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RESUMEN

Las proteasas, ademas de sus importantes roles fisiolégicos, son de gran interés
industrial. El latex de diversas plantas es una fuente importante de estas enzimas,
relacionadas con la defensa contra patégenos. Una aplicacion biotecnolégica
relevante es la generacion de péptidos bioactivos por hidrélisis in vitro de proteinas.
Se obtuvieron extractos proteoliticos a partir de latex de especies nativas de la
region, en particular de Ficus luschnathiana (Mig.) Miq., un &rbol de la familia
Moraceae y de Araujia sericifera var. hortorum (E. Fourn.), una enredadera
perteneciente a la familia Apocinaceae, subfamilia Asclepiadaceae. Se realizé la
caracterizacion parcial de los extractos crudos, denominados ECricus) Y ECaraujia)-
En este trabajo se describio y caracterizé por primera vez la actividad proteolitica
del ECFicus). En cuanto al ECarauja), SUs peptidasas han sido reportadas
previamente, por lo que este trabajo se centré en la caracterizacion de aquellos
aspectos del extracto sobre los que aun faltaba informacion. El ECicus) mostro
actividad proteolitica del tipo serinica. Los estudios del efecto del pH y la



temperatura en su actividad dieron como resultado maximos a pH 7.5- 8.0y 75 °C,
respectivamente. La actividad mostr6 alta estabilidad cuando el extracto fue
incubado a diversas condiciones de pH y temperatura. Se mantuvo el 96 % de
actividad después de un almacenamiento de 5 meses a 7 °C y pH 7.5. En cambio,
el ECaraujia) tuvo una vida media de 40 dias en estas condiciones. Respecto a
temperaturas compatibles con aplicaciones industriales el EC(ricus) tuvo una vida
media de 14 h a 60 °C y pH 7.5, mientras que para el EC(araujia), @ 50 °C y pH7.5 la
vida media fue de 140 min. El ECricus) fue mas estable a pH 6.5 y el ECaraujia) €n €l
rango de pH 6.0 a 9.0. En ambos casos un medio fuertemente alcalino (pH 9.9) fue
el menos favorable. Se emplearon diferentes técnicas de analisis molecular como
cromatografias de exclusion molecular, intercambios idnicos, espectrometrias de
masas y estudios electroforéticos para estudiar la composicion proteica del EC(ricus).
El extracto mostré una composicién altamente compleja, conformada por especies
polipeptidicas de diferentes tamafios y puntos isoeléctricos, con tendencia a formar
agregados dependiendo del pH del medio. Las peptidasas del extracto mantuvieron
su actividad en presencia de SDS y agentes reductores. Los extractos crudos fueron
capaces de hidrolizar proteinas de lactosueros en condiciones controladas de pH y
temperatura. Las fracciones obtenidas se evaluaron en cuanto a su capacidad
antioxidante y/o antimicrobiana frente a cepas de E. coliy S. aureus. Con el EC(ricus)
se obtuvieron fracciones de concentracion peptidica 0.96 umol mL%, que lograron
inhibir el 94 + 4 % del crecimiento de S. aureus. El uso del ECaraujia) permitié obtener
fracciones con capacidad antioxidante de 112,4 + 4,2 equivalentes Trolox (uM).
Estudios espectrométricos sugieren que los péptidos derivados de la [-
lactoglobulina podrian ser responsables de esta actividad. Los resultados logrados,
aprovechando recursos naturales y utilizando procesos controlados y reproducibles
desarrollados en condiciones de reaccion econdmicamente sostenibles a escala
industrial, hacen del presente trabajo una contribucion prometedora para

potenciales aplicaciones tecnoldgicas.
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ABSTRACT

In addition to their important physiological roles, proteases are of great industrial
interest. The latex of several plants is an important source of these enzymes, which
are involved in the defense against pathogens. A relevant biotechnological
application is the generation of bioactive peptides by in vitro hydrolysis of protein.
Proteolytic extracts were obtained from latex of native species of the region,
particularly from Ficus luschnathiana (Miq.) Miq., a tree of the Moraceae family, and
Araujia sericifera var. hortorum (E. Fourn.), a vine of the family Apocinaceae,
subfamily Asclepiadaceae. A partial characterization of crude extracts, named as
ECricus) and ECaraujia), Was carried out. In this work, the proteolytic activity of ECricus)
was first described and characterized. As for ECaraujia), itS peptidases have been
previously reported, so this work has focused on the characterization of those
aspects of the extract for which information was still lacking. ECricus) Showed serine
type proteolytic activity. Studies of the effect of pH and temperature on activity
revealed maxima at pH 7.5 - 8.0 and 75 °C, respectively. The activity showed high

Vii



stability when the extract was incubated at various pH and temperature conditions.
After five months of storage at 7°C and pH 7.5, 96% of the activity was retained. In
contrast, ECaraujay had a half-life of 40 days under these conditions. Regarding
temperatures compatible with industrial applications, ECicus) had a half-life of 14
hours at 60 °C and pH 7.5, while for ECaraujia) the half-life at 50°C and pH 7.5 was
140 minutes. ECricus) Wwas more stable at pH 6.5 and ECaraujia) in the range of pH 6.0
to 9.0. A strongly alkaline medium (pH 9.9) was the most unfavorable in both cases.
The protein composition of ECicus) was studied using various molecular analytical
techniques such as molecular exclusion chromatography, ion exchange, mass
spectrometry and electrophoretic studies. The extract showed a highly complex
composition, consisting of polypeptide species of different sizes and isoelectric
points, with a tendency to form aggregates depending on the pH of the medium. In
the presence of SDS and reducing agents, the peptidases of the extract retained
their activity. The crude extracts were able to hydrolyze whey proteins under
controlled pH and temperature conditions. The resulting fractions were evaluated for
their antioxidant and/or antimicrobial capacity against E. coli and S. aureus strains.
EC(ricus) yielded fractions wirh a peptide concentration of 0.96 pmol mL-1, capable
of inhibiting 94 + 4 % of S. aureus growth. Using ECaraujia), fractions with antioxidant
capacity of 112.4 + 4.2 Trolox equivalents (uM) were obtained. According to
spectrometric studies, peptides derived from B-lactoglobulin could be responsible for
this activity. The results obtained, involving the use of natural resources and using
controlled and reproducible processes developed under economically sustainable
reaction conditions on an industrial scale, make this work a promising contribution

to potential technological applications.
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1- INTRODUCCION

La utilizacion de enzimas a nivel industrial trae aparejadas diversas ventajas que no
suelen ofrecer los tratamientos quimicos convencionales. A los beneficios de las
altas eficiencias obtenidas con estos catalizadores y su biodegradabilidad, se
suman la posibilidad de obtencién de productos de mayor calidad, con menor

consumo de energia y generacion de deshechos.

En particular, las investigaciones basadas en la busqueda, caracterizacion y
aplicacion de nuevas enzimas proteoliticas son de gran interés y se encuentran en
continuo crecimiento debido a que este tipo de enzimas actualmente constituyen el

60% de todas las que se comercializan a nivel mundial (Troncoso y col., 2022).

El presente trabajo se centrd en la obtencion de extractos proteoliticos a partir de
ejemplares laticiferos de la flora nativa del Uruguay, para su aplicacion en la
generacion de péptidos bioactivos utilizando sueros lacteos como fuente de

prote inas sustrato.

Se consideré prioritario el aprovechamiento de recursos naturales normalmente
desaprovechados, de manera de utilizar insumos de bajo requerimiento econémico

que tuvieran el potencial de generar productos de alto valor agregado.

Se realizaron diversos estudios de caracterizacién bioquimica de los extractos
proteoliticos, generandose conocimiento en areas de las cuales la informacion
bibliografica es muy escasa o nula, y logrando informacion relevante para el disefio

de los procesos cataliticos que se llevaron a cabo.

Los procesos biotecnolégicos utilizados siguieron una estrategia de disefio que
contemplé futuras aplicaciones competitivas tanto desde el punto de vista
energético como econdémico, por lo que se basaron en el uso de temperaturas y
tiempos de reaccion moderados, ademas de minimizar el grado de procesamiento

de los extractos y lactosueros empleados.



1.1- ENZIMAS PROTEOLITICAS
1.1.1- Definicién

Las enzimas proteoliticas son catalizadores bioloégicos cuyo rol consiste en la

ruptura de los enlaces peptidicos presentes en proteinas y péptidos.

En la amplia mayoria de los casos, el enlace peptidico se cliva hidroliticamente,
consumiéndose una molécula de agua, lo que clasifica a estas enzimas como
hidrolasas. Estas enzimas proteoliticas se denominan también proteasas,
proteinasas o peptidasas, siendo esta ultima denominacion la més utilizada

actualmente.

Este término se aplica también a las enzimas denominadas omega peptidasas, las
cuales son capaces de clivar los enlaces isopeptidicos, como los que unen a las
proteinas con las etiquetas que sefalan sus destinos de degradaciéon o de
exportacion a otros compartimientos celulares, tal es el caso de las enzimas
desubiquitinantes (Amerik y Hochstrasser, 2004). También son omega peptidasas
las enzimas que pueden liberar un aminoacido N-terminal modificado, como la
piroglutamato-peptidasa I, que libera un piroglutamato N-terminal, y la acilaminoacil-

peptidasa, que libera un aminoacido acilado N-terminal (Rawlings, 2020).

1.1.2- Clasificacion

Las peptidasas pueden diferenciarse segun la posicion de sus sitios de corte en la
proteina sustrato y por la naturaleza quimica de los residuos cataliticos, también

conocido como tipo catalitico.

El sistema de la Comision de Enzimas (EC, del inglés Enzyme Commission) de la
Union Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular, utiliza un hibrido de estos
dos sistemas para clasificar a las diferentes proteasas. En el sistema EC, las
proteasas se clasifican en la clase 3 (hidrolasas), la subclase 4 (actian en el enlace
peptidico) y se agrupan en diferentes sub-subclases (11,13-18, 21-24 o 99) segun
la posicion del enlace que cliven en el sustrato y su tipo catalitico. El cuarto digito



se utiliza para individualizar y distinguir a cada proteasa dentro de la sub-subclase

correspondiente.

Sin embargo, esta clasificacion presenta limitaciones debido a la gran diversidad
estructural y la complejidad para definir la especificidad de las proteasas de una
forma precisa. Para abordar estas limitaciones, hace 25 afos, Barrett y Rawlings
propusieron el sistema MEROPS, un sistema de clasificacion de las peptidasas mas
preciso y eficiente, basado en la comparacion de sus rasgos estructurales y
secuencias, que reflejan su relacién evolutiva (Rawlings, 2020). Este sistema esta
disponible en la base de datos MEROPS, accesible en el sitio web: https://

www.ebi.ac.uk/merops/.

Las peptidasas generalmente se dividen en exopeptidasas y endopeptidasas. Se
denominan exopeptidasas a las que actian en los extremos amino o carboxilo,
clivando el enlace peptidico entre alguno de los tres residuos terminales. Las
exopeptidasas que liberan sélo el aminoacido amino o carboxilico terminal se
denominan aminopeptidasas o carboxipeptidasas respectivamente. Las que liberan
el dipéptido terminal se denominan dipeptidasas, siendo una dipeptidil-peptidasa si
lo hace a partir del extremo aminico o peptidil-dipeptidasa si lo hace desde el
carboxilico. Por ultimo, una tripeptidil-peptidasa libera un tripéptido desde el extremo

amino terminal.

Una endopeptidasa, en cambio, tiene la capacidad de romper un enlace alejado de
los extremos. Aunque estas enzimas también pueden llegar a escindir un enlace
cercano a los terminales, no requieren extremos libres como condicion para su

funcionamiento. En la figura 1 se esquematiza la accion de endo y exopeptidasas.

Las proteasas se agrupan en seis categorias segun su tipo 0 mecanismo catalitico:
proteasas serinicas, cisteinicas, treoninicas, asparticas, metalicas y glutamicas. En
los tres primeros tipos el nucledfilo en la reaccion hidrolitica es un grupo de un
residuo aminoacidico de la enzima: un hidroxilo en los casos de proteasas serinicas
o treoninicas y un tiol en las cisteinicas, formandose un intermediario covalente. En
los otros tres casos, el nucledfilo es una molécula de agua activada que se une a

acido aspartico, un ion metélico o a acido glutamico respectivamente. Existe

3



también cierto nimero de peptidasas a las que, por no disponerse de informacién

suficiente, no ha sido posible aun clasificarlas en alguna categoria determinada.

A. Endopeptidasa Sub-subclases

34.21 Endopeptidasas serinicas

3.4.22 Endopeptidasa cisteinicas

3.4.23 Endopeptidasas aspdarticas

3.4.24 Metaloendopeptidasas

3.4.99 Endopeptidasas con tipo catalitico desconocido

B. Dipeptidasa

NMCOOH 3.4.13 Dipeptidasas

C. Aminopeptidasa l

NH Q Q G Q Q 3.4.11 Aminopeptidasas

D. Dipeptidil-peptidasa l

- 00000

E. Tripeptidil-peptidasa

DO

F.Carboxipeptidasa | | 3.4.16  Carboxipeptidasas serinicas

c @ Q Q Q COOH 3.4.18  Carboxipeptidasas cisteinicas
3.4.17

Metalocarboxipeptidasas
G. Peptidil-dipeptidasa l

0 Q Q Q @ @ oo 3.4.15  Peptidil-dipeptidasas

34.14 Dipeptidil peptidasas y tripeptidil peptidasas
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Figura 1- Esquemade la accion de endopeptidasas y exopeptidasas. Cada uno
de los circulos verdes representa a un aminoacido y las lineas horizontales que los
unen son los enlaces peptidicos. La flecha roja vertical sefiala el enlace a ser
escindido. A. El rectangulo azul representa a una endopeptidasa y las lineas
punteadas verticales delimitan los bolsillos de union al sustrato llamados S4,
S3...84’. B, C., D, E., F. y G. muestran la accibn de una dipeptidasa,
aminopeptidasa, dipeptidil-peptidasa, tripeptidil-peptidasa, carboxipeptidasa vy
peptidil-dipeptidasa respectivamente. (Adaptado de Rawlings, N., 2020).

Ademas del nucleofilo que esté actuando directamente en el ataque hidrolitico, otros
residuos aminoacidicos estan involucrados en la catélisis y forman parte también
del sitio activo de la enzima. En el caso de las enzimas con nucledfilo proteico, es

muy comun la existencia de una triada catalitica. En estos casos, generalmente un



residuo de histidina actia como base y un residuo de &cido aspéartico contribuye a

orientar y polarizar el anillo de histidina (Rawlings, N., 2020).

En la figura 2 se ilustra el mecanismo de reaccion de endopeptidasas serinicas;
ejemplos de este tipo de proteasas son la tripsina, quimiotripsina y subtilisina. La
figura 3 muestra el mecanismo de reaccidon de endopeptidasas cisteinicas, ejemplos

de las cuales son la papaina, bromelaina y calpainas.
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Figura 2- Esquema del mecanismo de accién de las peptidasas serinicas. La
etapa de acilacién consiste en dos pasos; en el primero se forma un éster entre el
oxigeno de la serina y la porcion acilo del sustrato, constituyéndose un intermediario
tetraédrico con carga negativa. En el segundo paso se reconstituye el carbonilo y
se libera la porciébn amino terminal como primer producto, quedando el resto del
sustrato unido a la enzima formando un intermediario acil-enzima. En la etapa de
desacilacion, una molécula de agua actia como segundo nucledfilo liberandose el
producto carboxilo terminal y la enzima. (Adaptado de Dunn, B.M., 1989).



