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RESUMEN

Los hidrolizados proteinicos son una fuente de péptidos bioactivos (PB) y estos compuestos pueden ejercer un papel
importante enla salud humana debido a sus diferentes acividades bioldgicas. El uso de proteasas de origen vegetal
es una alternativa potencial para producir PB. El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad de inhibicién
de la hemdlisis oxidativa (IHO) y actividad antimicrobiana de hidrolizados y fracciones peptidicas obtenidas de la
hidrdlisis de proteinas de huevo (ovoalbumina), leche y soya, con proteasas extraidas de frutos de Bromelia pinguin
y Bromelia karatas. En general, todos los hidrolizados y fracciones peptidicas presentaron una alta IHO, siendo la
fraccion peptidica de <1 kDa, obtenida de la hidrdlisis de ovoallbUmina con proteasas de B. karatas, la que presentd
mayor actividad (98.19%). En contraste, ninguno de los hidrolizados registré actividad antimicrobiana, mientras
que las fracciones peptidicas (<5, <10 y <30 kDal), obtenidas de la hidrdlisis de leche con proteasas de B. pinguin,
mostraron la mayor actividad antimicrobina (22.26-23.79% de inhibicidén), contra Listeria innocua. Los resultados
resaltan el potencial de las proteasas de B. pinguin y B. karatas para hidrolizar proteinas de diferentes alimentos y
generar hidrolizados y PB con alta actividad antioxidante.

Palabras Clave: inhibicién hemolitica oxidativa, actividad antimicrobiana, hidrolizada, péptidos bioactivos.

Evaluation of oxidative hemolytic inhibition capacity and antimicrobial activity of peptide fractions from egg,
milk and soy protein hydrolysis using Bromelia pinguin and Bromelia karatas derived proteases

ABSTRACT

Protein hydrolysates are a source of bioactive peptides (BP). They can exert an important role in human health due
to their different biological activities. The use of plant proteases is a potential alternative to produce BP. The aim of
this work was to evaluate the oxidative hemolytic inhibition capacity (OHI) and antimicrobial activity of hydrolysates
and peptide fractions from egg, milk and soy protein hydrolysis with proteases extracted from Bromelia pinguin and
Bromelia karatas fruits. In general, all hydrolysates and peptide fractions presented a high OHI, being the peptide
fraction of <1 kDa from ovalbumin protein hydrolysis with B. karatas proteases that had the greater OHI (98.19%). In
contrast, hydrolysates did not register antimicrobial activity, while peptide fractions (<5, <10 y <30 kDa), from milk
hydrolysis with B. pinguin proteases showed the highest antimicrobial activity against Listeria innocua (22.26-23.79% of
inhibition). The results highlight the potential of B. pinguin and B. karatas proteases to hidrolize proteins from different
foods, as well as to produce hydrolysates and BP, with high oxidative hemolytic inhibition capacity.

Key Words: oxidative hemolytic inhibition, antimicrobial activity, hydrolysates, peptides.

Nota: Articulo recibido el 26 de octubre de 2017 y aceptado
el 26 de abril de 2018.
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INTRODUCCION
oy en dia las proteinas alimentarias han recibido una

atencion especial, ya que algunos fragmentos de estas

proteinas pueden liberarse por hidrolisis y exhibir
actividad biolodgica. Estos fragmentos denominados
péptidos bioactivos (BP), generalmente se generan in vivo
por la accion de las enzimas gastrointestinales, pero también
pueden obtenerse in vitro con proteasas especificas (Sila &
Bougatef, 2016).

Las proteasas especificas mas utilizadas para generar PB son las
microbianas; sin embargo, el uso de proteasas vegetales en la
hidrolisis de proteinas se ha incrementado en los tltimos afios
debido a su estabilidad en un amplio rango de pH y temperatura
(Moreno-Hernandez ef al., 2017). Las proteasas extraidas de
frutos de Bromelia karatas (B. karatas)y Bromelia pinguin (B.
pinguin) no han sido estudiadas para generar PB; no obstante,
deacuerdo a estudios previos, estas proteasas presentan una alta
actividad proteolitica, con un grado de hidrdlisis de 73- 80%
(Meza-Espinoza et al., 2017) por lo tanto, son potenciales para
la generacion de PB.

