald & Meisel, 2000). De esta manera,
podrian alterar el metabolismo celular y presentar funciones vasoreguladoras,

neurotransmisoras, antihipertensivas, antioxidantes y antitrombdticas (Bar6 et al., 2001).

En los ultimos afios, debido a la gran relevancia que estos péptidos han obtenido en el
mercado, se han desarrollado técnicas para la obtencion de nuevos péptidos bioactivos a
partir de proteinas alimentarias mediante digestion enzimatica in vitro, empleando enzimas
proteoliticas de origen microbiano, animal y vegetal, asi como a través de la hidrdlisis por
microorganismos proteoliticos (Korhonen & Pihlanto, 2006). En la industria de los
alimentos, a menudo la hidrolisis enzimatica es aplicada para obtener proteinas alimentarias
con mejores propiedades funcionales sin la pérdida de su calidad nutritiva, ya que la reaccion
de la enzima requiere condiciones suaves y tiene minimos efectos sobre la calidad nutricional

de la proteina (Van der Plancken et al., 2003).

2.3.1 Obtencion de péptidos mediante hidrdlisis enzimatica

La hidroélisis de proteinas en los alimentos se lleva a cabo buscando el mejoramiento de las
caracteristicas nutrimentales, el retardo del deterioro, el aumento de la solubilidad, el
incremento de la formacion de espuma, de las propiedades de coagulacion y de la capacidad
emulsificante, asi como la remocion de sabores y olores desagradables y de sustancias toxicas
o inhibitorias (Lahl & Braun, 1994). En la hidrolisis de proteinas, la escision de los enlaces
peptidicos puede ser llevado a cabo por procesos enzimaticos o quimicos. Los procesos
quimicos que incluyen la hidrolisis &cida o alcalina, tienden a ser dificiles de controlar, y el

producto sufre una alta modificacion de aminodcidos. Las condiciones de hidrolisis acida
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convencional para la determinacion de aminodcidos, usa HC1 6 M a 110 °C por mas de 24 h,
puede destruir al aminoacido triptéfano, mientras que la hidrolisis alcalina puede reducir el
contenido de los aminoacidos cisteina, arginina, treonina, isoleucina, serina y lisina. Por otra
parte, la hidrdlisis enzimatica requiere de condiciones no agresivas, evitando asi las
condiciones extremas para los tratamientos quimicos, ademds de que no se disminuye el valor

nutricional de la proteina (Tavano, 2013).

En la hidrolisis enzimatica de las proteinas hasta obtener péptidos o aminoacidos libres, por
accion de enzimas proteoliticas, la composicion final y, por tanto, el uso de los hidrolizados
dependerd principalmente de la fuente proteica, del tipo de proteasa usada, de las condiciones
de hidrdlisis y del grado de hidrélisis alcanzado en la reaccion (Benitez et al., 2008). Las
proteasas o enzimas proteoliticas hidrolizan los enlaces peptidicos con diferentes grados de
intensidad y de selectividad, lo cual permite desarrollar hidrolizados proteinicos con
caracteristicas quimicas y nutricionales bien definidas (Badui, 2006; Tavano, 2013).
Generalmente, las proteasas que se utilizan son mezclas enzimaticas de grado comercial, se
venden en estado liquido o solido y se clasifican de varias formas. Segln su origen pueden
ser de animales, vegetales, o microorganismos (bacterias y hongos) (Guadix et al., 2000).
Durante la hidrélisis, la fuente de proteina, el tipo de enzima, la actividad bioldgica y las
condiciones del proceso influyen en la composicion de péptidos en el hidrolizado y por lo

tanto en sus propiedades funcionales (Vander Ven et al., 2002; Mulero-Canovas etal., 2011).

La especificidad de una proteasa determina la posicion en la cual una enzima cataliza la
hidrolisis de los enlaces peptidicos. El sitio activo de una enzima tiene un arreglo
caracteristico de residuos de aminodcidos los cuales definen la interaccion enzima-sustrato.
El conocimiento de la especificidad de una proteasa provee informacion que lleva a una
mejor eleccidn para actuar sobre un sustrato especifico. La diferencia de especificidad entre
proteasas es importante para considerar que proteasa elegir, de acuerdo a la fuente de proteina
que sera hidrolizada, asi como predecir los productos que se obtendran. Una misma proteina
puede producir diferentes hidrolizados usando diferentes proteasas (Tavano, 2013). Estas

proteasas pueden ser clasificadas, por su origen, (animal, vegetal, bacteriano o fingico), por
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su modo de accion catalitica (endo- o exo-actividad) o con base en su sitio catalitico (Benitez

et al., 2008).

En base a su actividad catalitica, las proteasas pueden dividirse en dos grandes grupos:
endopéptidasas, si hidrolizan enlaces internos de las cadenas peptidicas y exopéptidasas si
hidrolizan aminoacidos y dipéptidos de los extremos de las cadenas polipeptidicas (Guadix
et al., 2000). Estas ultimas pueden dividirse a su vez en aminopeptidasas si actiian por el
extremo N-terminal o carboxipeptidasas si lo hacen por el extremo C-terminal, como se

aprecia en la figura 2.

Cadena peptidica
N, —
Endopeptidasas

o proteinasas l

Exopeptidasas o

‘ peptidasas

WLUL PV

Aminopeptidasas Carboxipeptidasas
o dipeptidasas

figura 2. Clasificacion de enzimas segln su actividad catalitica (Torruco-Uco et al., 2008).

Dependiendo de la naturaleza del centro catalitico de las proteasas, estas difieren, debido a
los aminoacidos y otros ligandos que intervienen en la formacion del complejo enzima-
sustrato. El centro activo contiene aminoicidos denomindndose serinproteasas,
cisteinproteasas, aspartatoproteasas, segun intervengan los aminodcidos serina, cisteina o
acido aspartico, o bien el centro activo puede contener cationes metalicos que promueven la
catalisis, siendo el mas frecuente el zinc (Benitez et al., 2008). En la tabla 1 se muestran

algunas proteasas comerciales grado alimenticio que actualmente se encuentran disponibles.
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Tabla 1. Principales enzimas comerciales utilizadas en la obtencién de péptidos con

diferentes actividades bioldgicas.

Temp. Intervalo Sitio de accion
Tipo de enzima Fuente Nombre
(°C) de pH catalitica
Serinproteasas
-*Lis (o Arg) ---
Tripsina 30-60 7-9 )
-*Trp (o Tir, Fe,
Animal (Porcino, bovino) Quimotripsina 45-55 8-9 Lew)
eu) ---
Elastasa 6-8
-*Ala----
Bacillus Substilisin.
licheniformis Carlsberg, 50-60 6-10
Bacteriana Alcalasa -*AAhf----
Bacillus Subst. BPN, 40-55 6-10
amyloliquefaciens Substilisin Novo
Cisteinproteasas
Papaya Papaina 40-75 5-8 -*Fe (o Val, Leu)-
Plantas Pifa Bromelaina 20-65 5-8 AARf ---
Latex de Ficus Ficina 5-8
Aspartato
proteasas
-Fe (o Tir, Leu)*-
) Porcino, bovino Pepsina 1-4
Animal o Trp
Becerro Quimosina 4-6 ]
(o Fe, Tir)
Aspergillus saitoi ~ Aspergilopeptidasa  35-50 2-5 Glu, Asp, Leu*
Fungica A
Rhizopus sp. Newlasa 40-50 3-6 Similar a la pepsina
Metalo
proteasas
*Carbonilo del AA
terminal del
) Carboxipeptidasa ]
Animal Pancreas A 7-8 péptido,
excepto Pro, Arg,
Lis
) Bacillus Neutrasa® 40-55 6-7,5 -Fe, Leu, Val*---
Bacteriana o
amyloliquefaciens Termolisina 7-9 -lle, Leu, Val, Fe*--
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Bacillus
thermoproteolyticus
Preparaciones
enzimaticas
Mezcla de
papaina, Amplia
) Fruto de la papaya Papaina cruda 5-9 o
quimopapaina y especificidad
lisozima
Mezcla de
tripsina, ) )
L Péancreas (bovino y i Muy amplia
quimiotripsina, ) Pancreatina 30-80 7-9 o
porcino) especificidad
clastasa y
carboxipeptidasa
Mezcla de serin-,
aspartato y Veron P, Sumicina Muy amplia
Aspergillus oryzae o 40-55 4-8 o
metalo- LP, Biocina A especificidad
proteasas.
Mezcla de endo-
y exoproteasas, Streptomyces Muy amplia
o Pronasa 7-9 .
actividad en pH griseus especificidad

alcalino y neutro.

Fuente: Benitez et al. (2008).

Por otra parte, el grado de hidrélisis es la propiedad fundamental de un hidrolizado y va a
determinar en gran medida las restantes caracteristicas del mismo y por tanto su posible uso.
El grado de hidrélisis se define como el porcentaje de enlaces peptidicos rotos en relacion a
la proteina original. El grado de hidrolisis final estd determinado por las condiciones
utilizadas, siendo éstas, la concentracion de sustrato, la relacion enzima/sustrato, el tiempo
de incubacion y las condiciones fisicoquimicas tales como el pH y la temperatura. Otro factor
que también va a determinar el grado de hidrélisis es la naturaleza de la enzima, caracterizada
por su actividad especifica y tipo de actividad. Asi, la naturaleza de la enzima usada no s6lo
va a influir en el grado de hidrélisis, sino también en el tipo de péptidos producidos (Benitez
et al., 2008). Dependiendo del grado de hidrolisis (GH), los productos proteinicos pueden ser
clasificados en hidrolizados parciales (GH < 10%) y extensivos (GH > 10%), cada uno de

ellos presenta propiedades especificas que afectan a su utilizacion siendo los hidrolizados
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extensivos una tendencia prometedora en el campo de los alimentos funcionales, debido a la
presencia de péptidos con actividad biologica, los cuales pueden actuar sobre diversos

procesos fisioldgicos del organismo (Vioque et al., 2006).

2.3.2 Biodisponibilidad de los péptidos bioactivos

La digestibilidad de una proteina y la biodisponibilidad de sus amino4cidos es un factor
importante el cual determina la calidad de la proteina. El valor nutritivo de las proteinas
depende de la capacidad que estas tienen para satisfacer las necesidades de nitrogeno y
aminoacidos esenciales. Esto es, debido a que no todas las proteinas son digeridas, absorbidas
y utilizadas en el mismo grado. Las diferencias en la digestibilidad de las proteinas podria
deberse a diferencias inherentes en la naturaleza de los constituyentes de la proteina
alimenticia, los cuales podrian alterar la digestion como resultado de factores anti fisiologicos
o por condiciones en el procesamiento que alteran el proceso enzimatico de digestion

(Adebowale et al., 2005).

Las proteinas y péptidos de la dieta estan sujetos a cambios drasticos en su estructura durante
los procesos de ingestion, digestion y absorcion. El destino metabdlico de los aminoécidos
es complejo y va desde la utilizacidn como sustrato energético o hasta la sintesis de proteinas
y péptidos, pasando por la sintesis de aminoacidos no esenciales o la formacion de otros

compuestos nitrogenados (Martinez-Augustin & Martinez de Victoria, 2006).

Las proteinas ingeridas son primeramente hidrolizadas por varias proteinasas en el tracto
gastrointestinal para producir oligopéptidos, algunos de los cuales pueden ser bioldgicamente
activos, sin embargo algunas proteinas resisten la hidrolisis de las proteinasas permaneciendo
intactas en el tracto. Algunos de los oligopéptidos formados durante la hidrolisis por
peptidasas son de tamafio pequefio (di y tri-péptidos), los cuales son digeridos por peptidasas
que se encuentran en el borde de la superficie de las células epiteliales para producir
aminoacidos, no obstante algunos de éstos permanecen sin ser hidrolizados (Shimizu, 2004).
Los di y tri-péptidos pueden ser absorbidos en forma intacta, atravesando la membrana

intestinal, con ayuda de un sistema de transportadores peptidicos especificos. El
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transportador peptidico PepT1 emplea un gradiente electroquimico transmembranal de
protones como fuerza de transporte y con amplia especificidad (Yang et al., 1999). Algunos
de los aminoacidos presentes en la célula son utilizados como fuente energética, otros sufren
transformaciones metabolicas (transaminacion de aminoacidos dicarboxilicos) antes de pasar
a la sangre. A su llegada al higado, una parte de los aminoacidos es captada y utilizada por
este organo, el resto entra en la circulacion sistémica y son utilizados por los tejidos

periféricos (Martinez-Augustin & Martinez de Victoria, 2006).

2.3.3 Actividad bioldgica de los péptidos

Los péptidos bioactivos o péptidos con actividad biologica producidos durante la digestion
gastrointestinal o la elaboracion de alimentos pueden ejercer un importante papel en la
regulacion y la modulacion metabdlica, que sugiere su uso potencial como nutracéuticos e
ingredientes de alimentos funcionales para promocion de la salud y la reduccion del riesgo

de enfermedad (Mulero-Canovas et al., 2011).

Las secuencias aminoacidicas de los péptidos tienen la capacidad de regular diversos
procesos fisiologicos, como se observa en la tabla 2, alterando el metabolismo celular y
actuando como hormonas o neurotransmisores a través de interacciones hormona-receptor y
cascadas de sefializacion; también pueden ejercer su accion sobre la regulacion del
metabolismo controlando las glandulas de excrecion, ajustando la presion arterial, ejerciendo
efectos sobre el sueflo, memoria, dolor, apetito y los efectos de las vias de estrés del sistema
nervioso central, ejerciendo sus efectos a nivel local o en diversos drganos una vez que han

ingresado en el sistema circulatorio (Ruiz-Ruiz et al., 2013a).

Tabla 2. Péptidos biolégicamente activos y sus efectos en el organismo

Péptidos Efecto en el organismo

Inmunomoduladores Estimulan la respuesta inmune
Inhibidores de la enzima convertidora de Reducen el riesgo de padecer enfermedades

Angiotensina-I cardiovasculares
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Antioxidantes

Reguladores del transito intestinal

Reguladores de la proliferacion intestinal

Antimicrobianos

Anticoagulantes

Previenen enfermedades degenerativas y
envejecimiento

Mejoran la digestion y absorcion

Reducen la proliferacion de tumores
cancerigenos

Reducen el riesgo de infecciones

Reducen los riesgos de padecer trombos

Fuente: Iwaniak & Minkiewicz (2007).

Considerando la relacion que guarda la nutricion con el estado de salud, los péptidos con
actividad biologica podrian ayudar a reducir la actual problemadtica de enfermedades cronicas

degenerativas que afectan a un amplio sector de la poblacion mundial (WHO, 1999).

2.3.4 Péptidos antioxidantes

Un antioxidante puede definirse como una sustancia que disminuye las concentraciones,
retrasa o previene la oxidacion de un sustrato de manera significativa (Hernandez, 2003). Los
antioxidantes actian a distintos niveles: pueden disminuir las concentraciones de oxigeno en
compartimentos localizados, prevenir el inicio de la reaccidon en cadena de especies de
oxigeno reactivo (EOR), descomponer a los peroxidos y convertirlos en alcoholes e
interrumpir la reaccion en cadena al interceptar radicales hidroxilo o alcoxilo (Aruoma,

1996).