Endopeptidasa cisteinica

His. His
Cys, - Cys,, 10
| /_< I /_< :
S —H-—--N__NH §-—--H—N N4 Complejo de
= e Michaelis
e H H
Cye. - i~ —g— Nt —0e
/—< — LI L L
I p. © p; O Sustrato
8 maw "_N\:/‘” 1
Endopeptidasa cisteinica l
: s His,,,
Endopeptidasa cisteinica Intermediario acil-enzima Cysy
Hie His H—N* NH
Cys,, o Cys, " s N
| ~ H20 | - $
S—H---N N . 8§ + = M
S T . 2 1
H
H P, (o]
o —Cc—C §F % . -0
g |0 § 2 Complejo tetraédrico
c—C—o H H H H
|| Py N—C _ﬁ - | |
p. © o > —N— N—
Porcién carboxilo terminal P! Gln,y Cys,,
del sustrato Porcion amino terminal

del sustrato

Figura 3- Esquema del mecanismo de accidn de las peptidasas cisteinicas. El
residuo de cisteina esta formando parte de un equilibrio entre su forma no cargada
y la switeridnica. En la etapa de acilacion, es la forma switeridnica la que estabiliza
al complejo de Michaelis, que, por atague nucleofilico del sulfuro aniénico sobre el
carbono carbonilico del sustrato, evoluciona hacia la formacion del complejo
tetraédrico. A continuacién, se libera la porcibn amino terminal del sustrato
formandose un intermediario acil-enzima., el cual, por acciéon de una molécula de
agua que actiia como segundo nucledfilo, se descompone en la porcion carboxilo
terminal del sustrato y la endopeptidasa libre. (Adaptado de Dunn, B.M., 1989).

En los casos de las proteasas asparticas y las metalicas, los intermediarios
formados no son covalentes, sino que en el caso de las asparticas se da una
catdlisis acido-base y en el de las metalicas se produce una coordinacién a un ion
metalico. En la figura 4 puede apreciarse el mecanismo catalitico de proteasas
asparticas, entre cuyos ejemplos se encuentran la quimosina, la pepsina y las

catepsinas Dy E.
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Figura 4- Esquema del mecanismo de accion de las peptidasas aspéarticas. Los
residuos cataliticos son dos cadenas laterales de acido aspartico, cuyos grupos
carboxilo estan posicionados lo suficientemente cerca como para formar puentes de
hidrégeno entre dos de sus oxigenos. Una molécula de agua se mantiene en
estrecha relacion con el sitio activo, unida por puentes de hidrégeno a los dos
residuos asparticos. El oxigeno de la molécula de agua ataca al carbonilo del
sustrato, formandose el complejo tetraédrico. Los grupos carboxilatos de los
asparticos promueven la transferencia de protones que lleva a la ruptura de este
intermediario, dando como resultado un complejo que contiene las dos partes del
sustrato (amino y carboxilo terminal) y cuya posterior disociacién da lugar a la
liberacion de los correspondientes productos finales. (Adaptado de Dunn, B.M.,
1989).

La figura 5 esquematiza la accion de peptidasas metélicas. Este tipo de proteinasas
requiere un ion metalico para su accion, el cual usualmente es zinc, como en el caso
de las metaloproteinasas de la matriz extracelular, pero también puede utilizarse
algun otro metal de transicion, como el cobalto, niquel o manganeso. Si bien en la
mayoria de las metaloproteasas se requiere solamente un ion metalico, en algunos
casos dos iones actuan cocataliticamente. El ion metdalico se coordina con la

proteinasa por medio de tres residuos que pueden variar entre acido glutamico,



acido aspatrtico, histidina, arginina y lisina. La cuarta posicion de coordinacion es
ocupada por una molécula de agua (Rawlings, N., 2020). Son ejemplos de este tipo

de peptidasas la termolisina y carboxipeptidasa A.
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Figura 5- Esquema del mecanismo de accién de las peptidasas metalicas. En
el ejemplo (termolisina) el metal est4 coordinado tetraédricamente con dos residuos
de histidina, uno de acido glutdmico y una molécula de agua presente en el sitio
activo y asociada también por puente de hidrégeno al residuo de &cido glutamico.
El grupo carbonilo del &cido glutdmico atrae uno de los protones de la molécula de
agua impulsando asi el ataque nucleofilico del oxigeno de la misma al carbonilo del
enlace peptidico del sustrato. Un protdn, proveniente probablemente del acido
glutamico, es transferido al grupo amino saliente. Un segundo ataque nucleofilico
de una molécula de agua provoca la liberacién de la porcion carboxilo terminal del
sustrato. (Adaptado de Dunn, B.M., 1989).

Fujinaga y col. reportaron en 2004 su trabajo con una enzima proveniente de
Scytalidium lignicolum, que les permitid dilucidar el mecanismo catalitico de las
peptidasas glutamicas, en el cual esta involucrada una diada catalitica Unica de un

glutamato y una glutamina. En la figura 6 se detalla el mecanismo propuesto.
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Figura 6- Mecanismo propuesto para peptidasas glutdmicas. A-Una molécula
de agua esta unida a un residuo de acido glutamico y a una glutamina. El grupo
carboxilato del acido glutamico actia como base captando un proton del agua y
activandola asi para el ataque nucleofilico., de manera similar a lo que sucede con
las proteasas metalicas, al mismo tiempo que la amida de la cadena lateral de la
glutamina polariza el carbonilo del enlace a ser escindido, generandose asi un
intermediario tetraédrico. A continuacion, un proton es donado al grupo saliente. Los
autores sugieren que el donante es el acido glutamico que activo en primer lugar a
la molécula de agua, por analogia a lo que sucede con las proteasas asparticas y
metélicas. B- Un sustrato con secuencia Ala-lle-His-Pro se encuentra en el sitio
activo de la enzima. El hidroxilo que realiza el ataque nucleofilico esta representado
por la esfera azul claro. (Fujinaga y col., 2004).

Aunque la elucidacion del mecanismo catalitico de una enzima proteolitica puede
requerir numerosos métodos de analisis, en muchas ocasiones es posible catalogar
una nueva peptidasa utilizando un set basico de inhibidores estandar para los
diferentes tipos cataliticos, que actian con cierta especificidad sobre cada uno de
ellos. Ejemplos de ellos son el fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF por su nombre
en inglés: phenylmethanesulphonyl fluoride), trans- epoxisuccinil- L-leucilamida-(4-
guanidino)-butano (E-64), pepstatina y 1,10-fenantrolina, cuyas proteasas blanco
son las serinicas, cisteinicas, asparticas y metélicas respectivamente (Dunn, B.M.,
1989). Existe un gran numero de inhibidores ademas de los recién mencionados,



de alto o bajo peso molecular y diferentes grados de especificidad, que pueden ser
utilizados también para determinacion de mecanismos cataliticos, titulacion del sitio
activo, inhibicion de protedlisis no deseada, etc. Beynon y Salvesen (1989)
publicaron un listado muy completo de inhibidores comerciales, indicando
especificidades, tamafios moleculares, rangos de concentracion efectiva, etc. En la
tabla 1 se resumen las caracteristicas de accién de algunos de los inhibidores mas

utilizados para la determinacion del mecanismo catalitico de endopeptidasas.

Tabla 1- Especificidades y rangos de concentracion efectiva de algunos
inhibidores de endopeptidasas.

Inhibidor Especificidad Concentracion
efectiva
PMSF Proteasas serinicas. También puede inhibir | 0.1-1.0 mM
cisteinicas
Aprotinina Proteasas serinicas, excepto trombina y | Equimolar con
factor Xa la peptidasa
E-64 Proteasas cisteinicas 1-10 uM
lodoacetamida Proteasas cisteinicas, pero puede actuar | 10 -100 uM
también sobre otras proteinasas
Pepstatina Algunas proteasas asparticas, como  1puM

catepsina D, pepsina, renina y varias
proteinasas asparticas microbianas

1,10-Fenantrolina | Metaloproteasas 'y otras peptidasas | 1.0-10.0 mM
activadas por metales

EDTA* Proteasas metdlicas. Actia como quelante | 1.0-10.0 mM
del ion zinc del sitio activo. También puede
inhibir otras enzimas dependientes de iones
metalicos como peptidasas cisteinicas
dependientes de calcio

* EDTA: &cido etilendiaminotetraacético.

1.1.3- Funciones fisiolégicas
Las enzimas proteoliticas estan ampliamente distribuidas en animales, vegetales y
microorganismos, habiéndose reportado también varias familias de peptidasas

virales (Rawlings y Bateman, 2021).
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Los genes que expresan a estas enzimas representan aproximadamente el 2% del
genoma humano y del 1 al 5 % del genoma de organismos infecciosos (D’Ipdlito y
col., 2018). Participan en los mas importantes procesos fisioldgicos tanto a nivel
celular como de la totalidad del organismo. Estos procesos incluyen digestion,
coagulacion de la sangre, embriogénesis, respuesta inmune, etc., y estan regulados
a diferentes niveles como transcripcion, traduccion, activacion de zimogenos,
degradacion especifica de enzimas maduras, cambios de pH e inhibidores

(Dunaevsky y col., 2014).

En particular las enzimas proteoliticas de origen vegetal han recibido especial
atencion debido a la propiedad de mantener su actividad en un amplio rango de
temperatura y pH (Devaraj y col., 2007; Priolo y col., 2000 y 2001). Suelen clivar
enlaces peptidicos en diversas secuencias de aminoacidos, lo que comdnmente se
denomina como amplia especificidad de sustrato y son activas en presencia de

compuestos organicos, asi como de otros aditivos (Singh y col., 2008).

Los roles fisiolégicos de las enzimas proteoliticas en los vegetales incluyen la
hidrolisis de proteinas de almacenamiento durante la germinacion de las semillas,
activacion de pro enzimas, degradacion de proteinas defectuosas, etc. (Priolo y col.,
2000). También intervienen en la respuesta al estrés, reconocimiento de patégenos,
induccién de respuesta de defensa, iniciacion de muerte celular, senescencia, etc.
(Singh y col., 2008). Sin embargo, la causa de la presencia de niveles notoriamente
elevados de enzimas proteoliticas en algunas especies, si bien no ha sido
totalmente dilucidada, probablemente se deba al cumplimiento de roles de defensa
contra patdégenos y parasitos (Trejo y col., 2001).

1.1.4- Enzimas proteoliticas en latex

El latex es una secrecion vegetal con aspecto de fluido generalmente lechoso,
producida y secretada por células alargadas altamente especializadas
denominadas laticiferas. Estas células forman un sistema secretor que suele tener

estructura de red y se distribuye por toda la planta (Lahmar y col., 2022).
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El latex contiene, en solucién o suspensién, una mezcla de sustancias entre las
cuales se encuentran alcaloides, terpenoides, furanocumarinas, saponinas y
numerosas enzimas como glicosidasas, proteasas, fosfatasas, amilasas, quitinasas,
glucanasas, etc., que, combinadas con gomas del citoplasma parietal, estan
involucradas en diferentes mecanismos de defensa de la planta contra patdégenos e
insectos y en la cicatrizacion de las heridas (Pereira y col., 1999; Lahmar y col.,
2022).

Las especies laticiferas son numerosas y se encuentran principalmente distribuidas
en las familias Euphorbiaceae, Caricaceae, Apocynaceae y Moraceae (Samrot y
col., 2022).

En latex obtenidos de plantas de diversas familias, las enzimas proteoliticas
constituyen mas del 50% del total de proteinas (Obregodn y col., 2001). Ejemplo de
esto es el latex de Carica papaya, cuyo contenido proteico esta constituido en un
69-89% por proteasas cisteinicas (Samrot y col., 2022).

Las peptidasas mas comunes en los fluidos laticiferos son cisteinicas y serinicas
(Ramos y col., 2019; Samrot y col., 2022). Las proteasas cisteinicas se encuentran
generalmente en latex de las familias Caricaceae, Apocynaceae y Moraceae,
mientras que las serinicas son comunes en Euphorbiaceae, Convolvulaceae,
Apocynaceae y Moraceae. Rara vez se encuentran proteasas metalicas o
asparticas y hasta el momento no se ha reportado la presencia de treoninicas o
glutdmicas (Samrot y col., 2022).

12



1.2- ESPECIES LATICIFERAS NATIVAS

Se denomina especies nativas, indigenas o autéctonas a aquellas cuyo habitat se
corresponde con determinada regién y cuya presencia alli es el resultado de
fenbmenos estrictamente naturales. Por lo general, estas regiones estan
determinadas por sus caracteristicas climaticas y sus ecosistemas y no suelen

corresponderse con las fronteras geogréaficas entre naciones.

Entre las plantas laticiferas nativas de nuestra regién se encuentran varias especies
pertenecientes principalmente a las familias Euphorbiaceae (figura 7 A-D),

Caricaceae (figura 7 E), Moraceae (figura 7 F), y Apocinaceae (figura 7 G),

Figura 7- Principales especies laticiferas nativas del Uruguay. A- Sapium
glandulosum (L.) Morong (arbol de la leche) B- Sapium haematospermum Muill. Arg.
(curupi) C- Manihot grahamii Hook (falsa mandioca) D- Sebastiania brasiliensis
Spreng. (blanquillo) E- Vasconcellea quercifolia A. St.-Hil (higuera del monte) F-
Ficus luschnathiana (Mig.) Mig. (higuerdn) G- Araujia sericifera Brot. (taso o tasi).
Las imagenes fueron extraidas del Instituto de Botanica Darwinion y de iNaturalist,
iniciativa conjunta de la Academia de Ciencias de California y la National
Geographic Society: https://www.inaturalist.org
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1.2.1- Ficus luschnathiana

El Ficus luschnathiana (Miq.) Mig. fue descrito en 1867 por el botanico holandés
Friedrich Anton Wilhelm Miquel. Esta especie de Ficus, llamada comunmente
higueron o agarrapalo, es propia del Brasil meridional, Paraguay, el nordeste
argentino y Uruguay. Perteneciente a la familia Moraceae, es un arbol de amplia

copa, laticifero, de 10-15 m de altura y follaje semipersistente de color verde oscuro.

Sus hojas son simples y alternas, de forma eliptica. Sus flores son apétalas,
unisexuadas, dispuestas en gran numero dentro de un receptaculo (sicono) con un
diminuto orificio denominado ostiolo (Figura 8 A). La polinizacion es realizada por
pequefias avispas del género Blastophaga, que entran al sicono por el ostiolo. Las
aves frugivoras esparcen las semillas con sus deposiciones. Estas semillas
frecuentemente germinan sobre troncos de palmeras u otros arboles diversos, por
lo que el Ficus luschnathiana se comporta muchas veces como epifito, como puede
verse en la figura 8 B. (Ventoso, A., 2014).