Los PB juegan un papel importante en la regulacién y
modulacion metabolica y se pueden usar como potencial
nutracéutico y como ingredientes de alimentos funcionales.
Las actividades biologicas mas estudiadas de los PB son
la actividad antimicrobiana y la actividad antioxidante
(Przybylsky, Firdaous, Chataigné, Dhulster & Nedjar, 2016).
Los PB con actividad antimicrobiana (AMPs por sus siglas
en inglés) presentan mecanismos de acciéon complejos y estan
relacionados con la interaccion que tienen con la membrana
del patdgeno o con sus componentes internos, afectando la
replicacion del DNA y la sintesis de proteinas causando asi la
muerte del microorganismo (Reinhardt & Neundfor, 2016).
Zhang et al. (2017) reportaron que el péptido Casein201,
inhibid el crecimiento de Staphylococcus aureus 'y Yersinia
enterocolitica, a través de la desintegracion de estructuras
citoplasmicas y alteraciones de la envoltura celular bacteriana.
Por otraparte, laactividad antioxidante de los PB, se haasociado
a la presencia de aminoacidos como cisteina, metionina,
tirosina, fenilalanina, triptéfano, prolina y lisina entre otros;
que permiten una buena accidn antiradical y quelante, debido
a que estos aminoacidos son capaces de donar electrones o
formar complejos con iones metalicos (Xiong, 2010).

Los métodos in vitro mas usados para medir la actividad
antioxidante son atrapamiento del radical ABTS (2,2 "-azinobis-
3-etilbenzothiazolina-6-acido sulfonico), poder antioxidante de
reduccion de hierro (FRAP por su siglas en inglés) y capacidad
de absorbancia del radical oxigeno (ORAC por sus siglas en
inglés) (Kumar, Chatli, Singh, Mehta & Kumar, 2016); sin
embargo, Takebayashi, Chen & Tai (2010) mencionan que uno
de los mejores ensayos para medir la actividad antioxidante de
los PB, es a través de la inhibicion de la hemolisis oxidativa,

siendo un buen modelo experimental debido a que se puede
medir el porcentaje de inhibicion del dafio de las membranas de
los eritrocitos inducido por radicales libres, emulando procesos
que ocurren en células humanas.

Debido a que los PB se siguen evaluando como una alternativa
potencial de consumo tanto como aditivos alimentarios o como
de consumo directo, adicionados a la dieta para combatir
enfermedades (Sadredinamin, Mehrnejad, Hosseini & Doustdar,
2016); yaque es necesario investigar nuevas proteasas vegetales
como una alternativa potencial para generar PB, el objetivo
de este trabajo fue evaluar la capacidad de inhibicion de la
hemolisis oxidativa y actividad antimicrobiana de hidrolizados
y fracciones péptidicas obtenidos de la hidrolisis de proteinas de
huevo (ovoalbiimina), leche y soya usando proteasas extraidas
de frutos de B. pinguin y B. karatas.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Serecolectaron frutos de color amarillo considerados como frutos
maduros, de las especies silvestres de B. pinguin y B. karatas
en Santiago Ixcuintla, Nayarit, México. Las caracteristicas
fisicoquimicas de la pulpa de B. pinguin y B. karatas fueron
las siguientes: pH, 3.57 + 0.04 y 3.11 & 0.04; solidos solubles,
12.35+0.12y 16.64 £ 0.14 °Bx; Acidez titulable, 2.45 £ 0.02%
y 3.33 £ 0.35%; proteina total, 8.14 + 0.05% y 7.22 + 0.03%,
respectivamente. Se eliminé la cascara y semillas del fruto y
la pulpa se almaceno a -80 °C (Forma Scientific modelo 926,
Ohaio, USA.) hastasuuso. Los concentrados de proteina de soya
y leche fueron obtenidos de Nestlé S.A. de C.V.; mientras que
la proteina de huevo (ovoalbiimina) fue adquirida en HYCEL
de México S.A de C. V.

Extraccion de proteasas

Para la extraccion de proteasas de cada especie vegetal, se
siguid la metodologia descrita por Meza-Espinoza et al.
(2017). El extracto crudo enzimatico (CE) de B. karatas se
obtuvo con una solucion amortiguadora de fosfato-cisteina
(solucion de fosfato 0.1 M, EDTA 5 mM y cisteina 5 mM
ajustadaapH 6.1); mientras que el CE de B. pinguin se obtuvo
con una solucion amortiguadora de sulfuro de sodio (Na,S 2
mMyH,S0O,0.2mM, ajustadoapH 6.1). Todas las soluciones de
extraccion se mantuvieron enrefrigeracion (4 °C). Seusaron 50 g
depulpacongelada (-80 °C) de cadaespecie vegetal; se agregaron
250 mL (1:5 p/v) de cada solucion de extraccion a temperatura
ambiente y se dejo 10 min para descongelacion completa. Las
mezclas sehomogeneizaron, sefiltraron y luego se centrifugaron
(Hermle Z306, Wehingen, Alemania) a 6,000 xg durante 15 min
a4 °C. Lossobrenadantes (CE) se precipitaron con acetona fria
(-20 ° C) en una relacion de 1:1 (v/v) afiadiendo lentamente
el disolvente. La mezcla se mantuvo durante 1 h a -20 °C. El
primer precipitado proteinico se separard por decantacion y
se elimind. A cada sobrenadante se afiadieron dos volimenes
de acetona fria, respecto al volumen del sobrenadante y se
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mantuvieron durante 1 ha-20 °C. Los precipitados se separaron
por decantacion y se centrifugaron a 6,000 xg durante 10 min
a4 °C. Los precipitados fueron considerados como proteasas
parcialmente purificadas. Las proteasas obtenidas se liofilizaron
usando liofilizador LABCONCO (Modelo 77522020, Kansas,
USA) y se almacenaron a -80 °C hasta su analisis.