Existen muchas evidencias de que la oxidacion de moléculas biologicas, membranas y
tejidos, inducida por el oxigeno activo y mediada por radicales libres, se relaciona con un
aumento en la incidencia de las principales enfermedades digestivas de los seres humanos.
Por otro lado, también se ha acumulado abundante informacion sobre la capacidad de algunos
componentes de los alimentos para disminuir o prevenir los procesos de oxidacion celular
(Murillo, 2006). Estudios epidemiologicos indican que las dietas ricas en frutas, vegetales y
granos estan asociadas con disminucidn de riesgo de varias enfermedades degenerativas tales

como el cancer y enfermedades cardiovasculares. Esta asociacion es a menudo atribuida a

18



diferentes componentes antioxidantes tales como la vitamina C, vitamina E, carotenoides,
licopenos, polifenoles y otros fitoquimicos (Amin et al., 2006). Murillo (2006) menciona que
el metabolismo oxidativo, proceso biologico normal, es capaz de generar radicales libres
oxigenados, altamente reactivos. Esas especies con oxigenos activos incluyen el radical
superdxido (O2), el peroxido de hidrogeno (H202) y el radical 6xido nitrico (NO). Cabe
mencionar, que permanentemente estamos expuestos a radiaciones electromagnéticas que
rompen el agua generando radicales OH. Por lo que, especies de oxigeno reactivo y otros
radicales libres producen dafo oxidativo en el DNA, proteinas y otras macromoléculas tales

como los lipidos (Davalos et al., 2004).

Proteinas, hidrolizados de proteinas, péptidos individuales y aminoacidos han mostrado un
significativo poder antioxidante. Algunos aminoacidos han sido encontrados por poseer una
actividad antioxidante fuerte en acido linoleico y sistemas linoleato de metilo. Las proteinas
de una variedad de plantas, animales y fuentes microbianas, como el gluten, albumina de
huevo, caseina, proteina de soya y proteina de levadura han exhibido actividad antioxidante.
En muchos casos, las fracciones peptidicas o los hidrolizados de proteinas han mostrado una
mayor actividad antioxidante que las proteinas intactas o mezclas de aminoacidos, sugiriendo

que los péptidos juegan un mayor papel en la actividad antioxidante de las proteinas.

2.3.5 Péptidos antitromboticos

La agregacion plaquetaria es un paso critico en la formacion de trombos y estd mediada por
el enlace del fibrinbgeno y su receptor, la glucoproteina GPIIb/Illa de la membrana de las
plaquetas, la cual involucra el reconocimiento de la secuencia Arg-Gli-Asp (AGD) del
fibrindgeno. Es concebible, por lo tanto, que los péptidos que contienen la secuencia AGD
puedan ser capaces de antagonizar el acoplamiento del fibrindgeno a la GPIIb/I11a, resultando

en la inhibicion de la agregacion de plaquetas (Silva y Malcata, 2005).

En la secuencia AGD, una unidad catidnica en este caso, el grupo guanidino de la cadena
lateral de la Arg y la estructura del acido carboxilico del Asp, es requerida para la actividad

inhibitoria. Ademas, la distancia entre estos grupos funcionales cationicos y anidénicos son
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un factor importante para potencializar la actividad inhibitoria. El fibrindgeno enlaza sitios
de la GPIIb/IlIa, la cual tiene un nimero de residuos de Asp, y a causa de esto el grupo
guanidino de la Arg, en el caso de compuesto tipo-AGD, se piensa que puede estar
involucrado en la ligadura i6nica con el grupo carboxilato del Asp en la GPIIb/IIIa57

(Erdmann et al., 2007).

Por lo anterior, los péptidos que son antagonistas del fibrindgeno y se fijan a la GPIIb/IIIa
son utiles en la prevencion de la trombosis y en los regimenes de tratamiento post-
angioplastia o post-tromboliticos. Los principales péptidos aislados con actividad
antitrombotica se encuentran presentes en la leche. A nivel molecular, la coagulacion de la
sangre y de la leche muestra gran similitud. En la leche, el mecanismo de coagulacion es
definido por la interaccion de la k-caseina con quimosina, y el proceso de coagulacion de la
sangre es definido por la interaccion del fibrindgeno con trombina (Korhonen y Pihlanto,

2005).

2.3.6 Péptidos anticolesterolémicos

La hiperlipidemia, en especial la hipercolesterolemia, es uno de los mas importantes factores
de riesgo que contribuyen al desarrollo de enfermedades cardiovasculares. Los niveles de
colesterol plasmatico estan influenciados por distintos factores como son la dieta, su
biosintesis, absorcion y secrecion. Para su absorcion intestinal, necesita ser solubilizado en
forma de micelas constituidas por acidos biliares y otros lipidos, por lo que aquellos
mecanismos o sustancias que reduzcan la absorcion intestinal del colesterol son considerados
beneficiosos para la salud. Se ha observado que las proteinas de la dieta pueden afectar la
concentracion de colesterol sérico (Nagaoka et al., 2001) Las proteinas mas estudiadas han
sido las de soja y las de la leche, siendo las proteinas de la soja mas hipocolesterolémicas que
la caseina. El efecto hipocolesterolemiante de los péptidos bioactivos se atribuye a dos

acciones de los mismos:

* Los péptidos bioactivos inhiben la absorcion del colesterol, posiblemente debido a la

represion de la solubilidad micelar del colesterol.
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* Algunos péptidos pueden incrementar la concentracion o el nimero de los receptores LDL,
que estan cronicamente suprimidos por la hipercolesterolemia o administracion de colesterol

de la dieta (Nagaoka et al., 1999).

Debido al hecho que el colesterol necesita ser primero solubilizado en forma de micelas
constituidas por acidos biliares y otros lipidos para su abosorcion intestinal, se ha sugerido
que los péptidos con actividad hipocolesterolémica pueden competir con el colesterol por un
sitio en dichas micelas reduciendo de esta forma la solubilidad del colesterol, su absorcion

intestinal y por ende los niveles de colesterol plasmatico.

Pocos péptidos con actividad hipocolesterolémica han sido secuenciados y su relacion
estructura-actividad bien definida. Sin embargo, por su naturaleza anfifilica, la hipotesis mas
aceptada en el mecanismo de accion de dichos péptidos es la de competir con el colesterol
en las micelas que lo contienen y que son absorbidas en el yeyuno. Asi, los péptidos IIAEK,
LPYP y WGAPSL han sido aislados del hidrolizado triptico de leche bovina (Nagaoka et al.,
2001), de la glicina de soya (Kwon et al., 2002) y de hidrolizados con alcalasa de soya
(Zhong et al., 2007), respectivamente.

2.3.5 Fuentes de obtencion de péptidos bioactivos

Toda fuente de proteina alimentaria es susceptible de aportar péptidos bioactivos, siendo los
mas estudiados los péptidos aislados de la leche humana y de vaca, ademas se han aislados
péptidos a partir de hidrolizados enzimaticos de proteinas muy diversas: sardina, maiz, soya,
gelatina (Bard6 et al., 2001). Los péptidos bioactivos han sido aislados de diferentes fuentes
alimenticias como: proteina miofibrilar de porcino (Saiga et al., 2003), yema de huevo
(Yoshii et al., 2001; Miguel et al., 2006), del musculo y esqueleto de pescado (Neves et al.,
2004; Je et al., 2004), de la proteina de la leche (caseinas) y suero de la leche (Warner et al.,
2001; Sipola, 2002; Hosono et al., 2002; Gobbetti et al., 2004).

Como las proteinas animales, tradicionalmente empleadas por su gran valor nutritivo y

propiedades funcionales, son dificiles de adquirir debido a su elevado costo de produccion,
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ha sido necesario buscar alternativas de menor costo, de fuentes regionales y con la viabilidad
de reducir los riesgos de enfermedades cronicas, siendo las proteinas vegetales la mejor
alternativa (Cérdova-Lizama et al., 2013). En paises desarrollados, las proteinas vegetales
son consideradas tanto como ingredientes funcionales versatiles, y como componentes
biologicamente activos, mas que como nutrientes (Adebowale et al., 2005). Recientemente
se ha encontrado que las fuentes de origen vegetal presentan un contenido elevado de
proteinas, el cual es importante para ser explotadas en la obtencidon de ciertos componentes
bioactivos como son: péptidos, fracciones peptidicas y aminoacidos libres, que pueden tener
cierta actividad benéfica al organismo (Clemente et al., 1999). Recientemente se ha
encontrado que las fuentes de origen vegetal presentan un contenido elevado de proteinas, el
cual es importante para ser explotadas en la obtencion de ciertos componentes bioactivos
como son: péptidos, fracciones peptidicas y aminodcidos libres, que pueden tener cierta
actividad benéfica al organismo (Clemente et al., 1999). Es por ello, que la Ciencia de los
Alimentos, ha mostrado interés por el uso de los pseudocereales, entre los cuales se
encuentran los amarantos, estos ademas de ser ricos en proteina, son a la vez de buena

calidad, ya que, son ricas en aminoacidos esenciales.

2.4 Amaranto

El amaranto es cultivado en América, su cultivo se remonta a mas de siete mil afios. Se
produce en paises tradicionales como México, Pert, Bolivia, otros como China, Estados
Unidos y la India. Esta semilla es una fuente importante de proteinas ya que el contenido
proteico de este grano oscila entre el 13.2 y el 18.2% de su peso, conteniendo el doble de
proteina que el maiz y el arroz, y 60 a 80 % mas comparado con el trigo (Gorinstein et al.,
2010). Asi mismo es fuente de acido folico, niacina, calcio, hierro, fésforo y vitaminas como
A, B, C, Bi, B2 y B3 siendo también un alimento con gran cantidad de aminoacidos como la

lisina (Chatuverdi et al., 1993).

El consumo de amaranto estaba muy arraigado entre los Aztecas. Era considerado un
alimento ritual, que se utilizaba en la elaboracion de diversos alimentos tales como atoles,

tamales, pinole y tortillas, y sus hojas se consumian también como verdura. Las zonas de
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produccion y cultivo de amaranto son las mismas de la época precolombina. El Estado de
Puebla es el mayor productor de amaranto en México con el 51% de la produccion total
nacional. Le sigue Morelos, Tlaxcala, el Distrito Federal, el Estado de México y Guanajuato

conel 22, 18, 9, 6 y 2% respectivamente (INEGI, 2007).

Las semillas de amaranto presentan un interesante contenido de proteinas (12-18%) y
mayores niveles de lisina que los cereales (Barba de la Rosa et al., 1992). El contenido de
proteinas se incrementa hasta el 20% en las harinas desgrasadas y hasta el 75% en los aislados
proteicos de amaranto. Asimismo, el contenido lipidico de las semillas de amaranto presenta
un atractivo balance de 4cidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados junto con
elevados niveles de escualeno (Berganza et al., 2003). Entre sus acciones benéficas destacan
que las pequenas semillas contienen niveles considerables de proteinas de alta calidad y bajos
niveles de acidos grasos saturados en la fraccion de aceite. Ademads de su alto valor nutritivo,
el grano de amaranto tiene un importante efecto hipocolesterolémico en roedores (Berger et

al., 2003).

2.4.1 Valor nutricional del amaranto

El amaranto es un pseudocereal con un muy alto valor nutritivo por su alto contenido de
proteinas (Tabla 3 ), aminoacidos y minerales; en los ltimos afios se ha comprobado, por
medio de técnicas analiticas modernas, la alta calidad y cantidad de proteinas que contiene
el amaranto, lo que llama la atencion de los especialistas en alimentos (Garcia et al., 2010).
El amaranto posee entre 14 y 18 g de proteina, valor superior al de todos los cereales (trigo:
10 a 15 g; arroz: 5 a 8 g); las extraordinarias propiedades nutricionales y fisicoquimicas de
la proteina estan bien documentadas; su importancia no radica en la cantidad sino en la

calidad de la misma con un excelente balance de aminoacidos (ante todo los esenciales).

Tabla 3. Contenido de proteina del amaranto comparada a los principales cereales (g/100 g
pasta comestible).

CULTIVO PROTEINA

Amaranto 13.6-18.0
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Cebada 95-17.0

Maiz 9.4-14.2
Arroz 7.5

Trigo 14.0-17.0
Centeno 9.4-14.0

Fuente: National Academy of Sciences (1975).

El amaranto se destaca por un contenido importante de lisina, aminoacido esencial en la
alimentacion humana, que comunmente es mas limitante en otros cereales. Segiin la FAO y
la OMS, sobre un valor proteico ideal de 100%, el amaranto posee 75%, la leche vacuna
72%, la soja 68%, el trigo 60 %y el maiz 44%. Cuando se realizan mezclas de harina de
amaranto con harina de maiz, la combinacion resulta excelente, llegando a indices cercanos
del 100%, porque el aminodcido que es deficiente en uno abunda en el otro. Ademas, la
digestibilidad de su grano es del 93%.

Actualmente, diversas investigaciones se centran en el estudio de las proteinas, no s6lo como
componentes nutricionales, o por sus propiedades funcionales, sino como materia prima para
la obtencion de péptidos bioactivos, ya que todas las fuentes de proteinas alimentarias,

aportan péptidos funcionales.

2.4.2 variedades de amarantos

El Amaranthus sp como cultivo es originario de América. A cruentus, A caudatus y A
hypochondriacus son las tres especies domesticadas para utilizar su grano, y probablemente
descienden de las tres especies silvestres; A powelli, A quitensis 'y A hybridus,
respectivamente, todas de origen americano; aunque se sostiene que A quitensis es sindnimo
de A hybridus y que solamente esta ultima podria ser la antecesora de las tres cultivadas.

La familia Amarantacea se compone de 60 géneros y alrededor de 800 especies, 60 de estas
especies son cosmopolitas y crecen particularmente en sitios perturbados en donde se les

considera como malezas.
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Existe una amplia variabilidad en las diferentes especies del género. Solo tres de ellas son
cultivadas: Amaranthus hypochondriacus, originario de M¢éxico, Amaranthus cruentus,
originario de Guatemala y el sureste de México y Amaranthus caudatus, cuyo origen es
América del Sur. Asociadas a éstas existen tres especies de malezas: 4. powelli, A. hybridus

y A. quitensis.

2.4.3 Quelite blanco (A. hybridus)

El quelite blanco (Amaranthus hybridus) es una especie anual de origen sudamericano que
se reproduce por semillas. Pertenece a la familia de las Amarantéaceas, que comprende mas
de 60 especies entre las que se encuentran algunas comestibles, difundidas en las regiones

calidas y templadas (Burkart 1978).