Figura 8- Ficus luschnathiana. A- Rama con siconos. B- Crecimiento epifito.
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Se ha usado el nombre ficinas para describir la actividad endoproteolitica del latex
de arboles del género Ficus. Las ficinas aisladas de latex de diferentes Ficus poseen
propiedades caracteristicas distintivas y pueden exhibir diferentes mecanismos
cataliticos. Por ejemplo, en latex de Ficus glabrata, Ficus carica y Ficus
anthelmintica se han encontrado ficinas cisteinicas, mientras que la ficina E aislada

de Ficus elastica es una endopeptidasa serinica (Devarajj y col., 2007).

No se han encontrado reportes previos a este trabajo, relacionados a la actividad
proteolitica de ficinas provenientes de F. luschnathiana.

1.2.2- Araujia sericifera

La Araujia sericifera Brot., fue descrita por Félix de Avelar Brotero en1818. EIl
género Araujia recibié su nombre en honor del botanico portugués Anténio Aradjo
de Azevedo, 1° Conde de Barca (1754-1817). La palabra sericifera hace alusién a

los filamentos sedosos que recubren sus semillas.

Esta especie, perteneciente a la familia Apocinaceae, subfamilia Asclepiadaceae,
puede nombrarse también por medio de una larga lista de sinbnimos, entre los que
se incluyen Araujia hortorum (E. Fourn), Araujia sericifera var. hortorum (E. Fourn.),
etc. En cuanto a su nombre comun, se la conoce como jazmin de Tucuman, planta
cruel, miraguano, taso o tasi. Su distribucion natural incluye las zonas del sur de
Brasil, Paraguay, Uruguay y el este de Argentina, pero debido a que fue introducida
como planta ornamental en varios lugares del mundo, actualmente se la encuentra
también en el sur de Europa, Sudafrica, América del Norte, Australia y Nueva
Zelanda (Santa Cruz y Cordero, 2018).

Es una enredadera subarbustiva perenne, que crece envolviendo troncos y ramas
de arboles, tejidos de alambrados o apoyandose en muros. Posee hojas simples
opuestas; oblongas o lanceoladas figura 9 A. La polinizacién es entomofila. Su fruto
es un foliculo de forma ovoide de entre 8 y 12 cm de largo, que contiene en su

interior las semillas coronadas de filamentos sedosos (figura 9 B), los cuales
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contribuyen a la dispersion aérea impulsada por el viento (Instituto de Boténica
Darwinion, 2018).

Figura 9- Araujia sericifera. A- Planta en crecimiento. B- Fruto cortado, exhibiendo
las semillas adheridas a los filamentos sedosos.

Se ha reportado el aislamiento y caracterizaciéon de tres endopeptidasas cisteinicas
obtenidas a partir del latex de frutos de Araujia sericifera, denominadas araujiaina h
I, araujiaina h Il y araujiaina h Il (Priolo y col., 2000 y 2001; Obreg6n y col., 2001).
Andlisis por espectrometria de masas revelaron que estas tres peptidasas tienen
pesos moleculares de 24.0, 23.7 y 23.5 kD, respectivamente. Sus puntos
isoeléctricos son basicos: el de araujian h-1 es mayor que 9.3, el de araujian h-Il es
8.9y el de araujian h-1ll es mayor que 10.5 (Obregény col., 2001; Priolo y col., 2000
y 2001).

1.2.3- Sapium glandulosum

El Sapium glandulosum (L.) Morong, denominado también arbol de la leche o curupi,
es un arbol laticifero perteneciente a la familia Euphorbiaceae, que se distribuye en

16



extensas zonas de Argentina, Brasil, Paraguay y Uruguay (Instituto de Botanica
Darwinion, 2018).

Es un arbol de 7 a 9 m de altura, pudiendo alcanzar los 20 m. Se encuentra en
lugares bajos y humedos, como orillas de rios, arroyos, lagunas y bafiados de todo
el pais. Sus hojas son simples, alternadas y lanceoladas, con bordes aserrados
(figura 10).

Figura 10- Sapium glandulosum. A- Arbol. B- Hojas y frutos. Las imagenes fueron
extraidas del material editado por RAP-AL Uruguay como calenario del afio 2007
(https://www.rapaluruguay.org/sitio_1/organicos/articulos/especies_alternativas.ht
ml) y del blog Uruguay's wildlife & Natural sanctuaries - Santuarios naturales & flora
y fauna indigena de Uruguay (https://uruguayl.blogspot.com/2011/04/curupi-o-
lecheron-sapium-montevidense.html)

Sobottka y col. (2014) reportaron actividad proteolitica en extractos crudos
preparados a partir de latex de esta especie, los cuales mostraron una fuerte
inhibicién con E-64 y una accién débil a partir del uso de inhibidores de peptidasas
serinicas y asparticas, evidenciandose asi un marcado predominio de proteasas con

un mecanismo catalitico cisteinico.
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1.3- APLICACIONES DE LAS ENZIMAS PROTEOLITICAS

Las aplicaciones biotecnolégicas de las peptidasas se distribuyen en areas muy
diversas que incluyen a sectores tradicionales como el tratamiento del cuero y la
produccion de detergentes (Queiroga y col., 2012), asi como a la industria

alimentaria y farmacéutica, entre otras.

En la industria alimentaria, el procesamiento hidrolitico de los componentes
proteicos de los alimentos puede cumplir varias finalidades, como la modificacion
de propiedades funcionales y/o sensoriales, aumento de la digestibilidad,
tiernizacibn de carnes (Singh. y col., 2019), produccién de quesos (Mazorra-
Manzano y col., 2018), reduccion de alergenicidad (Villadéniga, y col., 2019),

obtencion de alimentos funcionales (Agyei y col., 2019), etc.

Con respecto a la industria farmacéutica, han sido reportadas numerosas
aplicaciones biotecnolégicas de las peptidasas, que incluyen acciones

dermatoldgicas, anti-inflamatorias, tromboliticas, etc. (Salas y col., 2018).

Otra de las aplicaciones de las enzimas proteoliticas es su utilizacién para catalizar
reacciones de formacion de enlaces peptidicos. Debido a que las proteinasas suelen
presentar un alto nivel de estereo y regioespecificidad, no requieren coenzimas, son
activas en condiciones suaves de reaccién y pueden encontrarse disponibles
comercialmente, estas enzimas se han convertido en catalizadores muy

prometedores para sintesis organica (Kumar y Bhalla, 2005).

También en el campo de la investigacion propiamente dicha las peptidasas cubren
un amplio campo de accion, como por ejemplo su uso en experimentos de cultivos
celulares, produccién de fragmentos de Klenow, digestion de proteinas no deseadas
durante la purificacion de acidos nucleicos, obtencion de fragmentos de anticuerpos
recombinantes para investigacion, diagndstico y terapia, eliminacion de etiquetas de
afinidad de proteinas de fusibn en técnicas de proteinas recombinantes,
secuenciacion de péptidos y digestion de proteinas en protedmica (Motyan y col.,
2013). .
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1.4- PEPTIDOS BIOACTIVOS

En los ultimos afios ha aumentado en gran medida el interés cientifico en la
obtencidn, aislamiento y caracterizacion de péptidos con actividades biologicas que
puedan ser utilizados como ingredientes de gran valor en la industria alimenticia,
farmacéutica o cosmética. Los péptidos bioactivos (PBAs) son fragmentos proteicos
especificos que tienen la capacidad de causar un impacto positivo en funciones o
condiciones corporales pudiendo, en dltima instancia, influir sobre la salud
(Korhonen y Pihlanto, 2006).

Estas secuencias peptidicas, encriptadas en la estructura primaria de proteinas que
generalmente no ejercen bioactividad en su forma nativa, pueden liberarse por
efecto de fermentaciones, procesos digestivos en el tracto gastrointestinal o

hidrolisis enzimatica in vitro (Hartmann y Meisel, 2007).

Aunque la combinacién de agentes quimicos acidos o alcalinos con altas
temperaturas puede dar como resultado un alto grado de hidrdlisis proteica
implicando bajos costos, estos métodos no suelen ser utilizados para la generaciéon
de PBAs debido a que pueden producir alteraciones en los aminoacidos, que
afecten su bioactividad.

Por otra parte, los métodos biolégicos son comunmente preferidos tanto por la
naturaleza GRAS (generalmente reconocida como segura) de los péptidos
generados, como por sus ventajas a nivel medioambiental. En este sentido, la
atencion estd centrada en la hidrdlisis de proteinas de origen alimentario por
proteasas libres de células ya que es posible un mayor control sobre el proceso que
cuando se utiliza fermentacién microbiana, con la ventaja adicional de que no
guedan residuos quimicos indeseados en los productos finales (Feijo Corréay col.,
2023).

Se han reportado secuencias bioactivas que influyen en los principales sistemas del
cuerpo: cardiovascular, digestivo, inmunolégico y nervioso, lo cual se traduce en un
gran potencial para promover la salud humana al reducir el riesgo de enfermedades

cronicas o potenciar la proteccion inmunolégica natural (Korhonen y Pihlanto, 2006).
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Las funciones fisiolégicas de los PBAs son de indole muy diversa, entre las que se
cuentan efectos hormonales, actividad antihipertensiva, regulacion de la funcion
inmune, accion antiviral y/o antimicrobiana, actividad trombolitica, accién

antitumoral, etc. (Kang y col., 2022).

En algunos casos, una sola secuencia peptidica exhibe mas de una actividad
biolégica, denomindndose péptido multifuncional. Ejemplos de este tipo de péptidos
son la lactoferricina, proveniente de la lactoferrina, que tiene propiedades
anticancerigenas, antitumorales, antiparasitarias y antimicrobianas y la lunasina,
procedente de la proteina de soja, con actividad antiinflamatoria, antioxidante y

antihipertensiva (Agyei y col., 2019).

1.4.1- Péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos (PAMs) son moléculas que tienen la capacidad de
interactuar con componentes de membrana y/o citoplasmaticos de los
microorganismos alterando sus funciones celulares, provocando asi la muerte
celular o la inhibicion del metabolismo. Estas moléculas pueden ser producidas
naturalmente por plantas, animales y microrganismos o ser liberadas
biotecnolégicamente de las proteinas en las cuales estan encriptadas, provenientes

de estas mismas fuentes.

Los mecanismos por los que actian los PAMs pueden estar mediados o no por
receptores. Dentro de los primeros se encuentran las bacteriocinas, cuya accion se
dirige hacia un objetivo especifico presente en la membrana o hacia un componente

intracelular como el ADN y los ribosomas (Feijé Corréa y col., 2023).

Las bacteriocinas son PAMs sintetizados por bacterias en los ribosomas, que
inhiben el crecimiento de bacterias similares o de cepas cercanas a las que las
producen. Entre las bacteriocinas mas importantes se encuentran las nisinas,
producidas por la bacteria Gram-positiva Lactococcus lactis. Las nisinas estan
permitidas para su aplicacién en alimentos por la Food and Drug Administration

(FDA) y son ampliamente utilizadas como conservantes (cédigo E234),
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principalmente para la prevencion de las posibles alteraciones de los quesos (Ucar
y col., 2021).

Los casos en los que el mecanismo no esta mediado por receptores son los mas
abundantes e incluyen la mayoria de las secuencias conocidas, las cuales tienen
gran diversidad en su composicion, lo que esta asociado al hecho de que estos
péptidos tienen un objetivo inespecifico y general que son las membranas celulares
(Feijé Corréay col., 2023).

Los tamafios de los PAMs son bastante heterogéneos, estando comprendidos
generalmente en el rango entre 12 y 50 aminoé&cidos, aunque se han reportado
algunas secuencias de menos de 10 residuos aminoacidicos y otras de méas de 100
(Schneider y col., 2005).

El efecto antimicrobiano de estos péptidos se basa fundamentalmente en su
insercion en las bicapas lipidicas de la membrana microbiana con la consiguiente

formacion de poros y extravasacion celular.

La hidrofobicidad del PAM est4d determinada por la proporcién de residuos
hidrofébicos y es la responsable de su capacidad para escindir la bicapa lipidica de
la membrana diana. La interaccion péptido-membrana estd determinada por un
delicado equilibrio entre las interacciones electrostaticas e hidrofébicas, siendo los

PAMs moléculas de caracter anfipatico (Dathe y col., 2001).

En particular, son la composicion aminoacidica, anfipaticidad, y cargas eléctricas
positivas a pH fisiologico, las cualidades que facilitan su insercion en la membrana

de los mircroorganismos (Schneider y col., 2005).

La carga neta positiva de los PAMSs es atraida por la carga negativa de las moléculas
constituyentes de las paredes y/o membranas celulares, como los lipopolisacaridos
en las bacterias Gram-negativas (figura 11 A) o los fosfolipidos y el acido teicoico

en las bacterias Gram-positivas (figura 11 B).
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Figura 11- Composicion de las membranas celulares microbianas. A- Bacteria
Gram negativa. B- Bacteria Gram positiva. C- Hongos. (Adaptado de Huan y col.,
2020).

Este tipo de interaccibn hace que en algunos casos los PAMs exhiban
adicionalmente una actividad citolitica contra células tumorales, que también
presentan una carga negativa neta en la superficie, en contraposiciéon con las
células eucariéticas normales, cuya carga neta superficial se aproxima a la
neutralidad debido a que la mayoria de los fosfolipidos componentes de sus
membranas son zwitteridnicos (Feij6 Corréay col., 2023).

Los PAMs también pueden interferir con la biosintesis de componentes de las
paredes celulares, como peptidoglicanos y acido teicoico. Esta accién la ejercen
uniéndose a sus lipidos precursores. En hongos (figura 11 C)., algunos PAMs tienen
la capacidad de inhibir la sintesis de glucanos, quitina y glicoproteinas. (Li y col.,
2022).

En algunos casos los PAMs son capaces de ingresar a la célula e interactuar con
diferentes organelos o moléculas, dando como resultado la interrupcién de procesos
tales como replicacion, transcripcion y/o traduccién. Los modos de accion son
diversos e incluyen la union a los acidos nucleicos destruyendo su conformacion, la

inhibicion de enzimas como la topoisomerasa | o la ARN polimerasa, la obstruccion
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de los mecanismos de reparacion del ADN o la interaccion con los ribosomas (Feijo
Corréay col., 2019; Liy col.,2022).

Teniendo en cuenta su estructura secundaria, composicion aminoacidica y nimero
de enlaces disulfuro, los péptidos antimicrobianos se han dividido en cuatro grupos
(figura 12). Existen también ciertos PAMs que pueden pertenecer a todos o a

ninguno de estos grupos (Schneider y col., 2005; Li y col., 2022).

AR

Figura 12- Grupos estructurales de los PAMs. A- Estructura de hélice a. B-
Estructura extendida. C- Estructura de bucle estabilizada por enlaces disulfuros
intramoleculares D- Estructura de hoja . En C y D los puentes disulfuro se muestran
en color amarillo. (Adaptado de Gonzalez Garcia y col., 2017).

El primer grupo comprende péptidos lineales con una estructura helicoidal a, que
no contienen residuos de cisteina. Son los mas ampliamente distribuidos y de los
que mas se conoce. Suelen tener un amplio espectro de accion, pocos efectos
colaterales en células de mamiferos y son de gran interés a nivel industrial. Un
ejemplo de este grupo es el péptido LL-37, Unico miembro de la familia de las

catelicidinas que existe en el organismo humano.