Obtencién de hidrolizados

Se uso6 la metodologia propuesta por Natalucci, Brullo, Lopez,
Hilal & Caffini(1996). Se prepararon soluciones de ovoalbuimina,
leche y soya (10 g/L) con una solucién amortiguadora de
fosfato 0.1 M a pH 7.0 (SAF); luego se calentaron a 90 °C en
un bailo de agua durante 20 min y se centrifugaron a 12,000 xg
durante 10 min. Los sobrenadantes se usaron como sustratos.
La obtencion de los hidrolizados se llevo a cabo con muestras
de 250 mL de cada solucion y 25 mL de proteasas liofilizadas
(resuspendidas con amortiguador de fosfatos pH 7.0, para tener
una concentracion de 1.7 mg de proteasas liofilizadas/mL
de solucién). La mezcla se incubd a 60 °C durante 30,
60 y 120 min. La hidrélisis se detuvo colocando la mezcla
de reaccion a ebullicion durante 10 min. Las muestras se
enfriaron a temperatura ambiente y se centrifugaron a 16,000
xg a 4 °C durante 10 min. Los sobrenadantes se liofilizaron y
se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

Separacion de fracciones peptidicas

La separacion de péptidos se llevo a cabo de hidrolizados
obtenidos durante 60 min de hidroélisis, usando la metodologia
de ultrafiltracion por membrans (Cho, Unklesbay, Hsiech &
Clarke,2004). Seutilizé unaunidad de ultrafiltracion (Millipore
mini system 8,050, Bedford, MA) con membranas de tamafio
de corte de 30, 10, 5 y 1 kDa. El sistema de filtracion se
trabajo a 1,379 kPa de presion y 4 °C. Se obtuvieron cuatro
fracciones peptidicas: <30 kDa, < 10 kDa, <5 kDa y < 1kDa.
Las fracciones peptidicas se liofilizaron y se almacenaron a
-80 °C hasta su analisis.

Determinacioén de actividad proteolitica

La metodologia propuesta por Natalucci, Brullo, Lopez, Hilal
& Caffini (1996) con algunas modificaciones de Meza-Espinoza
et al. (2017) se siguieron para medir la actividad proteolitica
de las proteasas parcialmente purificadas. Se utilizo 1 mL de
solucion de ovoalbiimina (10 mg/mL) como sustrato. Luego,
se afladieron al sustrato 200 pL (2.6 mg de muestra liofilizada
en 1.5 mL de tampon de fosfato a pH 7.0 o una concentracion
de 1.7 g/mL) de proteasa. La mezcla de reaccion se incubd
durante 20 minutos a 37 °C, luego se afiadieron 1.8 mL de 4cido
tricloroacético (50 g/L) para detener la reaccion. Las muestras
se enfriaron y centrifugaron a 14,000 xg a 4 °C durante 10 min
ysemidio laabsorbancia del sobrenadante a 280 nm. Se preparo
un blanco afiadiendo TCA a la mezcla de reaccion antes de la
incubacion dela enzima con el sustrato. Unaunidad de actividad
(U) se defini6é como los milimoles de tirosina por minuto bajo
las condiciones de ensayo anteriores. La actividad especifica

(EA) se calcul6 como U/mg de proteina. La proteina total se
midi6 con el método de Bradford (Bradford, 1976), mezclando
2.6 mg del liofilizado proteico con 1.5 mL de tampon de fosfato
(0.1 M, pH 7.0). Luego, a 200 pL de la mezcla se anadieron
600 pL del reactivo Bradford y se incubaron a temperatura
ambiente durante 10 min. La absorbancia se midié a 595 nm
(Jenway 6705, Cole-Parmer Instrument Co., Felsted, Reino
Unido) y para calular el contenido de proteina se realizé una
curva estandar de albimina de suero bovino.

Inhibicion de hemodlisis oxidativa (IHO)