2.4.4 Amaranto (4. hypochondriaccus)

Sauer (1950; 1967) indica que Amaranthus hypochondriacus es otra importante especie para
la produccion de grano y es originaria de México, ya que aqui se le cultivaba desde el tiempo
de los Aztecas, actualmente se sigue cultivando y se encuentra ampliamente distribuida en
México; también se cultiva en los Himalayas en Nepal y en el sur de la India donde se han

formado centros secundarios de diversificacion.
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III. ANTECEDENTES

En la actualidad, diversas investigaciones se centran en la obtencion componentes bioactivos

que posean diferentes actividades.

Rajapakse et al. (2005), evaluaron la actividad antitrombotica de hidrolizados proteinicos
obtenidos del pez limanda (Limanda aspera), usando siete enzimas diferentes: alcalasa,
neutrasa, pepsina, papaina, a-quimiotripsina, tripsina y la enzima cruda del ciego pildrico del
atin (TPCCE, por sus siglas en inglés). Determinaron la actividad anticoagulante de los
hidrolizados mediante las pruebas de coagulacion de tiempo parcial de tromboplastina
activado (APTT, por sus siglas en inglés), tiempo de protrombina (PT, por sus siglas en
inglés) y tiempo de trombina (TT). Los resultados mostraron que todos los hidrolizados
después de 4 h de reaccion, prolongaron APTT, pero no PT y TT, sin embargo, la mayor
prolongacion de APTT se presentd en el hidrolizado de a-quimiotripsina (68.4 = 0.5 s), por
lo que, este hidrolizado fue fraccionado secuencialmente mediante cromatografia de
intercambio anidnico, cromatografia de filtracion en gel y cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés). Mediante espectrometria de masas de
desorcion/ionizacion laser acoplada a un analizador de tiempo de vuelo (MALDI-TOF, por
sus siglas en inglés) y electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-
PAGE), identificaron el peso molecular de la fraccion purificada en 12.01 kDa. La secuencia
aminoacidica (TDGSEDYGILEIDSR) fue determinada por un secuenciador de proteinas
automatizado acoplado a un sistema HPLC. Determinaron la especificidad de la actividad
sobre los factores de coagulacion activados, usando una prueba de coagulacion modificada
de APTT, con lo que identificaron que la fraccion inhibid el factor FXIla y fue nombrada
YAP, por su acronimo en inglés yellowfin sole anticoagulant protein (Proteina
anticoagulante del pez Limanda). Se determinod la actividad inhibitoria de la agregacion
plaquetaria mediada por adenosin difosfato (ADP), trombina y colageno. Los resultados
mostraron que la inhibicién de la agregacion mediada por la trombina fue mayor que la
mediada por ADP en todas las concentraciones de Y AP evaluadas, no obstante, la agregacion
fue completamente inhibida en concentraciones de 600 y 660 pM, respectivamente. Lo

anterior, indicaron estos autores se debi6 a que YAP es un potente inhibidor del receptor de
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superficie celular glicoproteinico GPIIb/Illa. A pesar de lo anterior, YAP no inhibi6 la
adhesion plaquetaria mediada por el colageno via glicoproteina GPIa/lla. Se concluyo, que

los hidrolizados de proteina del pez limanda son moléculas bioactivas potentes.

Zhang et al. (2008), evaluaron la actividad antioxidante y antitromboética de péptidos y
fracciones peptidicas obtenidos por extraccion enzimatica acuosa a partir de semillas de colza
(Brassica napus). La extraccion de los péptidos (CRPs) y sus fracciones (RP25 y RP55) fue
realizada con pectinasa, celulasa, beta-glucanasa y alcalasa y tuvieron un peso molecular <
600 Da. El ensayo de la actividad antitrombotica se llevo a cabo evaluando la capacidad para
inhibir la coagulacion del fibrindgeno catalizada con trombina. Los resultados mostraron que
los péptidos de Brassica napus poseen una marcada actividad antitrombdtica. Para CRPs, el
efecto inhibitorio fue de 90% a concentraciones de 30 y 40 mg/mL, aunque el efecto
inhibitorio no fue dependiente de la dosis. El efecto inhibitorio de RP25 y RP55 fue de 90%
en concentraciones de 50 mg/mL, sin embargo, estas dos fracciones peptidicas exhibieron
que a menor concentracion, disminuyo la actividad antitrombotica. Estos resultados fueron
comparados con la actividad antitrombdtica de la heparina, un farmaco comun para el
tratamiento de la trombosis, que mostro tener un efecto inhibitorio dependiente de la
concentracion, con una dosis media efectiva (EDso) de 0.07 mg/mL. Los resultados obtenidos
en cuanto a la actividad antioxidante, indicaron que RP55 y CRPs mostraron mayor poder
reductor del radical DPPH" que RP25 con un EDso 72, 41 y 499 pg/mL, respectivamente.
Estos autores concluyeron que las proteinas y péptidos de Brassica napus podrian ser usados
para mejorar la calidad nutricional de los alimentos, ademas de que las actividades
antioxidante y antitromboética son nuevas caracteristicas funcionales que presentaron los
péptidos de la semilla de colza, expandiendo sus aplicaciones como ingredientes para el

desarrollo de alimentos funcionales.

Kongo et al. (2011), evaluaron la actividad anticolesterdlemica in vitro en hidrolizado
proteinico de maiz obtenidos por hidrolisis enzimatica con Flavorzyme® para la produccion
de hidrolizados cono actividad hipocolesterolémica, para su posible aplicacion en alimentos
funcionales para ello, utilizaron aislado proteico de maiz el cual se preparé en un medio

alcalino. En el hidrolizado obtenido evaluaron la actividad hipocolesterolémica mediante dos
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método, el primero fue la inhibicion de la solubilidad micelar del colesterol, y el segundo fue
la capacidad de union con los &cidos biliares. Los acidos biliares utilizados fueron:
glicocolato de sodio, colato de sodio y desoxicolato de sodio. Como resultados obtuvieron
que los hidrolizados obtenidos a 90 min con Flavourzyme® mostraban un GH de 12.25%.
Ademas de tener una actividad hipocolesterolémica eficaz de 67.42, 19.01, 9.99 y 86.90% de
la inhibicién del colesterol micelar solubilidad, glicocolato de sodio, colato de sodio y

desoxicolato de sodio, respectivamente.

Sabbione et al. (2015), evaluaron la actividad antitrombotica de fracciones de proteinas e
hidrolizados enzimaticos a partir del aislado proteinico de semillas de amaranto Amaranthus
mantegazzianus. El aislado proteinico que se obtuvo por precipitacion isoeléctrica (pH 5) y
la obtencion de las fracciones de albuminas y globulinas por extraccion secuencial con
solventes, fueron obtenidos a partir de harina de las semillas de amaranto. La hidrolisis
enzimatica del aislado proteinico y las fracciones, se realizé usando alcalasa (pH 10, 37 °C)
y tripsina (pH 8, 37 °C). Los hidrolizados fueron caracterizados fisicoquimicamente y
evaluaron su actividad antitrombdtica mediante la capacidad para inhibir la coagulacion del
fibrin6geno catalizada con trombina y las pruebas de coagulacion de tiempo parcial de
tromboplastina activado (APTT, por sus siglas en inglés), tiempo de protrombina (PT, por
sus siglas en inglés) y tiempo de trombina (TT, por sus siglas en inglés). Estos autores
observaron que las fracciones y los hidrolizados presentaron diferentes perfiles
electroforéticos en geles de poliacrilamida tricina (tricina-SDS-PAGE, por sus siglas en
inglés), disminuyendo el niimero y la intensidad de bandas de masas moleculares que fueron
menores a 26 kDa, lo que indicéd que los polipéptidos de estas fracciones son sustrato para la
enzimas, convirtiéndose en péptidos mas pequenos. La evaluacion de la capacidad para
prevenir la formacion de codgulos de fibrina catalizado por trombina, indicé que la fraccion
de glutelina sin hidrolizar e hidrolizada (GH 25.9%), presentd la mayor actividad de
inhibicién con un I/Csp de 0.080 y 0.074 mg/mL, respectivamente. Ademas de esta
evaluacion, las pruebas de coagulacion que son usadas comiunmente en los laboratorios
bioquimicos clinicos y que evaluan la actividad antitrombdtica en diferentes etapas de la
cascada de coagulacion, se correlacionaron y confirmaron los resultados obtenidos en la

evaluacion anterior. Se concluyd que la hidrolisis de las proteinas de amaranto mejord la
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actividad antitrombotica mediante la union de estas al fibrindgeno o mediante la inhibicion

de la actividad de la trombina.

Estos estudios, son algunos de los cuales demuestran el potencial de los hidrolizados
proteicos, a partir de materias primas alimenticias, como componentes bioactivos. Mostrando
que las amaranticeas poseen diversas actividades bioldgicas, entre las cuales resaltan la
antioxidante, antitrombotica y anticolesterolémica. Con base en esto, se sugiere el estudio de
dichas matrices alimentarias, como coadyuvantes en el tratamiento de algunas enfermedades
tales como hipercolesterolemia y trombosis, asi como su posible uso en la formulacion de

alimentos funcionales.
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IV. JUSTIFICACION

Si bien el Oz es vital en multiples funciones fisioldgicas, al generarse ciertas reacciones
quimicas y bioquimicas en el organismo se producen sustancias prooxidantes, generando el
estrés oxidativo. Considerando el estilo de vida agitado, y los hdabitos alimenticios
inadecuados, los cuales, promueven el incremento en la produccion de dichas sustancias, asi
como a la generacion de radicales libres, los cuales pueden afectar de diferentes maneras al
ser humano, causando diversos padecimientos. Por otra parte, las enfermedades
cardiovasculares (ECV) son una de las principales causa de defuncion a nivel mundial. En
México anualmente mueren alrededor de 227,978 personas a causa de una enfermedad
cardiovascular, de acuerdo con el Instituto Mexicano de Salud Cardiovascular (2010),
teniendo mayor incidencia en el padecimiento de trombosis venosa, pues aproximadamente
el 28% de la poblacion mexicana, padece dicha enfermedad (SSA, 2015). Entre los
principales precursores de las enfermedades del tipo cardiovascular se encuentra la
hipercolesterolemia, esta afeccion ocurre cuando el nivel de colesterol sérico total se
encuentra por encima de los 200 mg/dL (en sangre) generando su acumulacion en las paredes
de los vasos sanguineos y arterias. Aunque actualmente se cuenta con tratamiento
farmacoldgico tanto para tratar la trombosis venosa, como para reducir los niveles de
colesterol total, el uso prolongado de dichos farmacos trae como consecuencia diversas
afecciones (formacion de hematomas, hemorragias, trombocitopenias, toxicidad hepatica,
problemas de higado graso, cirrosis no alcoholica) sobre la salud de quien los consume. Es
por ello que desde hace algunas décadas se han buscado alternativas que ayuden a disminuir
el desarrollo de dichas enfermedades; una de las alternativas propuestas es el uso de péptidos
bioactivos, los cuales se pueden obtener de la hidrolisis de las proteinas de fuente tanto
animal como vegetal, dentro de las fuentes vegetales se han obtenido de algunos pseudos
cereales como el amaranto el cual presenta un alto contenido de proteinas de buena calidad,
ya que son ricas en aminoacidos esenciales, y este puede ser de uso potencial para la
obtenciéon de compuestos bioactivos con actividades antioxidantes, antitromboética y
anticolesterolémica, por lo que en este trabajo se propone utilizar las variedades A. hibrydus

y A. hypochondriaccus como fuente de proteinas para ser sometidas a hidrdlisis enzimatica
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empleando enzimas comerciales, esto con el fin de obtener de péptidos bioactivos que ayuden

en el tratamiento de dichos padecimientos.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Obtener hidrolizados proteicos a partir de semillas de quelite blanco (4. hybridus) y amaranto

(4. hypochondriaccus) empleando enzimas comerciales, evaluar su efecto sobre la

solubilidad micelar de colesterol, asi como su efecto sobre la agregacion plaquetaria y su

capacidad antioxidante.

5.2 Objetivos especificos

a)

b)

Obtener y caracterizar fisica y quimicamente las harinas y concentrados proteicos de
semillas de quelite blanco (4. hybridus) y amaranto (A. hypochondriaccus) y calcular el
valor energético.

Evaluar las cinéticas de hidrélisis extensiva de los concentrados proteicos de semillas de
quelite blanco (4. hybridus) y amaranto (A. hypochondriaccus) a diferentes tiempos de
reaccion al emplear las enzimas comerciales pepsina® y alcalasa® de manera individual.
Evaluar de manera “in vitro” la capacidad antioxidante de los concentrados e hidrolizados
proteicos de semillas quelite blanco (4. hAybridus) y amaranto (4. hypochondriaccus).
Evaluar la actividad inhibidora sobre la agregacion plaquetaria “in vitro” tanto en los
concentrados como en los hidrolizados proteicos de semillas quelite blanco (A. hybridus)
y amaranto (4. hypochondriaccus).

Evaluar de manera “in vitro” la inhibicion de la solubilidad micelar del colesterol de los
concentrados e hidrolizados proteicos de semillas quelite blanco (4. Aybridus) y amaranto

(4. hypochondriaccus).
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Obtencion de la materia prima

Las semillas de quelite blanco (4. hybridus) se obtuvieron de la comunidad Seccion Los
Bibiano de San Felipe Jalapa de Diaz, Oaxaca, México, la cual se localiza a una altitud de
137 msnm

El amaranto (4. hypochondriaccus) (cultivado en el Municipio de San Salvador el Verde,
Puebla, México a una altitud de 2,320 msnm) se adquirié en el mercado local de Tuxtepec,
Oaxaca.

Todos los reactivos empleados en esta investigacion fueron de las marcas reconocidas tales
como Sigma, J. T. Baker (Phillisburg, NJ, USA). Las enzimas Pepsina® y Alcalasa®, fueron
adquiridas de los laboratorios Sigma (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA).

6.2 Obtencion de las harinas de semillas de quelite blanco (4. hybridus) y

amaranto (4. hypochondriaccus)

Los granos de amaranto y de quelite blanco fueron secados en una estufa Binder mod. ED
115, Germany a una temperatura de 55 °C durante 3 h, estos eran agitados cada hora con el
fin de obtener un secado homogéneo, reducir las pérdidas de las propiedades nutrimentales
y que el contenido de humedad posterior al secado fuera menor a 12%. Posterior al secado
se realizo la molienda de cada uno de los granos, para ello se utilizé un molino para café
marca Krups® acero inoxidable modelo GX410011V, hasta obtener un tamafio de particula
capaz de pasar a través de una malla de No. 80 (0.177 mm). Una vez obtenidas las harinas

estas fueron almacenadas en botes de plastico a temperatura ambiente hasta su utilizacion.

6.3 Desengrasado de la harina por ultrasonicacion

Las harinas obtenidas tanto de amaranto como de semillas de quelite blanco, fueron

sometidas a ultrasonicacion, para reducir el contenido de grasa de las mismas, para ello se

33



utilizé un bafio ultrasonico Misonix 3000 en el cual se introdujeron frascos de cristal con
tapas metalicas los cuales contenian 15 g de harina y 250 mL de hexano. Las harinas se
sonicaron durante 20 min a una temperatura de 50 °C a wuna frecuencia de 60 Hz,
posteriormente fueron filtradas en papel whatman n° 1 para recuperar las harinas ya

desengrasadas.