Los péptidos antimicrobianos del segundo grupo tienen conformaciones extendidas
sin estructura secundaria definida y también estan libres de residuos de cisteina,
pero son ricos en prolina y/o arginina, residuos de triptéfano, glicina e histidina. Su

actividad antimicrobiana se debe principalmente a puentes de hidrégeno o fuerzas
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de Van der Waals con los lipidos de membrana. La mayoria de los PAMs de este
grupo tienen blancos intracelulares. Ejemplo de este tipo de péptidos es la

lactoferricina, especialmente rica en triptéfano.

El tercer grupo de péptidos antimicrobianos esta definido por estructuras de bucle
estabilizadas por enlaces disulfuro intramoleculares o por ciclacion de la cadena

peptidica. Ejemplos de PAMs ciclicos son la polimixina B y las defensinas 6.

El cuarto grupo de péptidos antimicrobianos se caracteriza por estructuras de hoja
B antiparalelas estabilizadas por 2-4 enlaces disulfuro intramoleculares. Ejemplos

de estos son las a y B defensinas.

Los péptidos con estructura helicoidal a presentan como principal modo de accion
la formacién de poros transmembrana, para lo cual se han postulado varios
mecanismos, de los cuales los mas aceptados por la comunidad cientifica son los
denominados duela de barril, alfombra o carpeta y agujero de gusano (Feijé Corréa
y col., 2019; Liy col., 2022).

El mecanismo duela de barril (figura 13 A) consiste en la formacion de poros
transmembrana en forma de canal. Para esto, la zona hidrofébica del PAM, que
puede tener conformacion de a-hélice o de hoja B, interactia con el interior de la
membrana mientras que la region hidréfila se ubica hacia el exterior, formando asi
un poro acuoso. El tamafio del poro esta relacionado con el nimero de péptidos

insertados.

La primera etapa del mecanismo consiste en el posicionamiento de cierto nimero
de péptidos en la superficie de la membrana. La agregacion de estos provoca que
sus regiones hidréfilas se enfrenten entre si formando la luz del poro y facilitando

energéticamente la insercion del complejo en la membrana.

El mecanismo alfombra o carpeta (figura 13 B) se trata de un proceso de
permeabilizacion de membrana similar al modo de accion de los detergentes. A
diferencia del mecanismo duela de barril, no hay insercion de los péptidos en la
membrana, sino una acumulacion en la superficie, formando una "alfombra”. Debido

a la alta densidad de péptidos se produce un nimero muy elevado de interacciones
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electrostéaticas que finalmente provocan la desestabilizacién de la membrana por

cambios de fluidez, colapsando en varias micelas.

Figura 13- Principales mecanismos postulados para la formacién de poros
transmembrana por la accion de PAMs. A- Mecanismo duela de barril. B-
Mecanismo alfombra. C- Mecanismo de agujero de gusano. (Feijé6 Corréa y col.,
2019).

El mecanismo de agujero de gusano, también llamado de poro toroidal (figura 13
C), tiene la particularidad de que los PAMs estan intercalados en el poro con lipidos
de membrana. Al igual que en los mecanismos duela de barril y alfombra,
inicialmente los péptidos se acumulan en la superficie de la membrana. Sin
embargo, en este caso los residuos de aminoacidos hidrofébicos comienzan a
desplazar las cabezas polares de los lipidos, provocando una tension que conduce
a la desestabilizaciéon de la superficie de la membrana con la consiguiente

extravasacion del contenido celular.

El ensamblado conjunto de PAMs y LPS tiene el efecto adicional de lograr una
floculacion de estos ultimos suprimiendo su diseminacion sistémica y, por ende, la
respuesta inmune descontrolada que puede derivar en un shock séptico. De manera

analoga, algunos PAMs causan agregacion bacteriana, habiéndose reportado que
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de esta manera desempefian un papel fundamental en el mantenimiento de
patdgenos potencialmente peligrosos en un estado comensal (Malekkhaiat Haffner
y Malmsten, 2018).

La relacién péptido-lipido es un factor que influye en gran medida en la accion
antimicrobiana. Cuando la relacion péptido-lipido es baja, los PAMs son paralelos a
la superficie de la membrana plasmatica, pero a medida que dicha relacién
aumenta, los PAMs comienzan a insertarse en el centro hidrofébico de esta (Liy
col., 2022). Llegado cierto limite en la relacién péptido-lipido, el efecto sobre la
capacidad antimicrobiana se invierte, ya que si la interaccidén entre el péptido y la
cabeza polar de los fosfolipidos se hace muy fuerte se dificultaran las posteriores

interacciones con el interior de la célula.

Ademas de los efectos bactericidas directos, los PAMs pueden ejercer acciones
indirectas al inhibir la formacién de biofilms o actuar sobre el sistema inmunoldgico
regulando respuestas proinflamatorias y antiinflamatorias, quimiotaxis, etc. (Liy col.,
2022).

Aproximadamente el 15 % de los PAMs tienen también propiedades antivirales. Esta
accion la pueden ejercer alterando la bicapa lipidica de la envoltura viral e
impidiendo la infeccion de las células huésped. Otros mecanismos incluyen el
bloqueo de la interaccién con los receptores de la superficie celular, la inhibicién de

la expresion génica, inmunomodulacion, etc. (Huan y col., 2020; Li y col., 2022).

Debido a la problematica creciente de la adquisicién de resistencia microbiana a los
antibiéticos convencionales, en los ultimos afios los PAMs se han considerado como
agentes terapéuticos alternativos. También es posible disefar estrategias
terapéuticas que combinen antibioticos tradicionales con PAMs, ya que se han

evidenciado efectos sinérgicos entre estos (Li y col., 2022).

Adicionalmente, la bioactividad antimicrobiana ejercida por moléculas derivadas de
proteinas alimentarias tiene aplicaciones prometedoras en las industrias
agropecuaria y alimentaria. Esto se debe a su alta eficacia contra microorganismos

patdbgenos y contaminantes sin los peligros asociados con los residuos de
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antibiéticos de uso animal. Esto, sumado a una creciente preocupacion de los
consumidores por el uso indiscriminado de compuestos quimicos sintéticos, hace
que exista un fuerte interés por encontrar alternativas seguras y efectivas para
reemplazarlos, como en el caso de los antibidticos promotores del crecimiento para
pollos de engorde (Mohammadrezaei y col., 2021), conservantes de alimentos
(Singh y col., 2023), etc.

1.4.2- Péptidos antioxidantes

Los péptidos antioxidantes (PAQOs) tienen la capacidad de minimizar el dafio que los

radicales libres provocan en los organismos.

Los radicales libres son especies quimicas de tipo atébmico o molecular que
contienen uno o mas electrones desapareados en su orbital mas externo y que son
capaces de tener existencia independiente, estando siempre en forma inestable, lo
gue les confiere un gran poder como reactivo. Ejemplos de estos son las especies
reactivas de oxigeno (ROS, del inglés reactive oxygen species) y las especies

reactivas de nitrdgeno (RNS, del inglés reactive nitrogen species) (Seny col., 2010).

Las ROS incluyen especies como los radicales superéxido (O2), hidroxilo (OH),
peroxilo (ROz2’), hidroperoxilo (HO2), alcoxilo (RO, etc. y son producidos

principalmente por la cadena respiratoria mitocondrial.

Estos compuestos tienen la capacidad de dafar a diversas moléculas biolégicas
como proteinas, ADN, lipidos de membrana, etc. La accion de los radicales libres
sobre las proteinas trae como consecuencia oxidacion de aminoacidos, asociacion
de fragmentos proteicos a través de entrecruzamientos por puentes disulfuro,
ruptura de enlaces peptidicos, pérdida de afinidad por metales y un aumento en la
hidrofobicidad. Como resultante, las proteinas pierden sus funciones bioldgicas y se

hacen mas susceptibles a la degradacion proteolitica (LOpez-Garcia y col., 2023).

La donacion de electrones de los radicales libres a los 4cidos grasos poliinsaturados
conduce a la lipoperoxidacion y formacion de varios productos de descomposicion.

En consecuencia, se generan cambios en la estructura molecular de la membrana
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celular y pérdida de permeabilidad debido a la formacion de enlaces disulfuro entre

proteinas de membrana. La inestabilidad resultante conduce a la muerte celular.

Los radicales libres son también capaces de atacar el ADN dafiando diversos genes,
afectando asi la expresion de muchas proteinas y, por ende, las funciones de la
célula. Se ha reportado que el radical hidroxilo es capaz de provocar modificaciones
en la desoxirribosa que derivan en la liberacién de bases nitrogenadas, la ruptura
de una o ambas cadenas, etc. Las ROS pueden inducir errores en los procesos de
transcripcion y traduccion (Lépez-Garcia y col., 2023).

El organismo tiene sistemas de defensa que le permiten depurar estas sustancias
nocivas, ya sea mediante la utilizacion de enzimas como superoxido dismutasa,
catalasa y glutation peroxidasa o por la accion de compuestos no enzimaticos. Estos
altimos pueden ser moléculas peptidicas (ej., melatonina, glutation y carnosina),

vitaminas (tocoferol y &cido ascorbico), aminoacidos, etc. (Weny col., 2020).

Si la acumulacién de ROS excede la capacidad del sistema celular de depuracion
de estos radicales libres, se produce una alteracion de la homeostasis redox. Este
desequilibrio, denominado estrés oxidativo, esta involucrado en el desarrollo de
muchas enfermedades cronicas, como el cancer, aterosclerosis y diabetes (Zhu y
col., 2022).

Con el aumento de la edad el sistema antioxidante natural se vuelve menos eficiente
y disminuye la capacidad de absorcion de nutrientes, entre los que se encuentran
las sustancias antioxidantes exdgenas. Debido a esto, con el envejecimiento se

incrementa el riesgo de estrés oxidativo.

Esta situacion puede verse agravada por numerosos factores exdgenos que
favorecen la formacion de radicales libres, como la exposicidbn a rayos X, el
tabaquismo, la contaminacién del aire, ciertos productos industriales; algunos
medicamentos y habitos alimenticios inadecuados; ejemplos de esto ultimo es el
consumo de alimentos con alto contenido de grasa, productos que contienen
muchos aditivos, bebidas con alto contenido de azucar, etc. (Lopez-Garcia y col.,
2023).
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Actualmente, se considera de gran importancia llevar una dieta rica en alimentos
con alto contenido de antioxidantes para ayudar a contrarrestar los efectos del
estrés oxidativo y fortalecer el sistema inmunolégico. EI mercado de los
suplementos dietéticos es cada vez mayor incluyendo antioxidantes como las
vitaminas E y C, asi como compuestos menos tradicionales derivados de plantas

(fitoquimicos) como el licopeno, la luteina y los isoflavonoides (Xiong, Y.L., 2010).

Algunas proteinas poseen actividad antioxidante, pero su eficacia es relativamente
baja debido a que en general las regiones reactivas estan ocluidas dentro de la
estructura nativa, quedando inaccesible para las ROS. Debido a esto, es de gran
interés la puesta a punto de procesos hidroliticos capaces de liberar los péptidos

antioxidantes encriptados.

Los PAOs estan constituidos por secuencias de entre 2 y 20 residuos
aminoacidicos, siendo los de mayor bioactividad los que tienen entre 5y 9
aminoacidos, con pesos moleculares en el rango entre 500 y 1800 Da (Habinshuti
y col., 2023).

Debido al pequefio tamafio que suelen tener estas moléculas, no poseen una
estructura de orden superior a la secuencia peptidica o estructura primaria, teniendo
efecto predominante en la actividad antioxidante la naturaleza y posicion de ciertos

aminodacidos constituyentes del péptido (Xiong, Y.L., 2010).

La figura 14 ilustra de manera esquematica los diferentes mecanismos de accion de
los PAOs. Predominantemente, estos mecanismos involucran la captacion de
radicales, la donacién de protones y la quelacién de iones metalicos, aunque

también pueden actuar conformando un blindaje fisico.

Los PAOs mas reactivos contienen residuos aromaticos (triptéfano, tirosina,
histidina y fenilalanina) y aminoacidos que contienen azufre, como la metionina y la
cisteina. Los derivados de fuentes alimenticias a menudo incluyen residuos
hidrofobos como valina o leucina en el extremo amino terminal, asi como prolina,
histidina, triptéfano, tirosina, metionina y cisteina en sus secuencias (Samaranayaka
y col., 2011).
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Figura 14- Esquema de los mecanismos de accion antioxidante de los PAOs.
A- Quelacion de metales. B- Captacion de radicales libres. C- Bloqueo fisico
protector y repulsion. (Adaptado de Xiong, Y.L., 2010).

Los residuos aminoacidicos hidrofébicos facilitan la solubilidad de los péptidos en
fases lipidicas y las interacciones con los radicales libres, mejorando asi la
capacidad de inhibir la peroxidacion. Por ejemplo, el hidroxilo fendlico de la tirosina
y el grupo indol del tript6fano pueden actuar directamente para capturar radicales
libres (Weny col., 2020).

Los péptidos estabilizan los radicales donando electrones y manteniendo su propia
estabilidad a través de la resonancia de su estructura (Lopez-Garcia y col., 2023).
En un ambiente oxidante, los PAOs son mas propensos a donar electrones que los
lipidos insaturados que también puedan estar presentes, teniendo ademas mayor
capacidad de forman radicales estables o polimeros no reactivos (Xiong, Y.L.,
2010).
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Metales como el hierro y el cobre tienen la potencialidad de producir especies
reactivas de oxigeno actuando como iniciadores de reaccion y son capaces de
catalizar la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) favoreciendo la
aterogénesis (Burkitt, 2001). Los grupos carboxilo y amino de las cadenas laterales
de los aminoé&cidos tienen una funcion quelante de los iones metalicos debido a su

capacidad para disociarse y ser donantes de protones (Lopez-Garcia y col., 2023).

La histidina, ademas de poder eliminar radicales hidroxilo e inhibir la peroxidacion
de lipidos, posee una gran capacidad para quelar iones metalicos debido a la
influencia de su grupo imidazol. Los aminoacidos triptoéfano, tirosina y fenilalanina

también tienen capacidad de quelacién de iones metalicos (Wen y col., 2020).

En cuanto al aporte de los aminoacidos azufrados, el grupo tiol de la cadena lateral
de la cisteina puede proporcionar atomos de hidrégeno pudiendo asi eliminar
radicales libres, mientras que el atomo de azufre de la metionina puede ser oxidado
a sulféxido por el suministro de electrones. Por ultimo, los aminoacidos &cidos y
basicos también tienen un importante rol en la capacidad antioxidante de los
péptidos, ya que pueden actuar como quelantes debido a la capacidad de sus

grupos cargados para formar complejos con iones metalicos. (Weny col., 2020).

Los PAOs también pueden exhibir un modo de accion que involucra una proteccion
por bloqueo fisico. Debido a sus propiedades tensoactivas, en los sistemas de
emulsion los péptidos podrian inhibir la peroxidacion de los lipidos formando una
barrera en la interfase aceite - agua alrededor de las gotas de lipidos, evitando asi

el contacto de estos con los agentes oxidantes (Xiong, Y.L., 2010).