El ensayo de IHO, se realizé como lo describe Takebayashi,
Chen & Tai (2010). Parala obtencion de eritrocitos, se utilizaron
5 mL de sangre extraida de cada uno de tres individuos
aparentemente sanos. La muestra de sangre se guardd en
tubos BD vacutainer con EDTA K2 como anticoagulante. La
sangre (2 mL) se centrifugd a 2,500 xg por 5 min a4 °C y el
sobrenadante fue desechado. Las células sanguineas aisladas
(eritrocitos) fueron lavadas con SAF (1:1, v/v), y se centrifugo
a 2,000 xg por 10 min a 4 °C, nuevamente. Este proceso de
lavado se repitio dos veces mas. Los eritrocitos se diluyeron
con SAF, 10 veces de su volumen original y de esta solucion
se obtuvo una dilucion correspondiente al 1% del volumen
original. Se mezclaron 150 uL de eritrocitos con 150 puL de
muestra (0.15 mg/mL de hidrolizados o fraccion peptidica),
se incubd por 1 min a 37 °C y después se agregaron 150 uL de
dihidrocloruro de 2,2’- azobis (2-amidinopropano) (AAPH, por
sus siglas en inglés) a 400 mM. La mezcla se agité suavemente,
posteriormente se incub6 por 2 h a 37°C y se centrifugd a
10,000 xg por 2 min y la absorbancia del sobrenadante fue
registrada a 524 nm en un lector de microplacas (SpectraMax
M3 Series Multi-Mode Microplate Readers, Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA). Se us6 un control positivo, el cual fue
preparado mezclando 150 pL de eritrocitos, 150 uL de SAF
y 150 uL de AAPH; mientras que el control negativo fue
preparado con 150 pL de eritrocitos, 150 uL de SAF y 150 pL
de muestra. La IHO se expreso en porcentaje de inhibicion y
se calcul6 con la ecuacion (1):

Abs —Abs )

. . S 1) — _ m
Porcentaje de inhibicion (%) = 100 (Abs —Abs x 100

<

Endonde: Abs_=Absorbanciadelamuestra; Abscp:Absorbancia
del control positivo; Abs_ = Absorbancia del control negativo.

Actividad antimicrobiana

Las cepas utilizadas pertenencen al cepario del Laboratorio
de Quimica y Biotecnologia de Productos Lacteos, del
Centro de Investigacion en Alimentacién y Desarrollo
A.C., dichas cepas inlcuyen Escherichia coli ATCC25922,
Salmonella Typhimurium ATCC14028, Salmonella entérica
serotipo Choleraesuis ATCC10708, Staphylococcus aureus
ATCC29213b y Listeria inoccua ATCC33090. Las bacterias
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fueron activadas y propagadas inoculando caldo de infusion de
cerebro corazon (BHI, por sus siglas en inglés) e incubando a
37 °Cpor 10 h. Una vez transcurrido el periodo de incubacion,
las bacterias fueron recuperadas por centrifugacion (5,000 xg
por 10 min), lavadas 2 veces con 5 mL de SAF y resuspendidas
en la misma solucion hasta alcanzar una DO = 0.8 (No.
Células 24x103/mL).

600nm

Para la determinacion de la actividad antimicrobiana de los
hidrolizados y fracciones peptidicas se us6 el método descrito
por Eloff (1998). Los hidrolizados y fracciones peptidicas
liofilizadas se redisolvieron en SAF a una concentracion de
(0.15 mg/mL). Se us6 un control negativo (80 pL de agua
destilada estéril y 100 pL de BHI), un control positivo (40 pL de
agua destilada estéril, 40 pL de solucion bacteriana ajustada y
100 uL de BHI) y las muestras (40 uL de solucion de hidrolizados
o fracciones peptidicas con 40 pL de solucion bacteriana'y 100
pL de caldo BHI). Las mezclas se incubaron a 37 °C por 10 h
y después de ese tiempo se midi6 la absorbancia a 600 nm. Se
calcul6 el porcentaje de supervivencia (Ecuacion 2) y después
se calculo el porcentaje de inhibicion (100 - % de supervivencia)
(Aguilar-Toala et al., 2017).

Porcentaje de supervivencia (%) = (

DO_, = Densidad optica de la muestra con hidrolizados o
fracciones peptidicas; DO, = Densidad optica del control
positivo; DO, = Densidad 6ptica del control negativo.

Andlisis estadistico
Se detectaron efectos significativos (p<<0.05) mediante el analisis
de varianza (ANOVA) utilizando el software STATISTICA

(v.10 StatSoft, Tulsa, Oklahoma, EE.UU.). Se realizaron
comparaciones de medias con la prueba de Tukey’s (0=0.05).
Cada determinacion se realiz6 al menos tres veces. Los valores
se expresaron como media + desviacion estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad proteolitica

La actividad enzimatica de las proteasas de B. karatas y B.
pinguin proteasas fue de 10.0 y 22.83 U/mg de proteina,
respectivamente. Estos resultados confirmaron que las proteasas
aisladas estaban activas, aunque las diferencias en las actividades
cataliticas de las endopeptidasas dependen de su estructuray las
diferencias genéticas de cada especie (Headon & Walsh, 1994).