6.4 Obtencion de los concentrados proteicos de las semillas de quelite blanco (A.
hybridus) y amaranto (A. hypochondriaccus)

Los concentrados proteicos se obtuvieron de acuerdo a la técnica descrita por Guerra-
Almonacid et al. (2015) con algunas modificaciones. La harina desengrasada se suspendid
en una relacion 1:10 (p/v) (para la harina de semillas de quelite blanco) y 1:20 (p/v) (para la
harina de amaranto) en NaOH pH 11. Se mantuvo en agitacién con un agitador mecanico
durante 90 min a 400 rpm a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugd en una
centrifuga refrigerada (Hettich zentrifugen, Rotina 380 R, Alemania) a 4500 rpm por 34 min
a 10 °C, se recuper6 el sobrenadante y el precipitado fue resuspendido en NaOH pH 11 (2
veces mas). Una vez obtenido el sobrenadante se ajusto el pH con HCI 1 N, a 4.32 para las
semillas de quelite blanco y pH 4.5 para amaranto (punto isoeléctrico). Una vez ajustado el
pH se dejo precipitar la proteina durante 24 h a una temperatura de 16 °C, posteriormente se
centrifugd a 4500 rpm por 34 mina 10 °C. Se recupero el precipitado y se realizaron 5 lavados
con agua desionizada. El precipitado fue secado en una liofilizadora (Labconco, FreeZone

4.5 Liter, Estados Unidos de América) a -47 °C y 13 x 10-3 mbar.

6.5 Composicion quimica proximal de las harinas y concentrados proteicos

de semillas de quelite blanco y amaranto.

Se realiz6 en analisis quimico proximal a las harinas y concentrados proteicos de semillas de
quelite blanco y amaranto, por triplicado de acuerdo con los métodos de la AOAC (2012);
humedad (925.09), cenizas (923.03), proteinas (960.59), grasas (920.39), fibra cruda

(962.09) y el extracto libre de nitrogeno fue calculado por diferencia.
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a) Humedad (925.09):

La humedad fue determinada por pérdida de peso de la muestra después de ser secada a 105
°C por 4 h. Se colocaron 3 g de muestra en una charola de aluminio. Posteriormente se
pesaron las muestras, y se colocaron en una estufa a una temperatura de 105 °C por 4 h hasta
obtener un peso constante. La pérdida de humedad fue determinada después de secar la
muestra a través de la siguiente ecuacion:

Ecuacién 1

ool = T PF) 100
T (PI=POC)

Donde:

%H = Porcentaje de humedad.

PI = Peso de charola con muestra fresca (g).
PF = Peso de charola con muestra seca (g).

PC = Peso de charola sin muestra (g).
b) Cenizas (923.03):

Las cenizas se calcularon como el peso remanente después de calcinar la muestra en una
mufla a 5500°C durante 4 h. En un crisol a peso constante se pesaron 2 g de muestra, los
cuales se calcinaron en una placa de calentamiento, hasta que ya no se desprendieron humo,
cuidando que se proyectaran fuera del crisol. El crisol se introdujo en una mufla a una
temperatura de 550 °C durante 4 h, una vez transcurrido este tiempo se apagd la mufla y se
dejo enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente se sacaron los crisoles y se colocaron en
un desecador. De manera cuidadosa se pes6 nuevamente el crisol con la muestra incinerada.

El total de cenizas se calculo con la siguiente ecuacion:
., B-A
Ecuacion2  %C = w5 X 100

Donde:
%C = Porcentaje de cenizas

A = Peso del crisol vacio (g)
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B = Peso del crisol con cenizas (g)

M = Peso de la muestra (g)

¢) Proteina cruda (960.59):

El contenido de proteina se determino6 por por el método Kjeldahl, calculando el contenido
de proteina como nitrogeno x 6.25 (factor de conversion de nitrogeno a proteina). Se pesaron
40 mg de la muestra en un tubo microKjeldahl, se adicionaron 2 g de catalizador y 3 mL de
HSOu4, se puso a digerir la muestra en el equipo de digestion de microKjeldahl hasta que
clarificara manteniendo la temperatura durante un tiempo de 2 — 2.5 h y posteriormente se
dej6 enfriar. El residuo se disolvio en 10 mL de agua destilada. En un matraz Erlenmeyer se
colocaron 50 mL de solucién de 4cido bdrico al 5% con 3 gotas de indicador de shiro tashiro,
dicho matradz se coloco en la terminal del condensador. El tubo con muestra fue colocado en
el destilador y se le adicionaron 10 mL de una solucién de hidréxido de sodio al 60% con
tiosulfato de sodio al 5%.

Posteriormente se inici6 la destilacion por arrastre de vapor recolectando entre 75 a 100 mL
del destilado. Esta solucion se titulo con HCI al 0.01 N hasta que vir6 el indicador de verde
a violeta. El contenido de proteina se determind de acuerdo a la ecuacion 3:

Ecuacion 3

(V; = V1) (egN)(NV)
M

%N = ( x 100)(F)

Donde:

%N = Porcentaje de nitrogeno total

V1 = Volumen de HCI gastado en titular el blanco (mL)
V2 =Volumen de HCI gastado en titular la muestra (mL)
eqN = 14.007

N =normalidad de HCI (0.01)

M = Peso de la muestra (mg)

F = Factor de conversion a proteina (6.25)
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d) Grasa cruda (920.39):

La grasa cruda se cuantifico después de la extraccion de la muestra durante 6 h con hexano
en un sistema Soxhlet. Se pesaron 2 g de muestra deshidratada en un papel whatman n® 1, el
cual fue doblado perfectamente para formar un cartucho de tal forma que la muestra quedara
segura, una vez formado el cartucho se colocé en el aparato de extraccion Soxhlet, utilizando
un matraz de fondo plano previamente tarado (a peso constante) se colocaron 200 mL de
hexano. El hexano se extrajo a reflujo durante 6 h, a una velocidad de condensaciéonde 3 a 5
gotas por segundo; al término de la extraccion se realizé la recuperacion del solvente dentro
del mismo equipo, para ello se retir6 el cartucho que contenia la muestra ya desgrasada. El
matraz se llevo a peso constante a una temperatura de 90 °C y se dej6 enfriar en un desecador
para después ser pesado. El contenido total de grasa se determin6 de acuerdo con la ecuacion
4:

Ecuacion 4

B
%EE = x 100

Donde:
%EE = Porcentaje de extracto etéreo
A = Matraz a peso constante (g)

B = Matraz con extracto etéreo (g)

e) Fibra cruda (962.09):
Se realizd mediante una digestion acido-alcalina. Para ello se pesaron 2 g de muestra
previamente desengrasada y seca, se colocd en un matraz y se le adicionaron 200 mL de

solucion de acido sulfurico 0.255 N en ebullicion. En el condensador se coloco y se llevo a
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ebullicion en un tiempo de 1 min. Posteriormente se dej6 ebullir por 30 min, manteniendo
constante el volumen con agua destilada y moviendo periédicamente el matraz para remover
las particulas adheridas a las paredes. Se instald el embudo Buchner con el papel filtro y se
precalent6 con agua en ebullicion. Simultdneamente y al término del tiempo de ebullicion, el
matraz fue retirado para dejarlo reposar por 1 min y se filtré cuidadosamente usando succion;
la filtracion se realizd en menos de 10 min. Enseguida se lavd el papel filtro con agua
hirviendo. El residuo se transfiri6 al matraz con ayuda de una pizeta conteniendo 200 mL de
solucion de NaOH y se dejo en ebullicion por 30 min manteniendo un volumen constante
con agua destilada y moviendo periddicamente el matraz para remover las particulas
adheridas a las paredes. Se debera precalentar el crisol de filtracion con agua hirviendo y se
filtrara cuidadosamente después de dejar reposar la muestra por 1 min. El residuo con agua
hirviendo, se lavé con la solucion de HCI y nuevamente con agua hirviendo, para terminar
con 3 lavados con agua en punto de ebullicion. Posteriormente se colocé el crisol en el horno
a 105 °C por 12 hy se dejar6 enfriar en el desecador. Al término del enfriamiento los crisoles
con el residuo se pesaron de manera rapida. La expresion de resultados se determind bajos
las condiciones de la ecuacion 5:

Ecuacién 5

A-B
%FC = 100(——)

Donde:

%FC= contenido de fibra cruda (%)

A = Peso del crisol con el residuo seco (g)
B = Peso del crisol con la ceniza (g)

C = Peso de la muestra (g)
f) Carbohidratos totales (ELN):
Los carbohidratos totales se estimaron por diferencia al 100% como el extracto libre de

nitrégeno (ELN), una vez obtenidos los valores de los otros componentes.

g) Aporte energético
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El aporte total de energia se calculd en KJ/100 g, para ello se consideraron los porcentajes
obtenidos en el Analisis quimico proximal, multiplicando cada valor por el aporte energético

de cada componente.
6.5 Determinacion de color de la harina y concentrado proteinico

El color de la harina y del aislado proteinico se determin6 mediante un colorimetro
(HunterLab, UltraScan® Vis, Estados Unidos de América). Se obtuvieron los valores L*
(Luminosidad), a* (grado de color desde —verde a +rojo) y b*(grado de color desde —azul a
+amarillo). El equipo instrumental fue calibrado con un estandar blanco. Los valores de L*,
a* y b* del estandar blanco fueron 99.54, -0.13 y 0.05 respectivamente, donde L* = 100 se
asocia con el blanco y L* = 0 con el negro (Wani et al., 2013). La diferencia de color total

AE fue calculada usando la ecuacioén No. 6:

Ecuacion 6

AE = [(AL)? + (Aa)? + (Ab)?] />

Donde AL es la diferencia entre el valor L* del estandar y la muestra, Aa es la diferencia
entre el valor de a* del estandar y la muestra, Ab es la diferencia entre el valor b* del estandar

y la muestra.
6.6 Hidrodlisis del concentrado proteico

Para la hidrolisis de los concentrados proteicos se utilizé el método empleado por Vercruysse
et al. (2005) con algunas modificaciones. Para el cual se empled un disefio de bloques
aleatorios, donde los bloques fueron las enzimas comerciales Pepsina y Alcalasa®, con el
tiempo de reaccidon como factor a evaluar y como variable de respuesta el grado de hidrélisis.
Cada enzima se evalud de manera individual. Por lo qué, el proceso de digestion se realizd
bajo las siguientes condiciones: para la Pepsina® el pH se ajusté a 2 con HC11 N y se incubd
por 90 min a una temperatura de 37 °C con una relacion 1/1 (enzima/sustrato). Por otra parte,

el pH de la Alcalasa® se ajustd a 8 con NaOH (4 M) y se incubd durante 90 min a una
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temperatura de 55 °C. La hidrolisis se realizo en un vaso de precipitado de 1000 mL, el cual
fue equipado con un agitador magnético, termdémetro y un electrodo para mantener un control
sobre la temperatura y pH de la reaccion. En ambos casos se tomaron muestras a los 5, 15,
30, 45, 60 y 90 min de reaccion. La hidrélisis se detuvo por calentamiento a 85 °C por 15
min a bafio maria. Todas las muestras se centrifugaron en una centrifuga (Hettich zentrifugen,
Rotina 380 R, Alemania) a 4500 rpm durante 15 min a 4 °C, y el sobrenadante se filtrd y se
seco en liofilizadora (Labconco, FreeZone 4.5 Liter, Estados Unidos de América) a -47 °Cy

13 x 10-3 mbar. Posteriormente se almacenaron a -10 °C hasta su utilizacion.
6.7 Determinacion del grado de hidrolisis

El porcentaje del grado de hidrolisis (% GH) se determind por el método de ortoftaldehido
(OPA, por sus siglas en inglés). Este método se basa en la reaccion entre los grupos amino y
el OPA en presencia de un grupo tiol, formando un compuesto colorido detectable a 340 nm.

Para la obtencion del grado de hidrdlisis se aplico la ecuacion No. 7:

Ecuacion 7

%GH = ("7, ) x 100

Donde h es el nimero de enlaces peptidicos hidrolizados y htwt es el numero total de enlaces
peptidicos por equivalente de proteina, dependiente de la composicién aminoacidica de la

materia prima (Nielsen et al., 2001).

6.8 Evaluacion in vitro de las actividades biologicas de los hidrolizados

proteicos de semillas de quelite blanco y amaranto.
Se evaluaron “in vitro” las actividades biologicas antitrombdtica mediante la medicion de la

inhibicion de la agregacion plaquetaria, anticolesterolémica por la inhibicion de la

solubilidad micelar del colesterol, y la capacidad antioxidante mediante los métodos DPPH*
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y ABTS*, en los hidrolizados a los diferentes tiempos de hidrolisis y se compararon con los

concentrados proteicos.

6.8.1 Capacidad antioxidante

Se determino la capacidad antioxidante en los concentrados e hidrolizados proteicos por los
métodos 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPHe) y 2,2,-azino-bis-(3-etilbenzo-tiazolina-6-
sulfonico) o ABTS.

6.8.1.1 Método 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPHe)

El DPPH es un radical estable de color violeta, cuya absorbancia disminuye al ser reducido
por un antioxidante, la capacidad antioxidante una muestra, se cuantifica midiendo el
porcentaje de decoloracidon de una disolucion metanoélica del radical DPPH.

Para la determinacion de la capacidad antioxidante a partir del radical DPPH, se siguio6 lo
establecido por Braca et al. (2002). Para ello se pesaron 2.4 mg del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH¢) y se afor6 a 100 mL con metanol. Se prepararon las muestras
tomando como inicio 10000 ppm en 1000 puL de metanol; se hicieron diluciones a 5000,
2500, 1000, 500, 250, 50 y 25 ppm. Posteriormente los microtubos fueron forrados con
aluminio y se adicionaron 975 pL. de DPPHe y 25 uLL de muestra; los cuales se dejaron reposar
durante 15 min en total oscuridad. Las muestras fueron leidas en un espectrofotometro a 515
nm. La capacidad antiradicalaria fue calculada utilizando la ecuacion 8. La actividad
antiradicalaria fue graficada, apartir de ella se obtuvo la ecuacion de la reacta de la cual se
tomaron los valores de m para calcular el /Cso, el cual es la concentracion inhibidora maxima
media, dicho en otros términos, es la concentracidén minima requerida de una sustancia para

lograr el 50% de la actividad biologica en cuestion, para calcular el /Cso se utilizo la ecuacion

9:

Ecuacion 8

A m
%DPPH = ——— x 100
Ac
Donde:
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%DPPH: Actividad antiradicalaria
Ac: absorbancia control

Am: absorbancia de la muestra
Ecuacion 9

ms —mc
ICSO ZTX 100

Donde ms es la pendiente de cada concentracion y mc es la pendiente del control.