Si bien los antioxidantes sintéticos como butil hidroxi tolueno (BHT), butil
hidroxianisol (BHA), t-butil hidroquinona (TBHQ), galato de propilo, etc., tienen la
capacidad de controlar eficazmente la oxidacion de los nutrientes de los alimentos
y pueden reducir el riesgo de enfermedades crénicas relacionadas con el estrés
oxidativo, tienen las desventajas de sus altos costos y de riesgo potencial de
toxicidad (Weny col., 2020). Por este motivo, en las ultimas décadas ha aumentado
en gran medida el interés por la identificacién y aplicacion de péptidos antioxidantes

en la prevencion y tratamiento de varias patologias.
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1.5- PROTEINAS DE ORIGEN LACTEO COMO FUENTES DE PEPTIDOS
BIOACTIVOS

El hecho de que ciertos componentes de los alimentos tengan la potencialidad de
disminuir el riesgo de desarrollar enfermedades o evitar el agravamiento de
condiciones patologicas ya establecidas ha tenido como consecuencia una
tendencia creciente a la utilizacion de alimentos funcionales y nutracéuticos como

alternativa o complemento a la medicacion tradicional (Korhonen y Pihlanto, 2006).

Frente a los farmacos tradicionales, los péptidos bioactivos derivados de alimentos
tienen las ventajas de presentar una alta actividad biolégica con bajos niveles de
toxicidad y facil metabolismo en el cuerpo humano, careciendo de efectos

secundarios. (Kang y col., 2022).

En la actualidad, el interés en la busqueda de nuevos péptidos bioactivos esta
enfocado principalmente a los derivados de proteinas lacteas. Esto esta motivado
por el hecho de que la leche bovina es una fuente de proteinas de alto valor
bioldgico, que se caracterizan por tener un perfil equilibrado de sus aminoacidos
constitutivos y excelente digestibilidad. Los péptidos derivados de estas proteinas
tienen muy buena solubilidad y son de facil absorcion (Szwajkowska y col., 2011,
Kang y col., 2022).

1.5.1- Lactosuero

El lactosuero es un coproducto liquido obtenido después de la precipitacion de la
caseina durante la elaboracién del queso, manteca o produccién de caseinato. Se
estima que por cada kg de queso se producen 9 kg de lactosuero, representando
esto entre el 85y 90% del volumen de la leche y conteniendo aproximadamente el

55% de sus nutrientes (Parra Huertas, 2009).

La coagulacion enziméatica de la caseina de la leche es un evento fundamental en
el proceso de elaboracion de quesos. Las micelas de caseina bovina son particulas
esféricas compuestas por las caseinas as1, as2, B y k, ademas de fosfato de calcio

coloidal. La k-caseina tiene una posicion superficial en la micela y expone hacia el

32



solvente su region C-terminal hidrofilica denominada glicomacropéptido (segmento
106-169), La region N-terminal (segmento 1-105), denominada k-paracaseina, es
hidrofébica y permanece asociada a la micela al clivarse el enlace peptidico

fenilalaninal05-metioninal06.

El proceso de coagulacion, esquematizado en la figura 15, comienza con la ruptura
de este enlace peptidico de la k-caseina. Luego de la escision, el glicomacropéptido
difunde hacia el lactosuero, lo que provoca la desestabilizacién de las micelas de
caseina, dando lugar a una agregacion cooperativa debido al caracter hidrofébico

de las mismas, formandose una matriz proteica tridimensional (Dalgleish, 1993).

Figura 15- Esquema de la coagulacion enzimatica de la caseina. Los circulos
blancos con las pequefas lineas en su periferia representan las micelas de caseina
con el glicomacropéptido en contacto con el solvente. Los pequefios circulos negros
representan las enzimas proteoliticas, posicionadas en sus sitios de corte. A-
Micelas de caseina intactas y moléculas de peptidasa que fueron recientemente
agregadas B-Comienzo de la protedlisis con liberacion del glicomacropéptido.
Aunque parte de él ya esta en solucion, aun queda suficiente en la superficie de las
micelas para evitar su agregacion. C- La mayor parte de la k-caseina fue hidrolizada,
comenzando la agregacion de las micelas por interacciones hidrofébicas.
(Dalgleish, 1993).

Dependiendo de las técnicas empleadas para el procesamiento de la leche durante
la obtencion de los quesos, varia el tipo y composicion del lactosuero obtenido. En



los casos en que el proceso se basa en la coagulacién enzimética de la caseina por
accion del cuajo, es decir, una preparacion industrial que contiene quimosina u otras
enzimas de accion similar, el lactosuero producido tiene un pH de aproximadamente
6.5 y se denomina suero dulce. Si, en cambio, en el proceso se utiliza fermentacion
lactica o adicion de &cidos organicos o minerales para coagular la caseina, se

obtiene un lactosuero de pH de aproximadamente 4.5, denominado suero acido.

Los principales componentes de los sueros tanto dulces como acidos son la lactosa,
proteinas, lipidos y minerales, constituyendo estos aproximadamente el 70-72%, 8-
10%. 8 % y 12—-15% del total de solidos, respectivamente (Panesar y col., 2007). El
potasio es el elemento mas abundante del lactosuero, seguido por el calcio, fésforo,

sodio y magnesio (Motta-Correa y Mosquera, 2015).

Una de las diferencias principales entre la composicion de los sueros acido y dulce
radica en la composicibn de minerales. Por ejemplo, un pH bajo favorece la
solubilizacion del calcio coloidal contenido en las micelas de caseina, lo que hace
gue se distribuya mas facilmente en el suero. Las concentraciones de este mineral
en suero dulce y acido son de 0.4-0.6 y 1.2-1.6 g/L, respectivamente (Panesar y
col., 2007).

Los lactosueros contienen ademas vitaminas del grupo B (tiamina, acido
pantoténico, riboflavina, piridoxina, acido nicotinico y cobalamina) y acido ascorbico.
El &cido pantoténico y el &cido ascorbico son las vitaminas més abundantes, con
concentraciones de 3,4 y 2,2 mg/ml respectivamente (Motta-Correa y Mosquera,
2015).

Las proteinas presentes en el lactosuero bovino representan alrededor del 20 % de
las proteinas totales de la leche. Entre estas, las mas abundantes son la B-
lactoglobulina (BLG) y la a-lactalbimina (ALA), que representan el 10 % y el 4 %
del total de proteinas lacteas respectivamente. En menores concentraciones se
encuentran otros componentes proteicos o peptidicos como la seroalbimina bovina
(BSA), lactoferrina, inmunoglobulinas, lactoperoxidasa y glicomacropéptido (Baro y

col., 2001, Hinrichs y col., 2004). Este dultimo componente constituye
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aproximadamente el 20% de la fraccidn peptidica del suero de leche dulce, pero no

esta presente en sueros acidos.

Las proteinas de lactosuero tienen un alto valor nutricional debido principalmente a
su buena digestibilidad y alto contenido de aminoacidos esenciales. Entre ellos,
tienen especial importancia los que contienen azufre. La leucina, isoleucinay valina
cumplen roles fundamentales en el metabolismo y la hemostasis de la glucosa en
sangre en el cuerpo humano (Soltani y col., 2017). La leucina, ademas, se ha
identificado como una molécula clave para el inicio de la sintesis de proteinas
musculares, ya que participa en la fosforilacion reversible de proteinas que controlan
la union del ARNm a la subunidad ribosomal 40S (Ha y Zemel, 2003).

Debido al crecimiento continuo de la industria lactea y la produccién anual de
grandes volumenes de suero, el aprovechamiento actual de este coproducto es
insuficiente. En caso de no gestionarse adecuadamente, este excedente representa
un alto riesgo para el medio ambiente, ya que se trata de un efluente organico con
alto poder contaminante. La demanda quimica de oxigeno (DQO) del lactosuero
puede variar entre 50 a 80 g/L, mientras que la demanda bioguimica de oxigeno
(DBO) esta en el rango de 40 a 60 g/L (Zandona et al., 2021).

Este hecho, sumado al excelente potencial de sus proteinas, tanto desde el punto
de vista de la calidad nutricional como de la capacidad de generar péptidos
bioactivos, hace que sea relevante buscar formas alternativas de uso que generen

productos con alto valor agregado.

Se han reportado péptidos derivados de lactosuero por hidrélisis enzimética, con
diferentes bioactividades: antioxidantes, inhibidores de la enzima convertidora de

angiotensina, antimicrobianos, antitumorales, etc. (Dullius y col., 2018).
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2- OBJETIVOS

El presente trabajo se planted los siguientes objeticos generales y especificos:

2-1-OBJETIVO GENERAL:

» Contribuir al conocimiento de la actividad proteolitica del latex de especies
de la flora nativa y utilizar su potencial para la generacion de péptidos

bioactivos.

2.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Preparacion de extractos crudos a partir de latex de Ficus luschnathiana
(Mig.) Mig. y de Araujia sericifera var. hortorum (E. Fourn.).

» Caracterizacion bioquimica de la actividad proteolitica de los extractos
crudos y obtencién de datos moleculares de los componentes proteicos del
extracto crudo de Ficus luschnathiana.

» Obtencién de hidrolizados por accion de los extractos crudos sobre proteinas
de lactosuero.

» Evaluacion de actividades antimicrobianas o antioxidantes en diferentes
fracciones de los hidrolizados.

» Caracterizacion molecular de los péptidos componentes de las fracciones

antioxidantes.
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3- MATERIALES Y METODOS

3.1- MATERIALES
Todos los reactivos utilizados se adquirieron a Sigma-Aldrich.

El latex de Sapium glandulosum (L.) Morong y de Ficus luschnathiana (Miqg.) Mig.
se recolect6 de arboles pertenecientes al Jardin Botanico Atilio Lombardo
(Montevideo, Uruguay). El ejemplar de F. luschnathiana figura en el herbario de
dicho Museo con el nimero MVJB 28429.

El latex de Araujia sericifera var. hortorum (E. Fourn.) fue recolectado de plantas
con frutos maduros en Montevideo, Uruguay. Estos ejemplares fueron registrados
en Facultad de Quimica con el cédigo de herbario MVFQ N° 4436.

El lactosuero (LS) proveniente de la produccién de Mozzarella (LSM) y la leche
descremada utilizada para la preparacion del lactosuero de caseineria (LSC) y para
la determinacién de la capacidad de coagulacion de la leche provinieron de la
industria nacional CONAPROLE.

3.2- METODOS
3.2.1- Preparacién del lactosuero de caseineria

El LSC se prepar6 acidificando leche descremada hasta pH 4.5, por agregado de
acido clorhidrico (HCI) 2 M. Posteriormente se removié la caseina precipitada, por
centrifugacion a 7012 g durante 20 minutos y 4 ° C. El sobrenadante se alicuoté y

se mantuvo a -20 °C hasta su uso.

3.2.2- Obtencién de los extractos crudos

< EIl latex del Ficus luschnathiana y de Sapium glandulosum se recogié por
incisiones en las ramas y se volcé en buffer fosfato de sodio 0.2 M pH 7.5.
« EI latex de Araujia sericifera se recogié a partir de la herida generada al

separar los frutos de la planta y se volcé en buffer fosfato de sodio 0.2 M pH
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7.5 suplementado con EDTA 5.0 mM. También se recolect6 latex en buffer
fosfato de sodio 0.2 M pH 6.0 y en buffer borato de sodio 0.2 M pH 9.0 (ambos
suplementados con EDTA 5.0 mM) para realizar estudios de estabilidad y

determinar las condiciones de hidroélisis mas adecuadas.

Las suspensiones obtenidas en todos los casos se centrifugaron a 15493 g durante

1 h, a 10 °C, con la finalidad de descartar mucilagos y otros materiales insolubles.

Los sobrenadantes se centrifugaron nuevamente a 15493 x g durante 30 min a 10

°C y luego se filtraron con papel filtro n°® 41. Los extractos crudos (EC) obtenidos a

partir de latex de Ficus luschnathiana (ECricus)) y de Araujia sericifera (ECaraujia)) S€

almacenaron a 7 y -20 °C respectivamente, hasta su uso.

3.2.3- Determinacién de concentraciones de proteinas y péptidos

*
L X4

La concentracion proteica se determind utilizando el método de Lowry o
Biuret (Layne, 1957) utilizando seroalbumina bovina como estandar, en el
rango de concentraciones 0.1- 0.6 y 1.0-6.0 mg/mL respectivamente.
Durante los pasos de purificaciones cromatograficas, la concentracion de
proteina de cada fraccion se estimo6 midiendo la absorbancia a 280 nm (Azso).
Cuando se trabajé con Ficus luschnathiana, a las fracciones cromatograficas
con actividad proteolitica se les cuantificd la concentracién proteica por el
método de Lowry.

Las concentraciones peptidicas se determinaron usando o-ftalaldehido como
describen Church y col. (1983). Se realizé una curva de calibracion utilizando

valina como estandar, en el rango de concentraciéon de 50.0-400.0 pg/mL.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

3.2.4- Determinacion de la actividad proteolitica

X/
o

La cuantificacion de la actividad proteolitica se realiz6 mediante el método
modificado de Andrews-Asenjo (1986), utilizando azocaseina como sustrato.
0.34 mL de buffer fosfato de sodio 0.2 M pH 7.5 y 0.34 mL de solucion de
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azocaseina 1.0% (m/v) en agua destilada se incubaron a 37 °C durante 5
min. A continuacion, se agrego 0,34 mL de EC y se incubd a 37 ° C hasta el
tiempo final del ensayo. La detencidn de la reaccion se realizé por agregado
de 0.34 mL de acido tricloroacético (TCA) 10 % (m/v). Se incubd 10 min mas
a 37 °C y se centrifug6é durante 30 min a 11627 g. La absorbancia de los
azopéptidos liberados se midié en el sobrenadante a 337 nm. El tiempo de
ensayo se determind realizando la reaccion enzimatica durante diferentes
intervalos de tiempo en el rango de 5-20 min.

Para el ECaraujia) Se evaluo el efecto de agentes reductores en la actividad
enzimatica. El efecto del B-mercaptoetanol sobre la actividad proteolitica se
evaluo incubando el EC con B-mercaptoetanol 20.0 mM (concentracion final
en la mezcla reactiva) durante 30 minutos a 25 °C. Luego se realiz6 el ensayo
de actividad como se describié anteriormente y se comparo el resultado con
el correspondiente a la actividad del EC sin pre tratamiento con el agente
reductor. Para determinar la concentracion optima de cisteina en el ensayo,
se suplementé el buffer de actividad con concentraciones de este reductor
de 0.0, 3.0, 6.0, 9.0,12.0y 15.0 mM, que correspondieron a concentraciones
finales de 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 y 5.0 mM, respectivamente, en la mezcla de
reaccion. A partir de estos estudios, los ensayos de actividad del ECaraujia) S€

realizaron en presencia de la concentracion éptima de cisteina determinada.

La unidad enzimatica (UE) se defini6 como la cantidad de enzima que se

requiere para aumentar una unidad por minuto la Ass7 en las condiciones del

ensayo. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

3.2.5- Determinacién de la capacidad de coagulacion de la leche

La evaluacion de la capacidad de coagulacion de la caseina se llevo a cabo segun
el método reportado por Castro y Cantera (1995). En un tubo de vidrio se incubaron
3.0 mL de leche descremada a 30 °C durante 10 min. A continuacion, se agregaron
2.0 mL de buffer acetato de sodio 1.0 M pH 5.0 suplementado con cloruro de calcio

(CaCl2) 40 mM, previamente termostatizado a 30 °C. Por ultimo, se agregé 1.0 mL
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de una dilucién adecuada de preparado enzimatico: ECricus), EC(araujia), SOlUCiON de
tripsina bovina en buffer fosfato de sodio 0.2 M pH 7.5 o quimosina comercial (Ha-
La; Brasil). Con el tubo tapado y rotandolo en posicion horizontal mientras se
mantuvo sumergido en el bafio a 30 °C, se midi6 el tiempo en que se visualizo6 el

primer indicio de coagulacion.