Inhibicién de hemdlisis oxidativa (IHO)

En la Tabla I se muestran los resultados de la capacidad de
IHO de hidrolizados proteicos. Se encontré que la IHO de
todos los hidrolizados fue dependiente del tiempo en el cual
se obtuvieron y del tipo de proteasa usada para la hidrolisis
de las proteinas evaluadas. La IOH fue alta (66.90-94.36%)
en todos los hidrolizados obtenidos. El efecto del tiempo se
debe a que las proteasas a 120 min, causaron seguramente un
mayor porcentaje de hidrolisis proteico. Se ha reportado que a
mayor grado de hidroélisis, mayor es la variabilidad en tamafio
de PB (Meza-Espinoza et al., 2017); asi, su funcionalidad o
bioactividad puede aumentar debido a que se pueden presentar
efectos sinérgicos en la eliminacion de los radicales libres y
por ende ocurra una mayor actividad de IHO (Klompong,
Benjakul, Kantachote & Shahidi, 2007). Las diferencias en la
IHO dependiente de las proteasas extraidas por especie vegetal
y sustratos usados (p<0.05), se atribuye a la especificidad de
cada proteasa, por ende, cada una puede producir hidrolizados
con diferentes tamafios de péptidos con diferente composicion
de aminoacidos (Vioque et al., 2006). Klompong, Benjakul,
Kantachote & Shahidi (2007), mencionaron que el sustrato

Proteasas Proteina Tiempo de hidrélisis (min)
30 60 120
S = Ovoalbiimina 76.76x1.72bX 82.39+1.72aW 83.09+1.17aY
¥ Leche 92.25+2.72aW 92.95::4.59aV 94.36+1.15aV
Q5 Soya 78.87+1.15¢X 83.80+£0.57aW 85.21+0.57aX
S o Ovoalbiimina 69.01+2.29¢cY 78.87+1.157bX 90.01£1.15aW
% § Leche 69.71+1.15¢Y 74.64+1.15bY 83.09+3.449aY
Q= Soya 44.36+6.32bZ 67.60+3.44aZ 66.90+2.87aZ

Los valores son la media de tres réplicas (n=3) + desviacion estandar. Letras diferentes (a, b, ¢) por fila indican diferencia significativa (p<0.05)
entre tiempo de hidrolisis, mientras que letras diferentes por columna (V, W, X, y Z), indican diferencia significativa (p<0.05) entre sustratos

proteicos y especie vegetal a un mismo tiempo de hidrolisis.

Tabla I. Inhibicién hemolitica oxidativa (%) por efecto de hidrolizados proteicos de ovoalbumina, leche y soya obtenidos a
diferentes tiempos usando proteasas de Bromelia pinguin y Bromelia karatas.
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y tipo de proteasas utilizadas para la hidrolisis de proteinas
juegan un papel muy importante en la determinacion del
poder biolégico de los hidrolizados. Por su parte, Wu, Chen &
Shiau (2003) concluyeron que las diferencias en la actividad
biologica de los hidrolizados de proteinas se atribuyen a la
composicion especifica de péptido/aminoacido. Aguilar-Toala
et al. (2017) reportaron que extractos crudos de péptidos
de leche fermentada con especies Lactobacillus plantarum
presentaron una actividad de IHO de 36.65-74.45%; lo cual
evidencia que los hidrolizados obtenidos en este experimento
presentaron mayor IHO.

La capacidad de IHO también se observo cuando se usaron
fracciones peptidicas (Tabla II). La IHO fue estadisticamente
mayor (p<0.05) cuando se usaron las fracciones <5 y <1 kDa
(91.76 y 90.50%) obtenidas de la hidrdlisis de proteina de
leche u ovoalbiimina (95.04 y 98.19%) con proteasas de B.
pinguin 'y B. karatas, respectivamente. Aguilar-Toala et al.
(2017), reportaron que fracciones de péptidos obtenidos de
leches fermentadas con tamafio <10 kDa mostraron una IHO
de 40.68-58.84%, mientras que fracciones con tamaiio <3 kDa
tuvieron una IHO de 22.50-36.65%. Zheng, Dong, Su, Zhao &
Zhao (2016) midieron un 90% de reduccion de la hemolisis de
eritrocitos humanos cuando se incremento la concentracion de
0.1 mM a 5 mM de dipéptidos. Los autores reportaron que los
dipéptidos en el orden de: Trp-Gly > Tyr-Gly > Met-Gly > Cys-
Gly, tuvieron un efecto protector en los eritrocitos, sugiriendo
que los dipéptidos podrian protegerlos contra dafio oxidativo
inducido, principalmente por actuar como secuestradores de
radicales libres. Esta evidencia sugiere que ademas del tamafio
delos péptidos, ladiferenciaenlacomposicion de aminoacidosy
suconcentracion influyeron enlaIHO. Xiong (2010) por su parte
reporto que la actividad antioxidante se asocia principalmente a
la presencia de aminoacidos como cisteina, metionina, tirosina,
fenilalanina, triptofano, prolina, lisina entre otros; que permiten

una buena accion antiradical y quelante, debido a que estos
aminoacidos son capaces de donar electrones o formar complejos
coniones metalicos. Esto significaquelaactividad antioxidante
encontrada en este experimento, dependi6 probablemente mas
de la estructura del péptido, que de su tamafio.