6.8.1.2 Método 2,2.azino-bis-(3-etilbenzo-tiazolina-6-sulfonico) 0 ABTSe+

Se empled el ensayo de decoloracion con el radical cationico ABTSe+. Este ensayo se
fundamenta en la cuantificacion de la decoloracion del radical ABTSe+, debido a la
interaccion con especies donantes de hidrogeno o de electrones. El radical cationico ABTSe+
es un cromoforo que absorbe a una longitud de onda de 415 6 734 nm y se genera por una
reaccion de oxidacion del ABTSe+ con persulfato de potasio.

Con algunas modificaciones se emple6 el método descrito por Re et al. (1999); para ello se
pesaron 77.6 mg de reactivo ABTSe+ y se colocaron en un frasco dmbar, al cual, se
adicionaron 20 mL de agua destilada para obtener una concentracion de 7 mM en solucion
acuosa. Posteriormente se pesaron 13.2 mg de persulfato de potasio (2.45 mM) y se hicieron
reaccionar con la solucion de ABTS<+. Se homogenizaron y se incubo entre 12-16 h a
temperatura ambiente y en total oscuridad, ya que, el radical permanece estable hasta por 2
dias cuando se cuidan estas condiciones. La solucion ABTSe+ se diluyd en etanol absoluto
hasta obtener una absorbancia inicial de 0.7 + 0.02 a 732 nm. Por otra parte se prepar6 la
muestra teniendo como inicio 10000 ppm y se mezclaron con 1000 pL etanol, se realizaron
diluciones a 5000, 2500, 1000, 500, 250, 50 y 25 ppm. Posteriormente, en tubos eppendorf
se colocaron 950 pL. de ABTSe+ y 50 uL de muestra, se dejaron reposar durante 60 min.
Paso el tiempo de reposo, en un espectrofotometro se leyd en la absorbancia a 732 nm. La
capacidad antiradicalaria fue calculada utilizando la ecuacion 10. La actividad antiradicalaria
fue graficada, apartir de ella se obtuvo la ecuacion de la reacta de la cual se tomaron los

valores de b y m para calcular el /Cso por la ecuacion 9:
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Ecuacién 10

Ac—A

Donde:
%ABTSe: Actividad antiradicalaria
Ac: absorbancia control

Am: absorbancia de la muestra

6.8.2 Inhibicion “in vitro” de la agregacion plaquetaria

Para la determinacion de la actividad antitrombotica se emple6 sangre humana proporcionada
por voluntarios sanos que mostraron tener un conteo normal de plaquetas, tiempo de
coagulacion dentro de los limites y que no presentaron cuadros de enfermedad inflamatoria,
tromboembolica o hemorragica, ademas de que no tomaron alcohol o algin medicamento
(aspirina u otro agente anti-inflamatorio) por al menos 2 semanas, permitiéndose unicamente
el uso de paracetamol y dieron su consentimiento después de haber sido informados sobre el
objetivo de la prueba. Los voluntarios donadores permanecieron en ayuno durante 12 h antes
de la toma de muestra sanguinea (Brito et al.,, 2010; Rull et al., 2015). La agregacion
plaquetaria se determin6 segun los métodos reportados por Marrufo-Estrada et al. (2013) y

Yu et al. (2016), con algunas modificaciones.

La sangre colectada, se colocd de inmediato en tubos Vacutainer (4.5 mL) con citrato de
sodio al 3.2% (relacion anticoagulante/sangre 1:9 v/v) para evitar la coagulacion y se
mantuvo a temperatura ambiente para ser usada dentro de las siguientes 3 h. Posteriormente
se centrifugaron a 3500 rpm durante 15 min a 10 °C para obtener un plasma rico en plaquetas
(PRP) como sobrenadante. La fase residual se centrifugé de nuevo a 3400 rpm durante 20
min a 10 °C para obtener el plasma pobre en plaquetas (PPP). El conteo de plaquetas en el
PRP no fue ajustado a un intervalo determinado (Sakariassen et al., 2012). EI PRP (900 uL)
fue incubado a 37 °C durante 5 min, con 50 pL de la solucion del hidrolizado o fraccion
peptidica (concentraciones 0.5, 1.5, 2.5 mg/mL) disuelto en NaCl al 0.9%. La agregacion
plaquetaria fue inducida por adicion de 50 pL de ADP (100 uM) disuelto en NaCl al 0.9%

durante 5 min, a 37 °C y agitacion a 1000 rpm. Transcurrido este tiempo, la agregacion
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plaquetaria fue medida como la disminucién en la transmitancia a 660 nm a través del PRP,
mediante un espectrofotometro (Agilent Technologies, Cary 60 UV-Vis, Estados Unidos de
América). El control fue llevado a cabo con la solucion de NaCl al 0.9% sin la muestra de
prueba. El 100% de transmitancia fue ajustado con el PPP. La agregacion plaquetaria fue
expresada como el cambio porcentual en la transmitancia del PRP con respecto al PPP. La

inhibicion de la agregacion plaquetaria fue calculada mediante la ecuacion No. 11:

Ecuacion 11

Inhibiciéon de la agregacion plaquetaria (%) = (A — B)/(A) x 100

Donde A representa el grado de agregacion plaquetaria (cambio en el porcentaje de la
transmitancia comparado con el PPP) en el PRP sin las muestras y B representa el grado de
agregacion el PRP con las muestras. La actividad inhibitoria fue graficada contra la
concentracion de la muestra usada y se obtuvo la ecuacion de la recta para calcular el /Cso
con la ecuacion No. 12

Ecuacion 12

50 — b
ICsp = x 100

Donde

b es la interseccion y m es la pendiente.

6.8.3 inhibicion “in vitro” de la solubilidad micelar del colesterol

La actividad anticolesterolémica se evalué utilizando la técnica propuesta por Bangoura et
al., 2009. Primeramente se prepararon las micelas de colesterol segun el método de Kirana
et al., 2005, con algunas modificaciones menores. Para ello, se prepar6 una solucién micelar
(concentraciones finales en buffer acuoso: 0.5 mmol de colesterol, I mmol de oleico Acido
y 2,4 mmol de fosfatidilcolina) se disolvieron en metanol y posteriormente se secaron con
nitrogeno. La mezcla de lipidos secos se combind con 15 mmol de buffer de fosfato sddico

que contenga 6,6 mmol Taurocolato y 132 mmol de NaCl a pH 7,4 (cuidar el orden para
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formar las micelas). La suspension se sonico dos veces por 1 min respectivamente a
temperatura ambiente usando un bafio ultrasénico Misonix 3000. Posteriormente la solucion
micelar se incubd durante una noche a 37 °C. Transcurrido el tiempo de incubaciéon se
procedio a afiadir las muestras en concentraciones de 10, 5, 2.5, 1 y 0,5 mg a cada tubo que
contenian 1 mL de solucion micelar. La mezcla se incub6 a 37 °C durante 24 h y se centrifugo
a 14000 rpm durante 30 min a 37 °C. Posteriormente se recuperd el sobrenadante y las
concentraciones de colesterol se determinaron usando un kit de colesterol oxidasa
(ELITechGrooup), midiendo la absorbancia a 505 nm con un espectrofotometro (Agilent
Technologies, Cary 60 UV-Vis, Estados Unidos de América). Las concentraciones de
colesterol se determinaron a partir de curvas estandar utilizando calibracion de colesterol
normal. Las concentraciones de colesterol y la capacidad de inhibicion fueron calculados

utilizando las ecuaciones 13 y 14 respectivamente.

Ecuacion 13

[colesterol ] = 22° x [calibrad
colesterol | = - [calibrador]

Donde

[Colesterol]: concentracion de colesterol en mmol
ODc: es la absorbancia del calibrador

ODs: es la Absorbancia de la muestra

[Calibrador]: concentracion del calibrador en mmol

Ecuacion 14

. L Co—Cs
capacidad de inhibicion (%) = o X 100

Donde
Co: es la concentracion de colesterol de las micelas originales

Cs: es la concentracion de colesterol de micelas con hidrolizados
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6.10 Analisis estadistico

Todos los resultados obtenidos fueron procesados mediante estadistica descriptiva, utilizando
medidas de tendencia central (media) y de dispersion (desviacion estandar), todos los datos
obtenidos en este estudio, fueron evaluados mediante un analisis de varianza de dos vias con
un nivel de significancia del 95% y en todos los casos se realiz6 una comparacion de medias
por el método de minima diferencia significativa (LSD, por su acronimo en inglés) para
establecer las diferencias entre los tratamientos empleando una prueba de Fisher. Todos estos

analisis se efectuaron utilizando el paquete computacional Minitab® 17 (Montgomery, 2007).
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Caracterizacion quimico proximal y aporte energético de las harinas y

concentrados proteicos de la semilla de quelite blanco y amaranto.

La caracterizacion quimico proximal y aporte energético de las harinas y concentrados
proteicos en ambas variedades se presentan en la Tabla 4. En ella se puede observar que el
contenido de humedad son inferiores al 11% en todos los materiales evaluados. Estos
resultados son comparados con lo obtenido por Dyner et al. (2016) en harinas de trigo, maiz
y sorgo integral, obteniendo contenidos de humedad de 11.9, 8.1 y 11.0% respectivamente,
quienes obtuvieron resultados similares, a lo obtenido en el presente estudio. Cabe mencionar
que los resultados obtenidos en las harinas tanto de la SQB y la SA son menores al 11%, lo
que, podria garantizar una vida de almacén de 5 afios aproximadamente, siempre que sean
almacenadas en condiciones 6ptimas (Hardenburg ef al., 1986 ). En el caso del contenido de
humedad obtenido en los concentrados proteicos fueron de 7.37% para la SQB y 8.85 para
la SA, ambos resultados son similares a lo reportado por Callisaya y Alvarado (2009) con
7.59% en un aislado proteico de quinoa (Chenopodium quinoa Willd). Este bajo contenido
de humedad, en ambos casos es debido al proceso de liofilizacion al que fueron sometidos
los concentrados, ya que dicho proceso, al ser un secado a muy bajas temperaturas, elimina

en mayor cantidad la humedad contenida en una muestra dada.

En lo que respecta a contenido de proteina, éste fue de 18.83 y 19.29%, para la harina de la
SQB y la SA, respectivamente. Estos resultados fueron superiores a los valores reportado por
Salcedo-Chavez et al. (2002) quiénes evaluaron el contenido de proteina de la variedad A.
cruentus reportando un 15.0% de éste componente, mientras que Gorinstein et al. (2001)
reportaron un 16% en harina de A. caudatus, Scilingo et al., (2002) informaron un contenido
proteico de 18.7% para A. hypochondriaccus. Estas diferencias podria deberse, a las

caracteristicas geograficas y climatologicas donde son cultivadas cada una de las variedades.
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Por otra parte, al realizar el concentrado proteico, el contenido de proteina increment6 a 73.14
y 70.35% en la SQB y la SA respectivamente. Estos valores encontrados en este estudio son
similares a los por Castel (2010) quién reportd un contenido de 73.10% de proteina en un

concentrado proteico de amaranto (4. mantegazzianus).

Tabla 4. Composicion quimico proximal y valor energético de las harinas y concentrados
proteico de semillas de quelite blanco (4. hAybridus) y amaranto (4. hypochondriaccus).

Componentes Harinas Concentrados proteicos
(%) SQB SA SQB SA

Humedad 10.87 £ 0.08? 7.94 £0.19¢ 7.37 +0.344 8.85+0.18°
Proteina 18.83 +£0.09¢ 19.29 + 0.98¢ 73.14 £ 0.26° 70.35 +0.75°
Grasa 8.68 +0.33? 5.95+0.48° 1.40 + 0.40¢ 1.37 £0.23¢
Fibra 14.89 = 0.56* 2.32+0.02° 0.17 £0.024 0.78 £ 0.06¢
Cenizas 237+£0.19* 2.37+£0.272 0.66 £0.01¢ 1.30 £ 0.14°
ELN 4438 £0.62° 62.13 +0.677 10.55+0.97¢ 17.36 £ 0.39¢
Energia total 1386.84 £2.67¢  1607.23 £3.00* 1555.65+0.71> 1526.97 +0.80°
(kJ/100 g)

Los resultados son el promedio de 3 repeticiones + su desviacion estindar. *%Letras diferentes indican diferencia
significativa entre variedades (p<0.05). SQB = semillas de quelite blanco, SA = semillas de amaranto, ELN =

extracto libre de nitrogeno.

Las harinas presentaron un contenido de grasa de 8.68% para la SQB y 5.95% para la SA,
porcentajes mayores al 5% por lo que se realizé un desgrasado de las harinas previo a la
obtencion de los concentrados proteicos, en los cuales, estos valores fueron de 1.40 y 1.37%
respectivamente. El contenido de cenizas fue de 2.37% en ambas harinas evaluadas y de 0.66
y 1.30% para los concentrados proteicos de la SQB y de la SA, respectivamente. Dichos
resultados (grasas y cenizas) son comparados con lo obtenido por Carrillo-Teran et al. (2015)?
los cuales reportan un intervalo de 6.1-8.1% en grasa y 3.0% para cenizas en amaranto
(Amaranthus caudatus) los cuales son similares a lo obtenido en este estudio, mientras que
en otras fuentes como la harina de quinoa (Chenopodium quinoa) han obtenido contenidos
de 4.7% de grasa 'y 2.8% de cenizas (Carrillo-Teréan et al., 2015°) lo que podria tener relacion,
con el tratamiento empleado para la obtencion de la harina (método de secado y

almacenamiento).
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En lo que respecta al aporte energético las harinas presentaron valores de 1386.84 KJ/100 g
parala SQB y 1607.23 KJ/100 g en la SA, mientras que los concentrados proteicos mostraron
valores de 1555.65 KJ/100 g para la SQB y 1526.97 KJ/100 g para la SA. Estos resultados
son comparados con lo reportado por Akubugwo et al. (2007) quien reportd un aporte
energético de 1125.16 KJ/100 g en A. hybridus. Con base en los resultados obtenidos, se
sustenta la observacion general, la cual indica que los vegetales poseen bajos valores

energéticos (Lintas, 1992).

7.2 Color de las harinas y concentrados proteicos de A. hybridus y A.

hyponchondriaccus

En la tabla 5 se observan los resultados obtenidos en el analisis de color tanto de las harinas
como de los concentrados proteicos, puede apreciarse que hubo diferencias estadisticas en
algunos de los parametros determinados (p<0.05) (b* C* y AE) entre la harina y el
concentrado proteico. La luminosidad (L *) obtenida fue de 61.65 y 59.88 para la harina de
SQB y el concentrado proteico respectivo, mientras que se obtuvo una L* de 85.01 y 55.60
en el caso de la harina y concentrado proteico de la SA. En el pardmetro a* (rojo+ a verde-)
se obtuvo una tendencia al enrojecimiento (harina SQB con 3.79 y 4.83 para el concentrado
proteico respectivo), mientras que en la harina y concentrado proteico de amaranto no se
observaron diferencias significativas en este parametro, mostrando de la misma forma una
tendencia hacia el enrojecimiento. Mientras que el parametro b* (amarillo+ a azul-) la
afinidad fue hacia el amarillamiento teniendo como resultado 18.91 y 15.36 para la harina
SQB y de la SA respectivamente, por otra parte los concentrados proteicos indicaron 24.72
para la SQB y 7.78 para la SA mostrando en ambos casos y al igual que en las harinas una

tendencia al amarillamiento.