La unidad de coagulacion de la leche (UCL) fue definida como la cantidad de enzima
necesaria para formar en un minuto el primer coadgulo detectable visualmente, bajo

las condiciones experimentales. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

3.2.6- Parado térmico y efecto de la temperatura sobre la estabilidad de la

actividad proteolitica

% Para evaluar el tiempo necesario para inactivar la actividad proteolitica
mediante tratamiento térmico (parado térmico), los ECs se incubaron en un
bafo de agua a ebulliciobn durante 1 y 5 min.

% Los estudios de estabilidad térmica se realizaron preincubando los ECs a
diferentes temperaturas, tomando alicuotas a intervalos de tiempo
especificos y determinando la actividad proteolitica como se describe en
3.2.4. Las temperaturas ensayadas para el el ECicus) fueron -20, 7, 22, 37,
50 y 60 °C, mientras que para el ECaraujia) fueron -20, 7, 37 y 50 °C. Para

calcular el porcentaje de actividad remanente (AR), se utilizé la ecuacion:
AR (%) =100 (At/A)

donde Aiy Ar son la actividad antes y después de la incubacion a las

temperaturas correspondientes, respectivamente.

3.2.7- Efecto del pH sobre la estabilidad de la actividad proteolitica

Se prepararon ECs a diferentes valores de pH (5.2, 6.5, 7.5 y 9.9) y se incubaron
en bafo de agua a 60 ° C. Los pH 5.2 y 6.5 se obtuvieron por agregado al extracto
crudo de &cido acético glacial y el pH 9.9 por agregado de hidréxido de sodio

(NaOH) 2.0 M. Se tomaron alicuotas a diferentes tiempos de incubacion y se les
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determind la actividad proteolitica a pH 7.5, como en 3.2.4. Para calcular el
porcentaje de actividad remanente (AR), se utilizé la ecuacion expresada en 3.2.6,
siendo Ai y Ar la actividad antes y después de la incubacion a los pH

correspondientes, respectivamente.

3.2.8- Efecto del pH y la temperatura en la actividad proteolitica de los

extractos

Para evaluar el efecto del pH de reaccién en la actividad proteolitica, el ensayo de
actividad descripto en 3.2.4 se realiz6 a diferentes valores de pH: 5.2, 6.0, 6.4, 6.7,
7.1, 7.6, 7.9, 8.8 y 9.2, manteniendo una temperatura de 37 °C. Se utilizaron las
siguientes soluciones tampoén: buffer acetato de sodio 0.5 M (pH 5.0 y 5.5), buffer
fosfato de sodio 05 M (pH 6.0, 65, 70, 75 y 8.0) y buffer
tris(hidroximetil)aminometano- HCI (Tris-HCI) 0.5 M (pH 8.5 y 9.0). Para determinar
el efecto de la temperatura se ensayo la actividad proteolitica a 8, 24, 30, 37, 50,
60, 70, 75, 80, 85 y 90 °C, manteniendo en todos los casos el pH = 7.5.

3.2.9- Efecto de inhibidores en la actividad proteolitica

El EC(ricus) Se incubd durante 1 h a 25 °C con cada una de las soluciones de
inhibidores de proteasas a ser ensayadas y se determind la actividad proteolitica
como en 3.2.4, al principio y al final de la incubacién. Los inhibidores utilizados y
sus concentraciones finales en la mezcla fueron: E-64 (5.0 y 10.0 uM), pepstatina A
(2.0 uM), PMSF (0.5 y 1.0 mM), iodoacetamida (100.0 uM) y EDTA (5.0 y 10.0 mM).
Se trabajo a pH 7.5, excepto cuando se utilizé pepstatina A. En este caso el pH del
EC fue ajustado a 6.0 con &cido acético glacial. Para calcular el porcentaje de
actividad remanente (AR), se utilizé la ecuacién expresada en 3.2.6, siendo Aiy At

la actividad antes y después de la incubacién con los inhibidores, respectivamente.

3.2.10- Cromatografias de exclusién molecular

s Para separar los componentes del ECicusy Se utilizd una columna

empaquetada con Sephadex G-75 (10.0 x 1.5 cm) y equilibrada con buffer
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fosfato de sodio 50.0 mM pH 6.4. Se aplic6 a la columna 0.3 mL de muestra
y la elucién se llevo a cabo a presion atmosférica con el mismo buffer utilizado
para equilibrarla, recogiéndose fracciones de 1.5 mL. A cada fraccion se le
midié Azso y se determind la actividad proteolitica segun el método descripto
en 3.2.4.

Para estudiar los estados oligoméricos dependientes del pH, de las proteinas
del EC, se realiz6 una separacion preliminar con Sephadex G-75 como se
detalla en el punto anterior, pero equilibrando la columna con buffer acetato
de sodio 50.0 mM pH 5.5, o buffer Tris-HCI 50.0 mM pH 8.4. Para cada
corrida a diferente pH, las fracciones con mayor actividad proteolitica se
mezclaron formando un pool, que se liofilizé y luego disolvié en 0.30 mL de
agua destilada. Las muestras asi obtenidas se aplicaron en una columna
HiLoad 16/600 Superdex 200 grado preparativo (GE Healthcare) con rango
de fraccionamiento 10-600 kDa, equilibrada respectivamente con buffer
acetato de sodio 50 mM pH 5.5 o con buffer Tris-HCI 50 mM pH 8.4. Se utilizd
un flujo de 1.0 mL min y se recogieron fracciones de 1.5 mL. La columna
fue calibrada con estdndares de diferentes pesos moleculares (PM):
tiroglobulina (670 kDa), aldolasa (158 kDa), albumina bovina (67 kDa),
ovoalbumina (44 kDa), quimotripsinégeno A (25 kDa), mioglobina (17 kDa) y
ribonucleasa A (13.7 kDa).

3.2.11- Intercambio i6nico del ECicus)

Se realiz6 un intercambio aniénico en batch, con dietilaminoetil (DEAE) Sephadex
A-50 equilibrado en buffer fosfato 50.0 mM pH 6.4. Se mezclaron 5.0 mL de
intercambiador con 10.0 mL de ECricus). La elucidn se realizé en columna utilizando
un gradiente de fuerza idnica escalonado, con buffer fosfato 50.0 mM pH 6.4
suplementado con cloruro de sodio (NaCl) 0.2, 0.3, 0.4 y 1.0 M. Se recogieron
fracciones de 1.5 mL, cambiando la concentracion de NaCl cada 15 fracciones. Las
fracciones de mayor actividad de cada pico se mezclaron formando pooles que se

desalaron empleando columnas PD-10 (Sephadex G-25). Los pooles desalados se
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liofilizaron y disolvieron en 0.25 mL de agua destilada, obteniendo las muestras

denominadas pool 1, pool 2, pool 3 y pool 4 respectivamente.

3.2.12- Determinacion de puntos isoeléctricos

Fueron determinados por enfocado isoeléctrico usando un equipo Phast System
(Pharmacia, Uppsala, Suecia) IEF 3-9. Los geles fueron revelados por tincion con

plata, de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

3.2.13- Hidrolisis de las proteinas del lactosuero

Se emplearon LSC y LSM a los que previamente se normalizé la concentracion
proteica a 6.0 mg/mL por adicion de agua destilada. Los LSs fueron hidrolizados
con EC (ricus) Y con ECaraujia). Para este Ultimo caso el LS se suplemento con cisteina
hasta una concentracion final de 4.0 mM. Las reacciones de hidrolisis se llevaron a
cabo a diferentes pH y relaciones enzima/sustrato (E/S), manteniendo la
temperatura constante a 50 °C. Las condiciones utilizadas para los hidrolizados con
ECricus) fueron E/S de 0.01 y 0.02 UE mg™ty pH 6.0, 7.2 y 9.0. Para los hidrolizados
con ECaraujiay S€ usaron E/S de 0.1, 0.2 y 0.3 UE mgty pH 6.0, 7.5y 9.0. Los
valores de pH se obtuvieron en todos los casos por agregado de NaOH 2.0 M al
lactosuero. Se tomaron alicuotas de hidrolizado a diferentes tiempos entre 0y 120
min, se colocaron en un bafio de agua a ebullicion durante 5 min para detener la
reaccion y luego se centrifugaron a 7155 g durante 20 min a 10 °C, descartando el
material insoluble. En el caso de la alicuota a tiempo cero se inactivé térmicamente
al EC antes de ponerlo en contacto con el lactosuero, con la finalidad de evitar
cualquier posibilidad de hidrolisis enzimética durante el tiempo requerido para la

extraccién y el posterior sometimiento a temperatura de ebullicion.

El mismo procedimiento se siguié para hidrolizar una soluciéon de BLG y una
solucion de ALA de concentraciones 3,0 y 1.5 mg/mL respectivamente, preparadas

en buffer fosfato de sodio 0,2 M pH 7.5, suplementado con cisteina 4.0 mM.
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Para determinar el grado de hidrélisis (GH) se realizaron hidrélisis en paralelo a las
mismas temperaturas y pH descritos, pero para detener la reaccion las alicuotas
obtenidas (0.1 mL) se volcaron sobre 0.2 mL de TCA 10.0 % (m/v). Las muestras
se centrifugaron durante 10 min a 7155 g y los sobrenadantes se utilizaron para
cuantificar la concentracion de grupos amino primarios generados (equivalentes de
hidrolisis) utilizando una solucién de acido 2,4,6-trinitrobencensulfonico (TNBS), de
acuerdo con lo reportado por Spadaro y col. (1979). A 0.1 mL de sobrenadante se
le agregd 1.0 mL de buffer borato de sodio 0.1 M pH 9.2 y 0.4 mL de TNBS 5.0 mM.
La mezcla resultante se incubd al abrigo de la luz, a temperatura ambiente, durante
30 min. Por ultimo, se agregd 0.4 mL de solucion de fosfato monobasico de potasio
1.0 M conteniendo sulfito de sodio 18.0 mM y se midio6 la absorbancia a 420 nm. El
grado de hidrdlisis se definié como el porcentaje de enlaces peptidicos hidrolizados,

segun la ecuacion:
GH = h (hwt) x 100

siendo h los equivalentes de hidrdlisis formados durante la accion enzimatica y hiot
los equivalentes de hidrolisis totales obtenidos luego de someter al lactosuero a una
hidrélisis acida utilizando acido clorhidrico (HCI) 6.0 M a 110 °C durante 24 h en
ampollas selladas. Los equivalentes de hidrdlisis se calcularon utilizando una curva
de calibracién realizada con valina en el rango de concentracion de 0.5 a 2.0

pMmol/mL.

3.2.14- Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE)

% Se realizo electroforesis en condiciones nativas en geles de poliacrilamida de
11.0 % de entrecruzamiento, con un equipo Hoefer SE 250 Mighty Small II.
El buffer de corrida fue una solucion de Tris 25.0 mM vy glicina 0.2 M, a pH
8.6. La corriente se mantuvo constante a 50 mA. La muestra de siembra (Ms)
se obtuvo realizando un pool con las tres fracciones de interés (fracciones 4,
5y 6) resultantes de la cromatografia de exclusion molecular con Sephadex
G-75 realizada a ECricus), el cual se liofilizo y disolvié en 0.25 mL de agua
destilada. Ms se prepar0 para la siembra adicionandole glicerol y azul de
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bromofenol en concentraciones finales de 100 % y 0.25 % (m/v)
respectivamente.

« El analisis del perfil de los tamafios moleculares de las proteinas presentes
en el ECicus) Se realizé mediante electroforesis desnaturalizante en geles de
poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). Se
utilizé el mismo equipo que para la electroforesis nativa, pero la separacion
se realizé en un gel de 12.0 % de entrecruzamiento. A dos partes de la
muestra Ms se agreg6 una parte de buffer de muestra reductor: buffer Tris-
fosfato 0.19 M, B- mercaptoetanol 0.4 M, SDS 6.0 % (m/v), glicerol 30.0 %
(v/v) y azul de bromofenol 0.4 % (m/v). Las soluciones resultantes se
colocaron en un bafio de agua a ebullicion durante 5 min. La corrida se realizd
a corriente constante de 50 mA. Como estandares de alto peso molecular (53
— 212 kDa) se usé miosina, az-macroglobulina, B-galactosidasa, transferrina
y glutamato deshidrogenasa. Como estandares de bajo peso molecular (14.4
— 97 kDa) se utilizé fosforilasa b, seroalbumina bovina, ovoalbumina,
anhidrasa carbodnica, inhibidor de tripsina y a-lactalbumina.

% Los hidrolizados obtenidos por accion del ECaraujia) S€ analizaron mediante
electroforesis desnaturalizante en geles con tricina, de acuerdo a lo reportado
por Schagger (2006), en un equipo Mini-Protean Tetra Cell (BioRad
Laboratories Inc). Para esto, 75 uL de lactosuero, ALA o BLG a
concentraciones de 6.0, 1.5y 3.0 mg/mL respectivamente, se mezclaron con
25.0 yL de buffer de muestra reductor, llevando luego la mezcla a bafio de
agua a ebulicion durante 5 min. Se sembraron 10.0 yl de cada muestra en
un sistema compuesto por un gel concentrador (4.0 % de entrecruzamiento),
un gel espaciador (10.0 % de entrecruzamiento) y un gel separador
(entrecruzamiento de 16.5 %, conteniendo urea 6.0 M). La fuente de
alimentacion se fijo inicialmente en 30 V para el ingreso de las muestras al
gel concentrador y luego se mantuvo a 90 V hasta finalizar la corrida. Como
marcador de peso molecular se utilizé M3546 (Sigma).

En todos los casos anteriores el revelado de las bandas se realizé con solucidn

de Coomassie Brilliant Blue R 250 en metanol/ acido aceético/ agua (1:1:8).
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% A las muestras denominadas pool 1, pool 2, pool 3 y pool 4 obtenidas a partir
del intercambio ionico del ECricus) tal como se detalla en el item 3.2.11, se
realizd una SDS-PAGE en un sistema Phast System (Pharmacia, Uppsala,
Suecia). Las muestras se corrieron en un gel homogéneo de 12.5 % de
entrecruzamiento. A 25.0 uL de cada muestra se le agreg6 27.0 uL de buffer
de muestra reductor, llevando luego la mezcla a bafio de agua a ebulicion
durante 5 min. Se usaron estandares de 14.4, 21, 30, 43, 67 y 94 kDa. Los
geles fueron revelados por tincion con plata, de acuerdo a las instrucciones

del fabricante.