La descomposicion del AAPH (compuesto usado para medir
la THO) genera radicales peroxilo que inician el proceso
peroxidativo, generando a la vez otros radicales libres para
inducirlaoxidacion delos acidos grasos y proteinas, ocasionando
un dafio sobre la organizacion de los eritrocitos y conduciendo
eventualmente a lisis de la membrana (Pannangpetch et al.,
2007). Actualmente no se conocen del todo los posibles
mecanismos subyacentes a la IHO de los extractos y fracciones
peptidicas solubles en agua, debido aque los estudios son escasos.
Sin embargo, varios estudios han demostrado que aminoacidos,
péptidos e hidrolizados crudos, exhiben proteccion biologica
por mecanismos diferentes, como donacion o aceptacion de
electrones y quelacion de metales (Saidi, Deratani, Belleville
& Amar, 2014); por lo tanto, es posible que los péptidos
bioactivos presentes en los hidrolizados y fracciones peptidicas
evaluadas en este experimento, podrian ser responsables de la
prevencion de lahemolisis mediante la capacidad de neutralizar
los radicales peroxilo generados en la reaccion de medicion y
posiblemente, que los péptidos tienen la capacidad de inhibir la
peroxidacion lipidica (Abdel-Hamid, Otte, De Gobba, Osman
& Hamad, 2017; Kumar, Chatli, Singh, Mehta & Kumar, 2016;
Liu, Jin, Lin, Jones & Chen, 2015); no obstante, se requieren
mayores estudios para elucidar que la capacidad de IHO de los
hidrolizados y cada fraccion, esta en funcion de la composicion
quimica de cada uno de ellos.

Actividad antimicrobiana
No se encontr6 inhibicion de los patégenos evaluados cuando
se trataron con los hidrolizados (Datos no mostrados). Sin

Proteasas Proteina Fracciones peptidicas
<30 kDa <10 kDa <5 kDa <1 kDa
3 < Ovoalbumina 78.17+1.72aX 82.69+2.96aW 79.51+3.61aY 79.20+2.01aY
NERS
§ §o Leche 89.27+£3.76aV 74.90+£1.52bY 91.76+£2.02aW 90.50+2.03aW
<K
QA Soya 83.85+3.45bW 79.55+1.32¢X 87.85+2.92aX 83.91+2.85bX
Sy Ovoalbumina 72.37+1.88dY 83.93+1.51cW 95.04+0.31bV 98.19+0.20aV
SRS
V=
§ N Leche 89.73+0.40aV 89.46+1.12aV 89.60+1.11aW 78.26+0.67bY
=
= Soya 85.48+1.57bW 78.54+1.34¢cX 66.19+1.61dZ 89.42+1.18aW

Los valores son la media de tres réplicas (n=3) + desviacion estandar. Letras diferentes (a, b, c) por fila indican diferencia significativa (p<0.05)
entre los tamafios de las fracciones, mientras que letras diferentes (V, W, X, y Z) por columna, indican diferencia significativa (p<0.05) entre

sustratos proteicos y especie vegetal en un mismo tamafio de fraccion.

Tablall. Inhibicién hemolitica oxidativa (%) por efecto de fracciones peptidicas obtenidos de hidrolizados proteicos (ovoalbumina,
leche y soya) usando proteasas de Bromelia pinguin y Bromelia karatas.
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embargo, algunas de las fracciones peptidicas tuvieron efecto
significativo (p<0.05) contra E. coli, S. aureus, L. innocua, S.
Typhimurium y S. Choleraesuis.

En la Tabla III se muestra la actividad antimicrobiana de las
fracciones peptidicas obtenidas con proteasas de B. pinguin.
Todas las fracciones peptidicas obtenidas de la hidrolisis
del concentrado de soya, tuvieron mayor inhibicion para S.
Typhimurium; aunque la fraccion de <5 kDa present6 la mayor
inhibicion (20.59%), las fracciones peptidicas de ovoalbumina y
leche praticamente no tuvieron inhibicién contra este patogeno.
Las fracciones peptidicas de <5, <10 y <30 kDa, provenientes
de la hidrolisis de leche, tuvieron la mayor inhibicion para S.
Choleraesuis, E. coli, L. innocuay S. aureus;y el microorganismo
mayormente inhibido fue L. innocua con 23.79% de inhibicion

con lafraccion peptidicade <5 kDa, mientras que S. Choleraesuis
tuvo la menor inhibicion (4.32%) con la fraccion de 30 kDa.
Aguilar-Toalaetal.,(2017) encontraron valores de supervivencia
de 54.54-92.38% (7.62-45.46% de inhibicioén) en el mismo tipo
de patdgenos, que fueron tratados con fracciones peptidicas
de <3 y <3-10 kDa obtenidas de leches fermentadas con
Lactobacillus plantarum. Esos mismos autores encontraron una
mayor inhibicion de E. coli (45.50%) y L. innocua (31.44%);
mientras que S. Choleraesuis fue la menos inhibida (7.62%).
La actividad antimicrobiana esta relacionada con el tamafio
de los péptidos, algunos reportes mencionan que la presencia
de péptidos con 5-7 kDa y <30 kDa tienen la mayor actividad
inhibitoria de microorganismos (Sadredinamin, Mehrnejad,
Hosseini & Doustdar, 2016; Dziuba & Dziuba, 2014), el cual
coincide con algunos de nuestros resultados.