Tabla 5. Color de las harinas y concentrados proteicos de semillas de quelite blanco (4.
hybridus) y amaranto (4. hypochondriaccus)

49



muestras Parametros
L* a* b* °h AE
Estandar blanco 99.54 +0.32 -0.13+£0.02 0.05+0.02 ND ND
Harinas SQB 61.65 +4.66°  3.79 £ 0.95° 18.91+1.68° 78.77+1.81°  8.37+0.12°
SA 85.01+0.28% 1.78+£0.14° 15.36 £ 0.11°¢ 83.39+0.57°  0.48 +0.04¢
Concentrados SQB 59.88 + 5.28° 4.83 +0.46° 24.72 +2.40° 78.96 £ 0.02°  7.44+0.23°
proteicos
AMARANTO 55.60+1.22¢ 1.78+£0.14° 7.78 £ 0.28¢ 35.75 +£0.25¢ 1.95+0.42¢

Valores promedio de tres repeticiones = desviacion estandar. “ILetras diferentes en la misma columna indican

diferencia estadistica significativa (p < 0.05), exceptuando el estandar blanco. ND = no determinado.

Los resultados obtenidos en los pardmetros de color para las harinas son comparados a los
reportados por Rodriguez (2009) en harina de trigo y sorgo, presentando estas ultimas mayor
luminosidad (L *), menor cromaticidad (C*) que las obtenidas tanto en las harinas como en
los concentrados proteicos de este estudio. Esto podria estar relacionado con las
caracteristicas propias de las materias primas utilizadas. Es importante mencionar que la
formacion de un color oscuro es indeseable en algunos alimentos debido a que afecta
adversamente la comerciabilidad, calidad sensorial e incluso el valor nutricional del producto
final. Adebowale et al. (2007), obtuvo un color mas aceptable, usando acido ascorbico al
0.5% o sulfito de sodio al 0.25% como medio de extracciéon durante la obtencion del
concentrado proteico, debido a que inhiben el oscurecimiento enzimatico por reaccidon con
los grupos carbonilos intermediarios impidiendo la reaccion de oscurecimiento. El acido
ascorbico ha sido usado para inhibir el oscurecimiento en frutas frescas y congeladas. Sin
embargo, estos autores, reportaron que el mejor rendimiento de proteina fue hallado usando
el medio alcalino producido con NaOH, haciendo més accesible a las proteinas de estas
variedades de frijol a la digestion enzimatica debido a que son parcialmente desnaturalizadas.
Ademas de esto, los constituyentes nitrogenados del frijol, al igual que otras leguminosas,
son altamente solubles en NaOH. En este caso al igual que los autores anteriormente
mencionados se empleeo NaOH en la obtencion de ambos concentrados, esto podria a ver

afectado la luminosidad de estos, sin embargo, el uso de este medio para la suspension de la
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harina y posterior obtencion de los concentrados proteicos permitié que estos obtuvieran un

contenido proteico por encima del 70%.

7.3 Hidrolisis de los concentrados proteicos de semillas de quelite blanco

(A. hybridus) y amaranto (A. hypochondriaccus)

La esencia de la hidrolisis proteica es la ruptura del enlace peptidico y en consecuencia la
generacion de péptidos de menor tamafio o incluso de aminoacidos libres. La hidrélisis
enzimatica se ha usado para modificar las propiedades funcionales y nutricionales de la
proteina alimentaria dando como resultado péptidos de menor tamafio, mas solubles, menos
alergénicos y sobre todo con diversas acciones farmacologicas que requieren ser evaluadas.
La hidrolisis enzimatica para ambas variedades se realiz6 empleando dos enzimas Pepsina®
y Alcalasa® de manera individual, la cinética de dichos procesos se muestran en las Figura 3
y 4, respectivamente. Cabe mencionar que el % de grado de hidrélisis (%GH) es una medida
de la magnitud de la degradacion hidrolitica de una proteina,el cudl se evalu6 mediante el
método de ortoftaldehido (OPA, por sus siglas en inglés), el cual se basa en la reaccion
especifica entre el reactivo OPA y grupos amino primarios, en presencia de ditiotreitol
(DTT), formando un compuesto coloreado detectable a 340 nm (Nielsen et al., 2001;
Spellman et al., 2003; Torruco-Uco, 2009; Quist et al., 2009; Gémez-Goémez, 2014). En el
presente estudio, se obtuvieron valores de GH altos a partir de los 5 min de reaccion, donde
el concentrado proteico de la SQB-Pepsina® tuvo un GH = 21.34%, la SA-Pepsina® un GH
=22.75%, mientras que, el concentrado de la SQB-Alcalasa® tuvo un GH =22.11% y la SA-
Alcalasa un valor de GH = 22.60%. Estos GH incrementaron conforme pas6 el tiempo, ya
que, a los 90 min de reaccion se obtuvieron valores de GH de 32.08, 32.76, 34.38 y 36.45%,

respectivamente..
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figura 3. Hidr6lisis enzimatica de los concentrados proteicos de la SQB y SA, con la
enzima Pepsina®.
Valores promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.4/Letras diferentes indican diferencia
estadistica significativa (p < 0.05).

En todos los casos el GH tuvo rapido incremento, manteniéndose asi durante todos, los
tiempos de la cinética y mostrando una tendencia de crecimiento. Los resultados obtenidos
son superiores a lo reportado por Cadeza-Baglietto (2016) quien obtuvo un GH de 12.92% a
60 min con pepsina en un concentrado proteico de Mucuna pruriens; Megias et al. (2004),
reportaron un GH de 13% después de 180 min de reaccion con pepsina, a partir de harina
desengrasada de semillas de girasol (Helianthus annuus L.). Por otro lado, Guerra-
Almonacid et al. (2015) obtuvieron GH de 40.81% a 60 min con Alcalsa en Vigna radiata el
cual fue mayor a lo obtenido en este estudio. Mientras que, Mata-Ramirez (2018), realiz6 la
hidrélisis individual de una harina rica en proteina de chapulin (Sphenarium purpurascens
Ch.) empleando las mismas enzimas que en este estudio, con tiempos de 5 a 90 min, obtiendo
los mayores GH a los 90 min de reaccion, los cuales fueron de 26.5% con Alcalasa y 21.2%,
con Pepsina. Estas diferencias pueden ser debidas a las distintas estructuras primarias de las

proteinas utilizadas como sustrato.
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figura 4. Hidrdlisis enzimatica de los concentrados proteicos de la SQB y SA, con la
enzima Alcalasa®.

Valores promedio de tres repeticiones + desviacion estandar. 4K Letras diferentes indican diferencia
estadistica significativa (p < 0.05).

Se logr6é obtener hidrolizados proteicos con GH >10%, indicando que se alcanzé una
hidrélisis extensiva, lo que pudiera estarse generando péptidos biaoctivos con diferentes
actividades bioldgicas. Cabe mencionar que la Pepsina® es la principal enzima gastrica que
degrada las proteinas en el estdmago durante la digestion, tiene actividad endopeptidasa,
hidroliza aminoacidos hidrofobicos, preferentemente aromaticos, hidrolizando por el
extremo C-terminal de los residuos fenilalanina, tirosina, triptéfano y leucina, y en menor
grado &cido glutdmico, por lo que, su accion rompe las cadenas de polipéptidos en secciones
mas cortas, es decir, que mediante su accion se producen aminoacidos libres, pero la mayoria
de los productos son oligopéptidos (Benitez et al., 2008; Bojorquez-Balam et al., 2013; Luna-
Vital et al., 2014, Cadeza-Baglietto, 2016). Por otra parte la Alcalasa® (serin-endopeptidasa),
de origen bacteriano, actia como nucleodfilo y escinde enlaces peptidicos con su dtomo de

oxigeno parcialmente negativo, ésta enzima ha sido utilizada en la obtencion de diferentes
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compuesto bioactivos tales como, antihipertensivos, antirombodticos y antioxidantes (Deber,

20006), siendo estos dos ultimos de interés para este estudio.

7.4 Capacidad antioxidante de los concentrados e hidrolizados proteicos de
la SQB y la SA.

Es conocido que los péptidos antioxidantes, pueden limitar el dafio oxidativo, tanto en
alimentos preparados (usandolos como antioxidantes naturales), asi como al proteger de la
oxidacion a las células del organismo cuando éstos sean ingeridos en la dieta (Gallego-
Tintoré et al., 2011). Dicha actividad de los péptidos bioactivos puede ser atribuida a su
capacidad para la eliminacion de radicales libres, la inhibicion de la peroxidacion lipidica y
a las propiedades quelantes de iones metalicos (Samaranayaka & Li-chan, 2011). Por ello, se
evaluo la capacidad antioxidante empleando dos métodos los cuales son, el método DPPH y
ABTSe, los cuales, se fundamentan en la estabilizacion de radicales libres sintéticos
metaestables, cuya reaccidon con un antioxidante genera un cambio que puede ser
detectado instrumentalmente. E1 método ABTSe evaliia la capacidad de un antioxidante
para estabilizar el radical cation coloreado ABTSe el cual es formado previamente por la
oxidacion del ABTSe (2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6- acido sulfonico)). Por otro
lado, el radical DPPH, es uno de los pocos radicales organicos estable, este método
contrario al ABTSe, mide la capacidad de un antioxidante para estabilizar dicho radical.
A continuacion se muestran los resultados obtenidos de ambos métodos en los

concentrados e hidrolizados proteicos.

7.4.1 Método DPPH

En la figura 5 se muestran los resultados de la actividad antirradicalaria por el método DPPH.
Se puede observar que el concentrado proteico de la SA posee mayor capacidad de captacion
de radicales libres ya que tuvo un valor de /Cso = 29.72 mg/mL. Mientras que el concentrado
proteico de la SQB tuvo un valor de /Cso = 30.61 mg/mL el cual fue estadisticamente

diferente (»<0.05) con el concenntrado de la SA. Estos resultados son comparados con lo
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reportado por Intiquilla-Quispe (2015) en un concentrado proteico de purujo (Erytharina
edulis) donde obtuvo un valor de I/Cso= 55.04 mg/mL, esta diferencia puede atribuirse a la
estructura, composicion y secuenciacion de aminodciodos de las proteinas de dichos
concentrados. Sin embargo, el conocer la capacidad antioxidante de los concentrados
proteicos, permite determinar la pontencializacion de estos al ser hidrolizados, ademas de

establecer cual enzima ofrece mejores resultados, para la actividad deseada.
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figura 5. Actividad antioxidante (método DPPH) “in vitro” de los concentrados proteicos
de la SQB y la SA.
Valores pfemedio de tres repeticiones + desviacién estandar. 48 letras diferentes indican diferencia
estadistica significativa (p<0.05) entre variedades.

La hidrolisis con enzimas comerciales se ha utilizado ampliamente en la produccion de
péptidos antioxidantes a partir de proteinas alimentarias (Sarmadi & Ismail, 2010). Por lo
que, los concentrados proteicos obtenidos en este estudio fueron hidrolizados con las enzima
Pepsina® y Alcalasa® y a los hidrolizados obtenidos se les evaluo la capacidad antioxidante

por el método DPPH. En la figura 6, se puede observar los hidrolizados de ambas variedades
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(SQB y SA) con la enzima Pepsina. Los valores de /Cso indicaron que los hidrolizados de las
dos variedades evaluadas con mejor capacidad antioxidante fue a los 45 min de reaccién con
valores de /Cso de 1.53 mg/mL para la SQB y 1.61 mg/mL para la SA, ya que no mostraron
diferencia estadistica significativa (p<0.05). Por otro lado, al emplear la enzima alcalasa
(Figura 7) la mejor capacidad antioxidante la tuvo el hidrolizado proteico de la SQB a los 90
min de reaccion con un /Cso= 1.19 mg/mL. Mientras que el hidrolizado con alcalasa-SA la
mejor capacidad antioxidnate se presnetd a los 60 min de reaccion con un /Csp=1.86 mg/mL.
Se puede observar que estos resultados fueron mejores que los obtenidos en la capacidad
antioxidante de los concentrados proteicos, esto debido al empleo de enzimas proteoliticas

que lograron la liberacion de péptidos bioactivos con esta actividad.
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figura 6. Actividad antioxidante (método DPPH) de los hidrolizados proteicos de la SQB y
la SA a diferentes tiempos de reaccion con la enzima Pepsina®.
Valores promedio de tres repeticiones + desviacion estandar. 477 Letras diferentes indican diferen
diferencia estadistica significativa (p<0.05).

Estos resultados son comparados con lo reportado por Intequilla-Quise (2015), quien obtuvo

un /Csp de 37.72 pg/mL en hidrolizado proteico de parujo (Erithrina edulis) con alcalasa tras
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120 min de reaccion, Guerra-Almonacid et al. (2016) obtuvieron /Cso de 67.62 pg/mL en
hidrolizado proteico de frijol mungo (Vignia radiata) con alcalasa a 60 min de reaccion, cabe
hacer mencion que ambos autores utilizaron leguminosas como sustrato. Sin embargo, los
resultados obtenidos en esta investigacion pueden considerarse como buenos candidatos a
péptidos antioxidantes segln la clasificacion de Ramos, A. et al. (2003) quienes consideran

de alto potencial antioxidante a aquellos compuestos con un /Cso menores a 30 mg/mL.
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figura 7. Actividad antioxidante (método DPPH) de los hidrolizados proteicos de [aSQB y
la SA a diferentes tiempos de reaccion con la enzima Alcalasa®.

Valores promedio de tres repeticiones + desviacion estandar. A HLetras diferentes indican diferencia
estadistica significativa (p<0.05).