3.2.15- Zimogramas

% Las proteinas separadas en un gel de PAGE nativo (corrido como se
describi6 en 3.12.14) se dejaron difundir, por contacto, hacia un gel indicador
de agarosa que contenia caseina. El gel de agarosa 1.0 % (m/v) en buffer
Tris-HCI 0.05 M pH 8.0 (preparado sobre un film GelBond) fue embebido
previamente en una solucion de caseina 1.0 % (m/v) en agua destilada. Los
geles se mantuvieron en contacto durante 10 min a 50 °C y posteriormente
el gel de agarosa se sumergio en solucion fijadora (acido acético 10.0 % y
metanol 45 %). A continuacion, fue deshidratado por aplicacion de presién
entre papeles de filtro durante 1 h y posterior secado con pistola de aire. Las
zonas de lisis, donde las bandas con actividad proteolitica digirieron el
sustrato, se visualizaron como bandas claras sobre un fondo azul oscuro,
después de la tincion del gel de agarosa con solucién de Coomassie Brilliant
Blue R 250 en metanol/ acido acético/ agua (1:1:8).

+ Para detectar proteasas activas en presencia de SDS y agente reductor, se
llevd a cabo una SDS-PAGE como se describe en 3.2.14. en el item
correspondiente a la determinacién de tamafios moleculares, pero omitiendo
el calentamiento de las muestras en bafio a ebullicion y usando el gel de
poliacrilamida de 12.0 % de entrecruzamiento copolimerizado con caseina
0.2 % (m/v). Luego de la electroforesis estos geles fueron incubados durante

2 ha22°C en lasolucibn de Coomassie Brilliant Blue R 250.
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En todos los casos las bandas sin tefir sobre fondo azul evidenciaron zonas de

actividad proteolitica.

3.2.16- Fraccionamiento de los productos de hidrolisis

Los productos de hidrdlisis se fraccionaron en funcion de su tamafio molecular con

filtros de centrifuga AMICON Ultra 4 con cortes de masa de 3y 10 kDa, durante 1 h

a 10 °C. Los filtros fueron usados secuencialmente (el filtrado obtenido con el filtro

de corte en 10 kDa fue aplicado al de corte en 3 kDa), de manera de obtener

fracciones de tres rangos de tamafio: menores a 3 kDa, entre 3y 10 kDa y mayores

a 10 kDa. Los retentatos y permeatos se almacenaron a -20 0 a 7 °C hasta su uso.

3.2.17- Evaluacion de la actividad antimicrobiana

*
L X4

X/
°

Con los filtrados provenientes de las hidrélisis realizadas con ECFicus) Y
EC(araujia) Obtenidos como se describe en 3.2.16, se realizaron bioautografias
utilizando cepas de coleccién, de Staphylococcus aureus y Escherichia coli.
Las muestras (50.0 uL) se aplicaron sobre placas finas de alimina y se
cubrieron con una fina capa de agar Miuller-Hinton con el indculo
correspondiente incorporado. Para preparar el in6culo se parti6 de un
precultivo de 24 h a 37 °C en agar Mdller-Hinton. Se extrajeron colonias de
ese pre-cultivo y se colocaron en suero fisiol6gico estéril hasta llegar al 1 de
la escala de Mc Farland (correspondiente a 1.5 x 108 UFC/mL). A 1.0 mL de
esta suspension celular se le agregaron 100.0 mL de agar Muller-Hinton
fundido, se homogeneizé y se volcd sobre las placas de aliumina con las
muestras aplicadas. Luego de 24 h a 37 °C, se visualizaron las bacterias
viables por tincidn con cloruro de 2,3,5- trifenil tetrazolio (TTZ). La capacidad
antimicrobiana fue evaluada comparando los tamafos de los halos de
inhibicion, visualizados como circulos blancos sobre fondo rojo.

La cuantificacion de la inhibicion del crecimiento bacteriano se realizé en
placas de microtitulacion, tal como es reportado por Hadacek y Greger
(2000). Se partié de un precultivo de 24 h a 37 °C en caldo Miller-Hinton, a
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partir del cual se preparé el indculo en el mismo medio, conteniendo 10°
unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/ mL). Se aplicaron 50.0 pL
de indculo a 50.0 pL de la muestra a testear y se midi6 la turbidez a 560 nm
luego de incubacion durante 24 h a 37 °C. Como control positivo se utilizo
bacitracina (1.5 mg/mL). Los resultados se informaron como porcentaje de
inhibicion del crecimiento, tomando como 100 % la turbidez alcanzada por el
crecimiento del inéculo sin la presencia de ningun agente inhibidor. En este
caso, en lugar de los 50.0 pL de muestra a testear se aplicaron 50.0 pL de

suero fisiolégico.

3.2.18- Cromatografia liquida de alta resolucion de fase reversa (RP-HPLC)
Los filtrados provenientes de las hidrélisis realizadas con ECaraujia) y Obtenidos como
se describe en la seccion 3.2.16 se liofilizaron y disolvieron en &cido trifluoroacético
(TFA) 0.1% en agua ultrapura (fase mévil A). La cromatografia se realizé en sistema
Prominence UFLC con detector UV-visible de arreglo de fotodiodos (SPD M20A)
utilizando el software LCsolution (Shimadzu Corporation, Kioto, Japén). Se
inyectaron 50.0 yL de muestra en una columna Viva C18 (5 um, 250 x 4.6 mm, poro
de 300 A, Restek, EE. UU.) equilibrada con la fase movil A, con un flujo de 1.0
mL/min. La elucién se realizé con un gradiente binario lineal de fase movil A y fase
movil B (0.1 % de TFA en acetonitrilo) de 0 a 60% de fase mévil B en 60 min y de
60 a 2 % de fase movil B en 10 min. Se recogieron fracciones de 0.5 mL, siguiendo
la elucion a 220 y 280 nm. Todas las corridas se realizaron por triplicado. Las
fracciones obtenidas se secaron con Speed Vac (Thermo Scientific Savant 1010) a
45 °C y 6.7 Torr y se disolvieron en 300.0 pL de buffer fosfato de sodio 0.2 M (pH
7.5).

3.2.19- Evaluacion de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante de las fracciones de la RP-HPLC, de hidrolizados
obtenidos con el ECaraujia) Y €l EC(ricus) Se evalud con el método de la reduccion del
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) y por la capacidad de absorcion de
radicales de oxigeno (ORAC).

48



X/
L X4

El ensayo del DPPH se realiz6 segun Zhang y col. (2013). A 50.0 uL de
solucion a testear se le agregaron 2.0 mL de solucién de DPPH 120.0 uM en
metanol. A continuacion, se incubd durante 1 h a temperatura ambiente y se
midié la absorbancia a 515 nm. Para el control se procedié de la misma
manera, pero en lugar de solucion a testear se colocaron 50.0 pL de metanol.
El porcentaje de depuracion de radicales DPPH (DRpppH%) se calculd con la

ecuacion.
DRpppPH% = 100 (Acontrol - Amuestra) I Acontrol

donde Acontrol Y Amuestra SON respectivamente la absorbancia a 515 nm del
control y la obtenida para cada muestra individual. Se definid la concentracion
inhibitoria 50 (Clso) como la concentracion peptidica necesaria para eliminar
el 50% de radicales DPPH.

El ensayo ORAC se realiz6 segun Zulueta y col. (2009) con diclorhidrato de
2,20-azobis 2-amidinopropano (AAPH) como inductor del decaimiento de la
emision de fluoresceina sodica y Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico) como estandar, usando agua destilada como
blanco. Se utiliz6 un lector de microplacas Infinite M200 Pro (Tecan,
Salzburg, Austria) con longitudes de excitacion y emision de 485 y 535 nm
respectivamente. A 50.0 pL de fluoresceina sddica 0.78 uM se le agregaron
50.0 pL de Trolox 50 uM, muestra o blanco. Se incubé a 37 °C durante 15
min, con agitacién. A continuacion, se agregaron 25.0 uL de AAPH 220 mM,
comenzando a medir la fluorescencia inmediatamente a partir de este
agregado. Se registraron los valores de fluorescencia a 37 °C, con agitacion,
cada 5 min durante 2 h. Los valores ORAC se expresaron como equivalentes

Trolox (ET) y calculados por:
ET(}JM) = Crrolox (ABCMuestra - ABCBIanco) FD/ (ABCTroon - ABCBIanco)

donde Crrolox €s la concentracion de Trolox (50 uM), ABC es el area debajo
de la curva de disminucion de la fluorescencia y FD es el factor de dilucion
de la muestra. En algunos casos, los valores de ORAC también se

expresaron como pmol de equivalente Trolox/umol de péptido.
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3.2.20- Espectrometria de masas

% El perfil de las proteinas presentes en los ECricus) fue analizado por Matrix
Assisted Laser Desorption lonization (MALDI) y Time of Fly (TOF) en un
equipo Voyager DE-Pro, AbiSciex.

% Los péptidos obtenidos por accion del ECaraujia) SObre lactosuero, presentes
en las fracciones recolectadas de la RP-HPLC con actividad antioxidante,
fueron identificados por RP-HPLC MS/MS. El mismo procedimiento se siguio
con los péptidos obtenidos por hidrélisis de BLG con ECaraujia), presentes en
una muestra constituida por las fracciones con mayor actividad antioxidante
recolectadas de la RP-HPLC. Las fracciones peptidicas se separaron
utilizando un nano-HPLC (Ultimate 3000, Thermo Scientific) junto con un
espectrometro de masas hibrido cuadrupolo-Orbitrap (Q-Exactive Plus,
Thermo Scientific). Tanto la columna como la precolumna fueron de Thermo
Fisher Scientific. El flujo fue de 0,2 yL/min. Los péptidos se eluyeron con
gradiente lineal de solvente B: acetonitrilo y TFA 1000:0,8 (v/v) en solvente
A: agua y TFA 1000:1 (v/v) de 0 a 35% durante 90 min, seguido de un
gradiente de 20 min del solvente B en A de 35 a 100%. Se usoé el programa
PatternLab-for Proteomic. Se definieron los siguientes parametros de
bdsqueda: base de datos: SwissProt.2017.11.01; enzima: sin enzima,
especies: Bos taurus; tolerancia de masa peptidica: 40 ppm; tolerancia de
masa del fragmento: 0,8 Da. Las masas peptidicas fueron descritas como

monoisotopicas.3

Estos andlisis fueron realizados por el Servicio de Espectrometria de Masas,

Unidad de Bioquimica y Prote6mica Analiticas, Institut Pasteur de Montevideo.

3.2.21- Andlisis estadistico

Los resultados se informaron como promedios + desviacion estandar de ensayos
por triplicado. La existencia de diferencias estadisticamente significativas entre los

resultados se evalué mediante analisis de varianza (ANOVA).
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4- RESULTADOS Y DISCUSION

4.1- CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA DE LOS
EXTRACTOS
4.1.1- Actividad proteolitica de los extractos crudos, efecto de inhibidores y

agentes reductores.

Se recolecto latex de tres especies pertenecientes a la flora nativa del Uruguay:
Sapium glandulosum (arbol de la leche), Ficus luschnatiana (higuerén) y Araujia

sericifera (taso), preparandose los correspondientes extractos crudos.

Los tejidos vegetales suelen contener un amplio espectro de compuestos fendlicos
gue son oxidados a quinonas por la accion de fenoloxidasas. Estas quinonas y los
pigmentos pardos formados a partir de ellas por reacciones de polimerizacion
inhiben a muchas enzimas, entre ellas a varias peptidasas (Anderson, 1968).
Debido a que las fenoloxidasas contienen iones cobre en su sitio activo, una manera

de inhibir su accion es la utilizacion de agentes quelantes (Morcelle.y col., 2004).

Se evalud para los tres casos la influencia de la suplementacion del buffer fosfato
de sodio 0.2 M pH 7.5 con EDTA 50 mM, obteniéndose que solamente en el caso
del ECaraujia) €Ste agregado produjo un efecto significativo en la actividad proteolitica

(datos no mostrados).

Los estudios de inhibicion realizados en EC(ricus) mostraron una total inhibicion de la
actividad con PMSF (tabla2), a diferencia de lo reportado para las dos especies

vegetales antes mencionadas.

Los valores obtenidos fueron los mismos para todas las concentraciones ensayadas
de cada inhibidor (datos no mostrados). El alto porcentaje de inhibicion obtenido con
PMSF vy la falta de efecto del E-64, sugiere un mecanismo catalitico de naturaleza
serinica de las proteasas presentes en el EC, descartandose un modelo cisteinico.
La accion de la iodoacetamida puede explicarse por la capacidad de este agente de

inhibir proteasas serinicas (Salvesen y Nagase, 2001).
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Tabla 2- Porcentajes de inhibicion obtenidos con ECricus), luego de incubacidn
durante 1 h a 25 ° C. Los datos son la media de tres experimentos independientes
+ desviaciones estandar.

Inhibidor Porcentaje de
inhibicién (%)
PMSF 994 +1.6
E-64 0.0
lodoacetamida 11.0+ 2.3
Pepstatina 0.0
EDTA 0.0

Se decidio enfocar los estudios subsiguientes en dos de las tres especies nativas
utilizadas hasta el momento, utilizando como criterios de seleccion el interés de
trabajar con extractos crudos de diferente naturaleza catalitica y amplio espectro de
aplicaciones a nivel popular. Con respecto a esto ultimo, las plantas del género
Araujia, ademas de ser usadas con fines alimenticios por sus frutos y ornamentales
por sus flores, son utilizadas con fines medicinales debido a sus propiedades
galactégenicas, como tratamiento para indigestiones y para favorecer la denticion
(Bucciarelli y col., 2008).

Estas condicionantes, sumadas al hecho de que los ECsapium) €videnciaron una
notoria inactivacion luego de cortos periodos de almacenamiento en condiciones
variadas (datos no mostrados) condujeron a la eleccién del F. luschnathiana y la A.
sericifera para el posterior desarrollo de las investigaciones.

Teniendo en cuenta la naturaleza cisteinica de las enzimas presentes en el
EC(araujia), S€ procedio a estudiar el efecto de agentes reductores en su actividad.
Debido al mecanismo catalitico de estas enzimas, es esencial que la cisteina se
encuentre en estado reducido para estar completamente activa. Para prevenir su

oxidacion se suelen utilizar agentes reductores como los tioles de bajo peso
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molecular. Ejemplos de estos son el tioglicolato, ditiotreitol, 3-mercaptoetanol o

cisteina.

La presencia de B-mercaptoetanol en concentracion 6.7 mM en la mezcla de
reaccion dio como resultado una actividad 4 veces mayor que la del control (mezcla

reactiva sin agente reductor).

Este estudio también se realizd en el ECicus). El efecto nulo de los mercaptanos en
la actividad contribuy6 a confirmar los resultados obtenidos referentes a la ausencia

de enzimas cisteinicas.

El efecto positivo del B-mercaptoetanol sobre la actividad del ECarajia) llevé a
considerar la utilizacidon de cisteina como alternativa adecuada para la utilizacién en
procesos relacionados a la produccién de alimentos. En la tabla 3 se muestra la

actividad de este EC en presencia de diferentes concentraciones de cisteina.

Tabla 3- Efecto de la concentracion de cisteina sobre la actividad proteolitica
del ECaraujia) @ pH 7,5. Los datos son la media de tres experimentos independientes
+ desviaciones estandar.