Patégeno Talrnaf"lo de Ovoalbiimina .L.e?fle | Soya
péptidos Inhibicion (%)

Salmonella Typhimurium 1.40 £ 0.10c 10.02 £0.07b 14.25+0.61a
Salmonella Choleraesuis - - -

Escherichia coli <l kDa 1093 £0.31a 9.13+0.35a 4.63 +0.03b
Listeria innocua 12.49 +£0.2¢c 18.86 + 0.05a 15.45+0.18b
Staphylococcus aureus 9.82+0.03b 11.38 £0.39a 6.99 £ 0.34c
Salmonella Typhimurium - - 20.59 £ 0.55¢
Salmonella Choleraesuis - 6.02 +0.14a 0.32+£0.01b
Escherichia coli <5 kDa 6.08 £0.01c 20.69 = 0.32a 9.08 £0.14b
Listeria innocua 8.14 £ 0.20c 23.79+0.01a 14.60 £0.17b
Staphylococcus aureus - 15.14+0.23a 6.90 = 0.14b
Salmonella Typhimurium - 9.28 £0.12b 12.46 + 0.34a
Salmonella Choleraesuis - 9.89 +0.36a 0.38+0.27b
Escherichia coli <10 kDa 4.06 + 0.09¢ 15.99 £ 0.22a 11.50+0.27b
Listeria innocua 13.76 + 0.09b 23.25+0.24a 10.31 +£0.10c
Staphylococcus aureus 7.48 £0.3b 10.68 + 0.32a 1.57 £0.14c
Salmonella Typhimurium - 15.42 £ 0.02b 16.40 + 0.09a
Salmonella Choleraesuis 2.68 + 0.04b 4.32+0.01a -

Escherichia coli <30 kDa - 16.69 £0.27a 4.37+0.10b
Listeria innocua - 2226 +£0.37a 7.96 £0.27b
Staphylococcus aureus - 15.65+0.22 -

Los valores son la media de tres réplicas (n=3) + desviacion estandar. Letras diferentes (a, b, ¢) por fila indican diferencia significativa (p<0.05)

para cada una de las fracciones y para cada patogeno. (-) = Sin inhibicion.

Tabla lll. Porcentaje de inhibicion de bacterias patégenas por efecto de fracciones peptidicas obtenidas de hidrolizados
proteicos (ovoalbUmina, leche y soya) usando proteasas de Bromelia pinguin.
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Hubo una menor inhibicion antimicrobiana de las fracciones
peptidicas provenientes de la hidrolisis de los sustratos
proteicos con B. karatas (Tabla IV). S. Thyphimurium no fue
inhibida por la mayoria de las fracciones derivadas de los
tres sustratos; s6lo se obsevod una inhibicion de 3.48% con
la fraccion peptidica de <30 kDa obtenida del hidrolizado de
ovalbumina. Asi mismo, S. Choleraesuis, fue poco inhibida
y solo las fracciones peptidicas obtenidas de la hidrdlisis de
leche presentaron una inhibicion de 3.56 a 8.56%. Al patoégeno
E. coli ninguno de los tratamientos lo inhibi6. Mientras que a
L. innocua todas las fracciones peptidicas de leche y soya le
causaron inhibicion y la inhibicion mas alta (18.43%), se midio
con la fraccion peptidica de <1 kDa obtenida del hidrolizado
de soya. Finalmente, la fraccion peptidica de <1 kDa, separada

del hidrolizado de ovalbumina fue la que inhibi6 a S. aureus
en una proporcion de 11.46%.

Es conocido que las bacterias gram positivas poseen en su
pared celular una capa gruesa de peptidoglucano y acidos
teicoicos con mayor resistencia intrinseca a ser inhibidas que
las bacterias gram negativas (Chopra & Greenwood, 2001). Sin
embargo, en este experimento, la variabilidad en la actividad
antimicrobiana encontrada se atribuye principalmente a los
diferentes mecanismos de accion de los AMPs, que dependen
de su tamafio, composicion en aminoacidos, y caracteristicas
fisicoquimicas (Maria-Neto, de Almeida, Macedo & Franco,
2015; Ghosh & Haldar, 2015; Reinhardt & Neundorf, 2016), ya
que no hubo una inhibicién concluyente entre microorganismos