IC50 (mg/mL)
o S

—_
o

Con base en el ICso las concentraciones requeridas lograr el 50% de actividad antioxidante
deacuerdo con el método DPPH, son menores con respecto los obtenido para los
Concentrados proteicos, por lo que se puede establecer, que al realizar la hidrolisis
enzimaticas de las proteinas tanto de amaranto (4. hypochondriaccus) como de semillas de
quelite blanco (4. hybridus) se pontencializa la actividad antioxidante que poseen dichas
proteinas, siendo mayor el potencial en la relaciéon amaranto-pepsina y SQB-alcalasa. Esto
tiene relacion, con la importancia de la presencia de residuos de aminoécidos especificos en

las secuencias con accidon antioxidante exitosa, ya que, la quelacion de iones metélicos y
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metales de transicion, la captacion de radicales prooxidantes, la reduccion de
hidroxiperoxidos y eliminacion enzimatica de oxidantes especificos son algunas de las
propiedades antioxidantes de los péptidos (Elias et al., 2008; Ostdal, Andersen & Davies,
1999; Rival, Boeriu & Wichers, 2001; Zhou & Decker, 1999). La mayoria de los péptidos
antioxidantes obtenidos a partir de alimentos presentan pesos moleculares entre 500 y 1800
Da y con frecuencia incluyen residuos de aminodcidos como Val y Leu en el extremo N-
terminal, y Pro, His, Tyr, Trp, Met, y Cys en sus secuencias (Cheng, Uchida & Kawakishi,
1992; Wu, Wang, Ma & Ren, 2009). Residuos hidrofobicos de amino acidos como Val o Leu
son capaces de incrementar la presencia de péptidos en la interfase agua-lipido y por lo tanto
facilitar el acceso a radicales libres que se generan en la fase lipidica (Ranathunga, Rajapakse
& Kim, 2006), con base en esto y considerando que la pepsina tiene mayor afinidad por los
aminoacidos hidrofobicos, es que se logra mayor capacidad de captacion de radicales libres

al hidrolizar con dicha enzima durante menores tiempos de hidrolisis enzimatica.

7.4.2 METODO ABTSe

Para evitar los efectos negativos a las propiedades sensoriales de los alimentos se emplean
antioxidantes, principalmente sintéticos, tales como el Butilhidroxitolueno (BHT) y
Butilhidroxianisol (BHA); sin embargo, actualmente se ha incrementado la busqueda de
antioxidantes de fuentes naturales, destacando compuestos fenodlicos, como tocoferol o
vitamina E, carotenoides y catequinas, los cuales presentan algunas desventajas; la
insolubilidad en agua (Gallegos Tintor¢, Chel Guerrero & Martinez Ayala, 2013). En este
sentido, los hidrolizados proteicos pueden emplearse como ingredientes funcionales en
sistemas alimentarios, pues se ha demostrado su capacidad para prevenir la modificacion

oxidativa (Wang & Xiong, 2008)

La capacidad antioxidante por el método ABTSe se muestra en la Figura 8. Los valores de
ICso para ambos concentrados fueron de 32.38 mg/mL para el concentrado proteico de la
SQB y 34.27 mg/mL para el concentrado de la SA, dichas concentraciones requeridas son
altas para efectuar el 50% de actividad, sin emabargo, al ser estos sometidos a hidrolisis

enzimatica, incrementan considerablemente su potencial antioxidante, dichos datos se
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pueden apreciar en las fig. 9 y 10, en las cuales se observan los /Csp para los hidrolizados

proteicos de SQB y amarando con pepsina y con alcalasa.
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figura 8. Actividad antioxidante ABTSe. De los concentrados proteicos de semillas de
quelite (CPSQB) y amaranto (CPA).
Valores promedio de tres repeticiones = desviacion estandar. 478 letras diferentes indican
diferencia estadistica significativa (p < 0.05) entre variedades.

En la Figura 9 se muestra la actividad antioxidante por el método ABTS de los hidrolizados
proteicos de la SQB y la SA obtenidos con Pepsina®. Se puede observar que existe diferencia
significatva entre los hidrolizados (p<0.05) en las dos variedades evaluadas. El hidrolizado
que tuvo mejor actividad antioxidante fue la SA a los 90 min de reaccidén con un valor de
ICs0 de 8.43 mg/mL, mientras que para el hidrolizado de la SQB fue en los hidrolizados a
45 y 60 min de reaccion con un /Cso= 12.80 y 12.30 mg/mL, respectivamente, ya que no

mostarron diferencia estadistica (p<0.05).
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figura 9. Actividad antioxidante (método ABTS) de los hidrolizados proteicos de la SQB y

la SA a diferentes tiempos de reaccion con la enzima Pepsina®.
Valores promedio de tres repeticiones + desviacion estandar. A—KLetras diferentes indican diferencia
estadistica significativa (p<0.05).

Por otro lado, los hidrolizados de la SQB obtenidos con Alcalasa®, presentaron valores de
ICs0 de 1.19 mg/mL a los 60 min de reaccion, mientras que el hidrolizado de la SA el valor
de ICso fue de 12.44 mg/mL. Esto puede deberse a la composicion, secuenciacion e
hidrofobicidad de los aminoécidos presentes en los hidrolizados proteicos. Aunque los 20
aminoacidos pueden interactuar con especies de nitrogeno y oxigeno, los mas reactivos son
los azufrados(MET, CIS, HIS) y los aromaticos (TRIP, TIR Y PHE) ademas de los que
contienen anillo imidazol como la histidina (Elias et al., 2008; Loganayaki, Siddhuraju &
Manian, 2011; Zhang et al., 2010); sin embargo, se ha encontrado que en su forma libre,
generalmente los aminoacidos no son efectivos como antioxidantes, de hecho existe.
evidencia de que una hidrdlisis extensiva de las proteinas resulta en un decremento de la
AAO (Kong & Xiong, 2006; Salgado et al., 2011), lo cual se atribuye a las propiedades
quimicas y fisicas que les confiere tanto la secuencia de aminodcidos, como la estabilidad
del radical peptidico que se genera para no iniciar o propagar reacciones oxidativas

posteriores (Elias, et al., 2008). Estos resultados son comparados con lo reportado en otras
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investigaciones entre las cuales se encuentran Guerra-Almonacid et al. (2016), quienes
obtuvieron ICso de 0.054 mg/mL para hidrolizado proteico de frijol mungo (Vigna radiata),
Intiquilla-Quispe (2016) reportd 0.037 mg/mL en hidrolizados proteicos de parujo (Erythrina

edulis) quienes hidrolizaron con alcalasa durante 60 y 120 min respectivamente.
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figura 10. Actividad antioxidante ABTS de los hidrolizados de semillas de quelite blanco
(SQB) y amaranto a diferentes tiempos de reaccion con la enzima alcalasa®.
Valores promedio de tres repeticiones + desviacion estandar. 47/ letras diferentes indican
diferencia estadistica significativa (p < 0.05).

los valores obtenidos sobre la capacidad antioxidante de los hidrolizados proteicos tanto de
pepsina como de alcalasa, son aceptables como componente con alto potencial antioxidante,
sin embargo, el /Cso de los hidrolizados con alcalasa son menores. Aunque la capacidad
antioxidante se le confiere a los aminoacidos hidrofobicos, Tang et al. (2009) indicaron que
péptidos con hidrofobicidad intermedia, poseen mayor capacidad secuestrante del radical
ABTS, ademas que emplear este método la capacidad antioxidante no es dependiente del
peso molecular de los péptidos mientras que al emplear otros métodos, este si es un factor de
importancia.
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7.5 ACTIVIDAD ANTITROMBOTICA

Las plaquetas son un componente critico en la formacion de trombos arteriales y la inhibicion
farmacologica efectiva de la agregacion plaquetaria es el objetivo primario de la terapia
antitrombotica (Marrufo-Estrada et al., 2013). La terapia antiplaquetaria que inhibe la
funcion de las plaquetas es un enfoque prometedor en la prevencion de la trombosis (Kong
et al., 2014). De esta forma, la actividad antitrombotica se basa en inhibir la capacidad que
tiene la sangre para formar trombos, principalmente por el agrupamiento de las plaquetas en

el plasma sanguineo (Cérdova-Lizama et al., 2013).

En los siguientes apartados se analiz6 la actividad antitrombotica de los concentrados e
hidrolizados proteicos de la SQB y la SA por medio de la determinacion del porcentaje (%)
de inhibicion de la agregacion plaquetaria, la cual se muestra en la seccion 7.5.1, mientras
que en la seccion 7.5.2 se muestran los resultados de los valores de /Cso (Concentracion de
inhibicién media) los cuales fueron calculados para cada tiempo de hidrolisis y obteniendo

asi los mejores tratamientos.

7.5.1 Porcentaje de inhibicion de la agregacion plaquetaria de los hidrolizados proteicos
dela SQB y la SA.

La determinacion de la actividad antitrombotica, se basa en inhibir la capacidad que tiene la
sangre para formar trombos, principalmente por el agrupamiento de las plaquetas en el
plasma sanguineo. Los resultados expresados como porcentaje de reduccion de la agregacion
plaquetaria (RAP), a diferentes concentraciones de concentrados e hidrolizados, se presentan
en la Figura 11 se muestran los porcentajes de inhibicion obtenidos en los concentrados
proteicos a diferentes concentraciones (0.5 a 2.5 mg/mL), en donde el mayor porcentaje de
inhibicion de la agregacion plaquetaria se logra en concentrado proteico SQB a diferentes
concentraciones, siendo el mayor porcentaje de inhibicion de 15.96 % a una concentracion

de 2.5 mg; sin embargo, en el SA aunque se logra un menor porcentaje de inhibicion al
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incrementar la concentracion, tiene un mayor aumento en el porcentaje de inhibicion siendo
de 3.75, 6.58 y 11.17% para 0.5, 1.5 y 2.5 mg de muestra. Esto puede deberse a que las
proteinas de SA tienen una mayor similitud estructural con la cadena del fibrindgeno (factor
I de la coagulacion), de forma que entra en competencia con los receptores plaquetarios y al
estar en mayor concentracion la capacidad de union con las plaquetas (Vioque & Millar,

2010).
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figura 11. % de inhibicion de la agregacion plaquetaria de los concentrados proteicos de
SQB y SA.

Valores promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.AF diferentes indican
diferencia estadistica significativa (p < 0.05).

Se obtuvieron diferentes porcentajes de inhibicion de la agregacion plaquetaria a diferentes
concentraciones 0,5, 1.5 y 2.5 mg/mL, En la figura 12 y 13, se muestran los porcentajes de
inhicion de la agregacion plaquetaria para los hidrolizados de SQB y SA con pepsipa® y
alcalasa®, respectivamente. en los hidrolizados obtenidos co la enzima pepsina con SQB
durante los primeros 45 min de reaccion sigue un patréon de compartamiento incrementandose

el porcentaje de inhibicidn, sin embargo, a partir de los 60 min dicho porcentaje se ve
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disminuido, mientras que en las SA con la misma enzima dicho patron se logra hasta los 60
min, tiempo en el que se alcanza el mayor porcentaje de inhibicién 21.58% en una
concentracion de 2.5 mg/mL, Este nivel de inhibicion de la agregacion plaquetaria es
comparable con lo obtenido por Yu et al. (2016), quienes hallaron aproximadamente 15% de
actividad en una concentracion de 0.5 mg/mL para un hidrolizado con tripsina a partir de las
fracciones proteinicas albuminas y glutelinas de cebada de montafia (Hordeum vulgare Linn.
var. nudum Hook. f.) procedente del Noroeste de China, en un tiempo total de hidrélisis de
14 h. De igual forma Cian et al. (2015), encontraron una actividad inhibitoria de la agregacion
plaquetaria cercana a 18% cuando evaluaron 60 mg/mL de un hidrolizado con proteasa
alcalina por 2 h (GH = 13.7%), a partir de una macro alga (Pyropia columbina) proveniente
de Comodoro Rivadavia, Argentina. Mientras que Cérdova-Lizama et al. (2013), hallaron un
nivel de inhibicién plaquetaria de 30% a una concentracion de 2.5 mg/mL, a partir de un
hidrolizado realizado con pepsina durante 10 min (GH = 12.4%) a partir de Phaseolus lunatus
cosechado en Yucatdn, México. Por otra parte, Rojas-Ronquillo et al. (2012), determinaron
la actividad antitrombodtica mediante la inhibicion de trombina a partir de la caseina bovina
fermentada con Lactobacillus casei Shirota durante 42 h, encontrando una actividad
antitrombotica aproximadamente de 20%, después de 15 h de fermentacion, siendo este valor
comparable a lo hallado para el hidrolizado de SA obtenido con pepsina en el presente

estudio.
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figura 12. Porcentaje de inhibicion “in vitro” de los hidrolizados SQB y SA con pepsina®

Valores promedio de tres repeticiones + desviacion estandar. A letras diferentes indican

diferencias significativa (p< 0.05).

Los hidrolizados obtenidos con alcalasa en la SQB, mostraron un patréon de comportamiento
durante los 60 min de reaccion, siendo el mayor porcentaje de inhibicion de 40.98% a una
concentracion de 2.5 mg/mL a los 60 min de hidrolisis. Por otro lado, al emplear la misma
enzima en la SA, los mayores porcentajes de inhibicion de obtienen a los 60 y 90 min 37.60
y 34.99% respectivamente, a una concentracion de 2.5 mg/mL. Zhang et al. (2008),
reportaron una actividad antitrombotica aproximadamente de 10% para la inhibicion de la
coagulacion del fibrindgeno a partir de la extraccidon enzimatica acuosa con pectinasa,
celulasa, beta-glucanasa y alcalasa por 4 h a partir de semillas de colza (Brassica napus)
proveniente de China y evaluado en una concentracion de 10 mg/mL. De igual forma,
Sabbione et al. (2015), evaluaron la actividad antitrombotica de la fraccion de albiminas de

semillas de amaranto (Amaranthus mantegazzianus) cosechadas en La Pampa, Argentina,
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que fue sujeta a la accidn enzimatica de alcalasa y tripsina por 40 min (GH = 15.7%),
encontrando una inhibicion de la formacion de trombos (inhibicion de la polimerizacion de
fibrina catalizada por trombina) aproximadamente de 10% en una concentracion del

hidrolizado cercana a 2 mg/mL.
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figura 13. Porcentaje de inhibicion “in vitro” de los hidrolizados de SQB y SA con
alcalasa®.

Valores promedio de tres repeticiones + desviacion estandar. #*F indican diferencias significativa
(p<0.05).

Estos resultados sugieren que péptidos con actividad antiplaquetaria podrian haberse
generado a partir de la modificacion enzimatica de las proteinas de la SQB. Los péptidos
obtenidos de 30 a 60 min de reaccion, posiblemente contengan un segmento RGD (arginina-
glicina-acido aspartico) en su secuencia ya que se ha demostrado que la arginina participa en
la union entre el fibrinégeno y la glicoproteina GPIIb/IIla ubicada en la membrana de las
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plaquetas. El grupo guanidino de la cadena lateral de la Arg (catidon) interacciona mediante
un enlace i6nico con la estructura de grupo carboxilo del Asp presente en el complejo
GPIIb/Illa (Cordova-Lizama et al., 2013). No obstante, también pueden estar presentes
péptidos que asemejen este arreglo estructural para antagonizar el acoplamiento del
fibrindgeno a la GPIIb/Illa, resultando en la inhibicion de la agregacion plaquetaria (Mulero-

Cénovas et al., 2011).

7.5.2 Inhibicidn de la agregacion plaquetaria de los hidrolizados proteicos de la SQB y la SA.

Se evalu6 in vitro la actividad antiplaquetaria de los hidrolizados proteicos usando plasma
sanguineo humano rico en plaquetas inducido con ADP como agonista plaquetario. Para ello
se considerd como los mejores tratamientos a aquellos que presentaron valores de /Cso con
menor valor numérico, ya que con ello sabremos que se requiere de la mas baja concentracion

para inhibir el 50% de la agregacion plaquetaria.