Ovoalbimina Leche Soya

Patogeno Tamaiio de péptidos Inhibicion (%)
Salmonella Typhimurium - - -
Salmonella Choleraesuis - 5.86 £ 0.54a 4.56 +0.07a
Escherichia coli <1 kDa - - -
Listeria innocua - 8.90 + 0.03b 18.43 £0.22a
Staphylococcus aureus 11.46 £0.09 - -
Salmonella Typhimurium - - -
Salmonella Choleraesuis - 8.56 +£0.10 -
Escherichia coli <5kDa - - -
Listeria innocua - 8.86 £ 0.30b 11.43 £0.89a
Staphylococcus aureus 8.60 +0.05 - -
Salmonella Typhimurium 8.86+0.2 - -
Salmonella Choleraesuis - 7.78 £0.31a -
Escherichia coli <10 kDa - -
Listeria innocua 7.90 £ 0.02b 9.70 £ 0.27a 4.07+0.01c
Staphylococcus aureus - - -
Salmonella Typhimurium 348 +£0.16 - -
Salmonella Choleraesuis - 3.57+0.09b -
Escherichia coli <30 kDa - - -
Listeria innocua 2.30 £0.05¢ 16.44 £ 0.83a 8.33+0.01b
Staphylococcus aureus - - 0.40 +0.01

Los valores son la media de tres réplicas (n=3) = desviacion estandar. Letras diferentes (a, b, ¢) por fila indican diferencia significativa (p<0.05)

para cada una de las fracciones y para cada patégeno. (-) = Sin inhibicion.

Tabla IV. Porcentaje de inhibicion de bacterias patégenas por efecto de fracciones peptidicas obtenidas de hidrolizados
proteicos (ovoalbimina, leche y soya) usando proteasas de Bromelia karatas.
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gram negativos o gram positivos. Se ha reportado la naturaleza
cationicadelos AMPs, éstos son atraidos por las cargas negativas
de la membrana debido a la presencia del acido lipoteicoico
y lipopolisacaridos de los microorganimos, ocurriendo una
interaccion altamente selectiva, generando poros que causan
la liberacion de compuestos intracelulares ocasionando la
muerte celular (Scott, Gold & Hancock, 1999). Sin embargo,
la toxicidad de los AMPs contra células procariontes sigue
siendo un tema importante y tiene que ser investigado debido a
la diversidad de péptidos que se pueden generar, dependiendo
de su origen y las diferentes estructuras microbianas en las que
pueden actuar, como bacterias gram negativas o gram positivas
(Wangetal.,2009; Huang et al.,2010). Aunque para lamayoria
de los AMPs se describen procesos de permeabilizacion de la
membrana, también pueden actuar utilizando otros mecanismos.
Después de entrar en las células patogenas, estos AMPs
alcanzan moléculas intracelulares, lo que lleva a la inhibicion
de la sintesis de la pared celular (Brétz, Bierbaum, Leopold,
Reynolds & Sahl, 1998), lainactivacion de enzimas (Kavanagh
& Dowd, 2004) o interferencia en la sintesis de DNA, RNA y
sintesis de proteinas (Vineethkumar, Asha, Shyla & George,
2017; Zhang et al., 2017).

Por otro lado, el efecto del tipo de proteasas usadas para obtener
péptidos con accion antimicrobiana, se atribuye a diferencias
en las actividades cataliticas de cada endopeptidasa por cada
sustrato (Vioque e al.,2006), como se menciond anteriormente.
Cadaproteasa usada en este experimento posiblemente produjo
péptidos con diferente tamafio y composicion que a su vez
tuvieron diferente accion antimicrobiana (Klompong, Benjakul,
Kantachote & Shahidi, 2007; Wu, Chen & Shiau, 2003). Asi,
se puede deducir que las proteasas de B. karatas son menos
efectivas para producir AMPs que las proteasas de B. pinguin;
aunque es importante continuar con mas investigaciones para
soportar esta hipotesis.

CONCLUSIONES

En el presente estudio se encontrd una alta inhibicion de
hemolisis oxidativa tanto de hidrolizados como de fracciones
peptidicas (<1 kDa), obtenidos a partir de la hidrélisis de
proteina de leche y/o ovoalbumina, usando ambas proteasas.
A pesar de que los hidrolizados no presentaron actividad
antimicrobiana, las fracciones peptidicas obtenidas de los
hidrolizados de leche con proteasas de B. pinguin registraron
inhibicion contra E. coli'y L. innocua, aunque la inhibicion fue
baja. Los hidrolizados o fracciones peptidicas derivados de la
hidrolisis de ovalbimina, leche y soya con proteasas extraidas
de los frutos de B. pinguin y B. karatas, tienen un valioso
potencial para generar PB con actividad antioxidante. Sin
embargo, otros estudios son necesarios como la identificacion
de secuencias de aminoacidos de las fracciones peptidicas,
determinar su mecanismo preciso de accion y validar su
actividad biologica in vivo.
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