Primeramente se evaluo la capacidad antitrombotica de los concentrados proteicos, esto con
el fin de saber cuanto se potencializa, dicha capacidad al realizarse la hidrolisis enzimatica,
ademas de identificar que enzima ofrece mejores resultados. El la Figura 11 se mustran los
resultados obtenidos con base en el /Cso para los concentrados proteicos siendo de 14.28 y

13.04 mg/mL para la SQB y SA, respectivamente.
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figura 14. Actividad antitrombodtica “in vitro” de los concentrados proteicos de la SQB y la
SA.

Valores promedio de tres repeticiones + desviacion estandar. 475 letras diferentes indican diferencia
estadistica significativa (p<0.05) entre variedades.

En las Figuras 12 y 13 se presentan los resultados obtenidos para los hidrolizados con
Pepsina® y Alcalasa®, respectivamente. Al hidrolizar con la enzima pepsina la SQB se
obtuvieron valores de 41.68 mg/mL en el hidrolizado a 15 min de reaccion, siendo esta la
concentracion mas alta requerida para inhibir el 50% de agregacion plaquetaria y un valor de
ICs0 de 11.54 mg/mL a los 90 min de reaccion, siendo esta la concentracién mas baja
requerida para SQB al emplearse la hidrolisis con pepsina. Mientras que al realizar la
hidrolisis de la SA con Pepsina® se obtuvieron valores que no mostraron diferencia
significativa (p<0.05) a los 15, 45 y 90 min de reaccioén con valores de /Cso de 11.55, 12.07

y 12.31 mg /mL, respectivamente.
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figura 15. Actividad antitrombotica “in vitro” de los hidrolizados de semillas de quelite
blanco (SQB) y amaranto a diferentes tiempos de reaccion con pepsina®.
Valores promedio de tres repeticiones + desviacion estandar. 4G letras diferentes indican
diferencia estadistica significativa (p < 0.05).

Por otra parte, los hidrolizados con alcalasa, requiere concentraciones menores para efectuar
el 50% de inhibicion de la agregacion plaquetaria, pues al emplear la SQB como sustrato se
obtuvieron valores de /Cso de 12.41 mg/mL siendo esta la concentracion mas alta requerida,
a los 5 min de reaccion y esta fue mejorando conforme incrementiio el tiempo de hidrolisis
con valores de /Cso de 3.79, 3.85 y 3.88 mg/mL a los 45, 60 y 90 min de raccion,
respectivamente, ya que no mostraron diferencia estadistica (p<0.05). Por otro lado, los
hidrolizados de la SA con Alcalasa® mostraron la misma tendencia que en la SQB a partir de
los 15 min de reaccion, ya que, conforme aumento el tiempo de hidrélisis la capacidad
antitrombotica aumento, ya que los valores de /Cso estuvieron en un intervalo de 24.61 a 3.74
mg/mL para 5 y 90 min de reaccion, respectivamente. Con base, a lo anterior se puede decir
que los hidrolizados obtenidos con la enzima Alcalasa® mejoran la actividad antitrombotica

en los materiales evaluados.
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figura 16. Actividad antitrombotica “in vitro” de los hidrolizados de semillas de quelite
blanco (SQB) y amaranto a diferentes tiempos de reaccion con Alcalasa®.
Valores promedio de tres repeticiones + desviacion estandar. 4G letras diferentes indican
diferencia estadistica significativa (p < 0.05).

Los resultados obtenidos en este estudio son comparados con lo obtenido por otros autores
tales como, Lee & Kim (2005) quien obtuvo un valor de /Cso de 2 mg/mL de fracciones
peptidicas obtenidas mediante la hidrolisis enzimatica secuencial de aislados proteinicos de
soya, por otro lado Sabbione et al. (2005) obtuvieron valores de /Cso de 0.080 y 0.074 mg/mL
en la fraccion glutelina sin hidrolizar e hidrolizada de Amaranthus mantegazzianus. Por otro
lado, Mata-Ramirez (2018), evaluo la actividad antitrombdtica de hidrolizados de chapulin
(Sphenarium purpurascens Ch.) con pepsina y alcalasa de manera individual, obteniendo
valores de /Cso= 6.61 y 7.66 mg/mL para alcalsa (60 min de reaccion) y pepsina (15 min de
reaccion), respectivamente. Los /Cso obtenidos en este estudo se encuentran dentro del rango
de lo reportado por otros autores. Por otra parte, la baja actividad antitrombdtica de los
hidrolizados con pepsina, podria deberse a que esta enzima pudo haber actuado sobre los
aminoacidos con carga negativa o bien, que en el concentrado proteico evaluado se
encuentren presentes abundantes aminoacidos hidrofobicos con cadenas laterales aromaticas
o ramificadas, ademas de recordar, que la pepsina actia principalmente sobre los enlaces
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Phe(Tyr, Leu) o Trp(Phe, Tyr), los cuales son aminoacidos hidrofobicos, por otra parte, los
residuos Ile, Lys y Asp parecen ser importantes en el efecto inhibidor que es debido a la
competencia entre los péptidos, cabe hacer mencion, que se logra mayor actividad
antitrobotica en péptidos con mayor similitud estructural con la cadeba del fibrin6geno, de

forma que entran en competencia con los receptores plaquetarios (la cadena).

Con base en los resultados obtenidos se podria emplear el uso de pseudocereales como
sustrado para la hidrolisis y posterior obtencion de péptidos con actividad antitrombotica,
para la posible implementacion de estos en el desarrollo de medicamentos para el tratamiento
de la trombosis, asi como en alimentos funcionales, los cuales funjan como anticoagulantes

naturales.

7.5 Actividad anticolesterolémica (inhibicion de la solubilidad micelar) de los

concentrados e hidrolizados proteicos de la SQB y la SA.

La capacidad inhibitoria de la solubilidad micelar se evalu6 tanto en los concentrados
proteicos como en los hidrolizados proteicos. En la Figura 14 se observan los porcentajes de
inhibicion de la solubilidad micelar del colesterol que presentaron los concentrados proteicos
a diferentes cocentraciones (10, 5 y 2.5 mg). El concentrado proteico de la SQB posee un
mayor porcentaje de inhibicion en las diferentes concentraciones teniendo un 19.81% de
inhibicidn al emplear una concentracion de 10 mg y 10.81% de inhbicion a una concentracion
de 2.5 mg. Mientras que, el concentrado de la SA posee los menores porcentajes ya que a
una concentracion de 10 mg tuvo un 9.17% y a 2.5 mg 4.40% de inhibicion. Esta variacion
podria atribuirse a la concentracion de aminodcidos hidrofobicos (Ile, Leu, Met, Trp, Val,
Ala y Pro) presentes en las proteinas de cada variedad, pues a dichos aminoacidos se les

atribuye la capacidad de inhibicion de la solubilidad micelar.
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figura 17. Inhibicion de la solubilidad micelar “in vitro” de los concentrados proteicos de la

SQB y la SA a diferentes concentraciones.
Valores promedio de tres repeticiones + desviacion estandar. A—Q letras mayusculas diferentes indican
diferencia estadistica significativa (p < 0.05) entre variedades. a—p Letras minusculas diferentes indican
diferencia estadistica significativa (p < 0.05) entre tiempos de reaccion.

En la Figuras 15 y 16 se muestran los porcentajes de la solubilidad micelar para los

hidrolizados proteicos con Pepsina®

y Alcalasa®, respectivamente, a diferentes
concentraciones. En los hidrolizados proteicos de la SQB con Pepsina® el mayor porcentaje
de inhibicion de la solubilidad micelar del colesterol se obtuvo en el hidrolizado proteico a
60 min de reaccion con un 49.80% de inhibicién. Mientras que, los hidrolizados obtenidos
con la SA con Pepsina® el mayor porcentaje de inhibicion de la solubilidad micelar del
colesterol se logr6 a los 15 min de reaccion a las diferentes concetraciones evaluadas con un
intervalo de 26.42 a 35.67% de inhibicion. En lo que respecta, a los hidrolizados de la SQB
y la SA con la enzima Alcalasa® los porcentajes de inhibicion fueron menores a los obtenidos
con la enzima Pepsina®, ya que, en los hidrolizados de la SQB con Alcalasa® entre 15 a 90
min de reaccion los valores mas altos fueron entre 15.67 a 20.89% de inhibicion. Mientras

que en los hidrolizados de la SA con Alcalasa® los valores de inhibicion oscilaron entre 4.93
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y 13.68%. Se pudo observar que los mayores porcentajes de inhibicidon micelar del colesterol
se lograron al realizar la hidrélisis enzimatica con la enzima Pepsina®, esto es debido a que
esta enzima actia principalmente sobre enlaces peptidicos de naturaleza hidrofobica (*Phe
[Tir o Leu], Trp [Phe o Tir]), pues estos estan asociados con inhibicioén de la absorcion del
colesterol (Fang et al,2007) , mientras que la Alcalasa® al ser una serinproteasa,
endopeptidasa, se centra en el ataque nucleofilico en el enlace peptidico (amida) mediante un

residuo de serina en su centro activo (Vioque, 2009).
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figura 18. Inhibicion de la solubilidad micelar “in vitro™ de los hidrolizados proteicos de la
SQB y la SA a diferentes tiempos de reaccion con Pepsina®.
Valores promedio de tres repeticiones = desviacion estandar. 4746 letras mayusculas diferentes indican
diferencia estadistica significativa (p < 0.05).

Estos resultados son comparados con lo reportado por Nakagoa et al. (2001) quiénes
obtuvieron 9.50% de inhibicion de la solubilidad micelar del colesterol en hidrolizados de
caseina con tripsina, por otro lado, Raederstorff (2003) reportaron una inhibicion de la
solubilidad micelar del colesterol de 16.6% al emplear 1% de galato de epigalocatequina en

la dieta de ratas wistars, kirana et al. (2005) reportaron el 24% de inhibicion en péptidos

73



derivado de la B-lactoglobulina bovina. Zhong et al. (2007) obtuvieron un 87% de inhibicion
de la solubilidad micelar del colesterol, en hidrolizados de proteina de soya con alcalasa;
mientras que Kongo et al. (2011) reportaron un 67% de inhibicion la solubilidad micelar, en
hidrolizados de maiz obtenidos con Flavourzyme a 90 min de hidrolisis. Los resultados
obtenidos en este estudio se encuentran dentro de lo reportado en investigaciones anteriores,
con diferentes materiales. Sin embargo, es importante mencionar, que la seleccion de la
enzima a emplear, para obtener péptidos con esta actividad es de vital importancia, ya que
con base en lo obtenido por diferentes autores, el empleo de endopeptidasas que actiien entre
aminoacidos hidrofobicos, garantiza una mayor actividad anticolesterdlemica, comprobando
asi el efecto hipocolesterolemico de las proteinas de las amarantaceas, teniendo mejores
valores de inhibicon las proteinas de la SQB (4. hybridus) esto podria ser atribuido a la
composicion y secuenciacion de los aminoéacidos hidrofobicos, presentes en estas proteinas,
los cuales al estar en mayor concentracidon, confieren mayor capacidad de captacion de

colesterol y reduciendo la solubilidad micelar del mismo.
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figura 19. Porcentaje de inhibicion “in vitro” de los hidrolizados proteicos de semillas de
quelite blanco (SQB) y amaranto a diferentes tiempos de reaccion con alcalasa®.
Valores promedio de tres repeticiones + desviacion estandar. 4R letras diferentes indican
diferencia estadistica significativa (p < 0.05).

Para su absorcion el colesterol es solubilizado en micelas formadas por acido bilicos. Sin
embargo, no se conoce con certeza como actiian estos péptidos, se cree que el efecto que
ejercen los péptidos hipocolesterolémicos se debe a que disminuyen la solubilidad micelar
del colesterol, es decir, reducen su absorcién intestinal, asi como la induccién de la
transcripcion genética de la enzima colesterol-7-hidroxilasa (responsable de metabolizar el
colesterol) (Ricci-Cabello et al. 2012). Sin embargo, se requiere mayor cantidad de estudios
en personas hipercolesterolémicas para evaluar los efectos totales asi como los mecanismos
de accion de dichos péptidos (Undenigwe y Aluko 2012).
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VIII. CONCLUSIONES

e Se obtuvieron concentrados proteicos contenidos de proteina superiores al 70% con
el cual se puede realizar una hidrolisis extensiva, que permite evualuar diferentes
actividades biologicas, ademas de porcentajes de humedad menores al 11% lo que
garantiza una mayor vida de almacén.

e (Con base en los parametros de color tanto de las harinas como de los concentrados,
ambos presentaron un ligero oscurecimiento al realizar el concentrado, pues el medio
alcalino utilizado en este proceso propicia dicho oscurecimiento, sin embargo,
considerando la coloracion obtenida tanto las harinas como los concentrados podrian
emplearse en la elaboracion de suplementos ricos en proteina.

e En ambas variedades el mayor grado de hidrdlisis se obtuvo con la enzima alcalasa
obteniéndose valores de 36.76 para amaranto y 34.38 para SQB a 90 min de reaccion,
mientras que al mismo tiempo al emplearse la enzima pepsina los grados de hidrolisis
obtenidos fueron de 32.08 para SQB y 32.76 para amaranto. Esto nos indica que la
enzima alcasa posee mayor selectividad por los enlaces peptidicos presentes en ambas
variedades.

e La capacidad antioxidante se midio empleando 2 métodos, de los cuales se obtuvo
que los hidrolizados con pesina a 45 min de reaccidn con ambas variedades
presentaron los valores de ICso mas bajos, tiendo 1.53 y 1.61 mg/mL para SQB y
amaranto, respectivamente, mientras que por el método ABTS el hidrolizado de
alcalasa-SQB a 60 min de reaccion presentaron un ICso=1.19 mg/mL, siendo estas las
concentraciones mas bajas, para obtener el 50% de actividad.

e Con base en el ICso el hidrolizado proteico con mayor actividad antitrombotica el
alcalasa-SQB a 60 min de reaccion ya que para lograr el 50% de actividad se
requieren 1.19 mg/mL de dicho hidrolizado.

e Los hidrolizados con pepsina-SQB a 60 min de reaccidon mostraron mayor porcentaje
de inhibicion de la solubilidad micelar a diferentes concentraciones, obteniéndose
49.80% de actividad emplear 10 mg de hidrolizado, y 35.67 % de inhibicion con
pepsina-amaranto a 15 min de reaccion. Los porcentajes de inhibicion con alcalsa no

fueron tan favorables ya que los porcentajes de inbhicidn mayores en cada variedad
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fueron de 20.90% para alcalsa-SQB a 30 min de reaccion, y de 13.68% para alcalsa-
amaranto a 15 min de reaccion.

El CPSQB mostr6 mayor capacidad antitromboética y anticolesterolemica, mientras
que el CPA mostré6 mayor capacidad antioxidante al ser evaluado por dos métodos,

ABTS y DPPH.
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