Concentracion Actividad
de cisteina (mM) (UE/mL)

0.0 0.05+0.04
1.0 0.33+0.05
2.0 0.45+0.01
3.0 0.54 +0.04
4.0 0.64 +0.04
5.0 0.61 +0.03

Puede apreciarse que a medida que la concentracion de cisteina fue aumentando
hasta un valor de 4.0 mM, también lo hizo el valor de actividad, llegando a 0.64 +
0.04 UE/mL, aproximadamente 12 veces mas que el control (sin agregado de

cisteina). Este valor maximo de actividad se mantuvo cuando la concentracion de
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cisteina aumentdé a 5.0 mM. Debido a estos resultados, el buffer de actividad a
usarse con ECaraujia) S€ suplement6 con cisteina 12.0 mM, lo cual resulta en una

concentracion efectiva de 4.0 mM en la mezcla de reaccion.

Resultados similares fueron reportados por diferentes investigadores que
estudiaron el efecto de la activacion con agentes reductores, de proteasas
presentes en latex de plantas pertenecientes a la subfamilia Asclepiadaceae.
Dependiendo de la especie, las activaciones maximas se obtuvieron en el rango de
concentraciones de cisteina entre 10 y 20 mM (Winnick y col., 1940; Dubey y
Jagannadham, 2003).

Para la papaina, una cistein proteasa proveniente del latex de Carica papaya
(familia Caricaceae), se reporté que el maximo de actividad se obtuvo en presencia
de cisteina 10 mM. En este caso, a pesar del requerimiento de una mayor
concentracion de reductor, el aumento relativo de la actividad respecto al control
(ausencia de cisteina) es mucho menos marcado que para el ECaraujia), Siendo de

aproximadamente 35-36 % (Homaei y col., 2010).

Para los ensayos de actividad realizados de forma preliminar, se utilizé un tiempo
de reaccion de 10 minutos. Una vez que fueron fijadas las composiciones finales de
los respectivos buffers a ser usados en los ensayos, se procedié a determinar el
rango lineal de las curvas de absorbancia a 337 nm versus el tiempo de reaccién en
esas condiciones, observandose que tanto para el ECaraujim) COMo para el ECricus) la
relacion entre ambos pardmetros se mantuvo lineal hasta los 15 y 20 minutos
respectivamente, por lo que se continué utilizando un tiempo de 10 minutos para los

ensayos de actividad posteriores.

Como meétodo de detencion de la reaccion hidrolitica sin adicion de reactivos
guimicos se evaluo el tratamiento térmico de la mezcla reactiva, en bafio de agua a
100 ° C. Luego de 1 min en estas condiciones la actividad proteolitica del EC(ricus)
fue suprimida totalmente pero el ECaraujia) cOnservaba aun el 2.0 % de actividad
remanente. En este Ultimo caso, se necesitaron 5 min de tratamiento para asegurar

la inactivacion total de la actividad proteolitica.
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4.1.2- Determinacién de la capacidad de coagulacion de la leche

Se evalu6 la capacidad de coagulacion de la leche del ECicus) Y €l EC(araujia),
comparandolas con la de una solucién de tripsina y una de quimosina, como se
explica en 3.2.5. A partir de los tiempos de coagulacién obtenidos se calcul6 para

cada caso la relacion UCL/UE, lo cual se detalla en la tabla 4.

Tabla 4- Valores de actividad proteolitica determinados con azocaseina
(UE/mL), de UCL /mL y del cociente UCL/UE, obtenidos con ECicus), EC(arauijia),
tripsinay quimosina. Los datos son la media de tres experimentos independientes
+ desviaciones estandar.

Solucion Actividad UCL/mL UCL/UE
enzimética (UE/mL)
ECtricus) 44+0.2 0.7+0.1 0.16 £ 0.02
EC(araujia) 44+0.1 3.0+04 0.68 + 0.03
Tripsina 4.4 +0.2 0.1 £0.03 0.03 +£0.02
Quimosina 0.02+0.01 | 30.0+x1.5 1666.7 + 40.2

Una de las limitantes para la formacién y estabilidad del coagulo de caseina es la
hidrolisis excesiva, motivo por el cual la tripsina no es una proteasa adecuada para
su uso en la fabricacion de quesos y debido a esto es considerada en este trabajo

como un control negativo del proceso.

Por el contrario, el uso de quimosina, proveniente del cuajo de ternera,
tradicionalmente es el procedimiento mas utilizado, pero el constante aumento de
la produccion de queso a nivel mundial, el aumento de los precios del cuajo de
ternera por la marcada disminucion de la oferta y la consideracion de aspectos
religiosos y de las opciones de vegetarianismo de los consumidores, ha llevado a la
busqueda de enzimas alternativas, preferentemente de fuentes vegetales (Amira y
col., 2018).

Los dos ECs ensayados mostraron capacidad de coagulacion de la leche, con una

mayor eficiencia para este propdsito que la tripsina, especialmente el ECaraujia). EN
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cambio, para ambos EC los valores de UCL/UE estuvieron muy por debajo de los
logrados con quimosina. Estudios adicionales deben ser realizados para determinar
la efectividad de estas enzimas para la producciéon de quesos, como el control de la
aparicién de sabores amargos indeseados o defectos en la textura del producto

durante el almacenamiento y/o la maduracion.

Los extractos de flores de Cynara cardunculus se han utilizado durante mucho
tiempo como coagulantes de la leche. La capacidad de estos extractos para cumplir
dicha funcion se debe a varias proteasas aspéarticas: cardosinas A, B, E,F, Gy Hy
ciprosinas 1, 2 y 3. Las cardosinas A y B son las méas estudiadas y mejor
caracterizadas; ambas son heterodimeros de 46 y 48 KDa respectivamente (Ghribi
y col., 2022; Zikiou y Zidoune, 2019).

4.1.3- Efecto del pH y la temperatura en la actividad proteolitica de los

extractos

Los ensayos de actividad del ECricus) a diferentes pH entre 5.2 y 9.2 dieron como
resultado un maximo en el rango de pH 7.6 - 8.0 (figura 16 A). El valor mas bajo se
registré a pH 5.2, evidencidndose una marcada disminucion de la actividad a pH
acido, respecto a los neutros y alcalinos. En el rango entre pH 6.0 y 9.2 el extracto
mostroé en todos los casos una actividad de al menos el 65 % del valor maximo
alcanzado a pH 8.0. Los estudios realizados a diferentes temperaturas, entre 8 y 90
°C, se visualizan en la figura 16 B, en la cual se aprecia un maximo de actividad a
75 °C.

El latex de Ficus carica contiene una gran cantidad de componentes proteoliticos
gue pertenecen en su gran mayoria al grupo de proteasas cisteinicas de la familia
de la papaina. Se ha reportado que el pH 6ptimo para la actividad proteolitica de
estas peptidasas se encuentra en el rango de pH 5.0 — 8.0 y la temperatura optima
entre 45 y 55 °C (Aider, M., 2021). La informacion disponible referente a ficinas
serinicas es muy limitada. Para la ficina E, extraida del latex de Ficus elastica, se

ha reportado un pH 6ptimo de 6.0 (Lynn y Clevette-Radford, 1986).
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Figura 16- Influencia del pHy latemperatura sobre la actividad proteolitica del
ECricus). A- Curva de actividad a 37 °C y diferentes pH. B- Curva de actividad a pH
7.5y diferentes temperaturas.

Comparando estos datos con lo obtenido con F. luschnathiana, puede verse que
existe bastante concordancia con el rango de pH al cual la actividad es maxima, con
la excepcidn de que en este Ultimo caso el valor minimo del rango es mas alto (pH
6.0). Con respecto a la temperatura, en cambio, el ECicus) presenta un notorio
corrimiento hacia temperaturas mas altas, teniendo a 75 °C valores de actividad que

superan en mas de un 100 % las obtenidas a 50 °C.

Estos resultados tienen mayor coincidencia con lo reportado para la indicaina, una
proteasa serinica proveniente del latex de Morus indica, la cual tiene un pH optimo
de 8.5 y una temperatura 6ptima de 80 °C (Singh y col., 2008).
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Priolo y col. (2000) y Obregén y col. (2001) reportaron las condiciones Optimas para
la actividad de un ECaraujia) Y de las enzimas aisladasa a partir de este, utilizando
caseina como sustrato. El extracto crudo presenté un rango de pH éptimo de 7.5-
8.5. Para la enzima aislada araujiaina h-1 el pH éptimo estuvo comprendido en el
rango 8.0-9.5. Las peptidasas araujiaina h-Il y h-1ll mostraron un comportamiento

muy similar entre si, teniendo ambas un pH 6ptimo entre 8.0 y 9.0.

Para la determinacion del efecto de la temperatura, los mencionados investigadores
realizaron estudios en el rango entre 37 y 70 °C, encontrando que para el EC y las
enzimas araujiaina h-1l y h-lll, los valores de actividad fueron maximos a 70 °C,
existiendo la posibilidad de que a temperaturas mayores pudiera darse un

incremento aun mayor. En el caso de araujiaina h-I, el maximo se alcanz6 a 60 °C.

4.1.4- Efecto del pH y la temperatura sobre la estabilidad de la actividad

proteolitica de los extractos.

Se evaluaron los efectos de diferentes condiciones de pH y temperatura sobre la
estabilidad del EC(ricus) Y €l EC(araujia). LOS resultados obtenidos con temperaturas de
almacenamiento de -20, 7 y 22 °C se muestran en la figura 17.

Luego de 24 h de almacenamiento a -20 °C, la actividad remanente del ECricus)
decayd a un 15 1 % respecto de la inicial (datos no mostrados), a diferencia del
EC(araujia), Cuya actividad se mantuvo invariante durante los primeros 30 dias,

exhibiendo una vida media a esas condiciones de 105 dias (figura 17 A).

A 7 °C, el comportamiento de los extractos se invirtié. ECricus) mantuvo el 96 % de
su actividad inicial luego de 5 meses. El ECaraujia) perdié el 80 % de su actividad
luego de 2 meses de almacenamiento, teniendo una vida media de 40 dias (figura
17 B).

La termoestabilidad del ECricus) S€ evidencio también a temperaturas mas altas. A
22 °C, durante los primeros 15 dias de almacenamiento la actividad no mostré
diferencias significativas con la inicial y al cabo de 2 meses aun mantenia el 79 %

de la misma (figura 17 C).
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Figura 17- Estabilidad de los ECs a diferentes temperaturas de
almacenamiento, pH 7.5. A- Cinética de inactivacion a -20 °C para el ECaraujia). B-
Cinética de inactivacion a 7 °C para el ECarauia) ¥ ECFicus). C- Cinética de
inactivacion a 22 °C para el ECicus).
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Contemplando potenciales aplicaciones que requieran un tiempo de uso a
temperaturas mas elevadas, se realizaron estudios de estabilidad a 37, 50 y 60 °C
(figura 18).
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Figura 18- Estabilidad de los ECs a diferentes temperaturas de uso, pH 7.5. A-

Cinética de inactivacion a 37 y 60 °C del EC (ricus). B- Cinética de inactivacion a 37 y
50 °C del EC (Arauijia).

Para el ECricus), a la temperatura del ensayo de actividad (37 °C), la actividad
remanente no mostro diferencias significativas con la inicial, dentro de un periodo

de 24 h. A 60 °C se mantuvo el 96 % al cabo de la primera hora de estudio,
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alcanzando un 79 % a las 5 h de incubacién. Luego de 24 h la actividad remanente

fue de un 32 %. La vida media en estas condiciones fue de 14 h (figura 18 A).

La estabilidad del ECaraujia) @ 37 y 50 °C se estudio durante un periodo de 3 h (figura
18 B). La actividad remanente se mantuvo incambiada durante 1 h a 37 °C,
comenzando luego un descenso hasta llegar a un valor de 55 %. A 50°C no se
evidenci6é ningun cambio luego de los primeros 15 min, y a las 2 h de incubacion se

conservo aun el 60 % de actividad remanente, siendo su vida media de 140 min.

A 60 °C la inactivacion del ECaraujia) S€ dio de manera mucho mas abrupta que la
observada a 50 °C, perdiéndose la actividad casi completamente al cabo de la
primera hora de incubacion (datos no mostrados). Priolo y col. (2000) reportaron
una muy pobre estabilidad térmica para araujiaina | a 60 °y pH 8.5, la cual perdio

mas del 80 % de su actividad remanente luego de menos de 5 min de incubacion.

Los estudios a 50 y 60 °C realizados para ECarauja) Y EC(ricus) respectivamente
evidenciaron la capacidad de estos de mantener altas actividades remanentes a
temperaturas que no implican costos elevados para una potencial aplicacion
industrial, pero a la vez que son favorables para su actividad, teniendo en cuenta
las altas temperaturas 6ptimas de ambos, generando a la vez condiciones

desfavorables para el crecimiento microbiano durante los procesos.

El efecto de diferentes pH sobre la estabilidad de los ECaraujia) Y ECricus) S€
determind a 50 y 60 °C respectivamente. En el caso del ECarayiay N0 hubo
diferencias significativas en los resultados obtenidos a pH 6.0, 7.5y 9.0. ApH5.0y
9.9 se observaron valores menores de actividad remanente, determinandose vidas

medias de 120 y 40 min respectivamente (figura 19 A).

El comportamiento del ECricus) frente a diferentes pH se muestra en la figura 19 B.
Para los dos extractos la estabilidad a pH 7.5 fue muy similar a la observada para
un medio acido, siendo esta similitud mucho mas evidente en el caso del ECFicus).
Para este ultimo los valores mas altos se obtuvieron a pH levemente acido (pH 6.5)
y para el ECaraujia) €n el rango 6.0 - 9.0. En ambos casos un medio fuertemente

alcalino (pH 9.9) fue el menos favorable.
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Figura 19- Efecto de diferentes pH sobre la estabilidad de la actividad de los
extractos. A- Cinéticas de inactivacion del ECrauj) @ 50 °C. B- Cinéticas de
inactivacion del ECricus) a 60 °C

En la tabla 5 se presenta un cuadro comparativo que integra los resultados
obtenidos en este trabajo o reportados por otros autores, respecto a la

caracterizacion de las actividades proteoliticas del ECricus) Y €l EC(araijia)-
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Tabla 5- Cuadro comparativo de las caracteristicas de la actividad proteolitica
del EC(ricus) Y ECaraujia). LOS datos sefializados con (*) fueron extraidos de Priolo y

col. (2000).

Caracteristicas

Influencia de la presencia
de EDTA 50 mM en el
buffer de extraccion
Mecanismo catalitico
Efecto de tioles de bajo
peso molecular

Capacidad de coagulacién
de la leche de extractos
con 4.4 UE/mL (UCL)

pH 6ptimo

T optima (°C)

Estabilidad a -20 °C

Estabilidad a 7 °C

Estabilidad a 22 °C

Estabilidad a 37 °C

Estabilidad a 50 °C
Estabilidad a 60 °C

Tiempo de inactivacion a
100 °C

pH mas favorable para
conservacion de la
actividad

pH mas desfavorable para
conservacion de la
actividad

EC(Ficus).

Nula

Serinico
Nulo

0.71

7.6-8.0

75

Pérdida del 85 % de la
actividad remanente
luego de 24 h

Mantiene el 96 % de su
actividad inicial luego de 5
meses

Durante 15 dias mantuvo
la totalidad de la actividad
y luego de 2 meses
conservo el 79 %
Mantiene el 100 % de su
actividad inicial luego de
24 h

No se determind
t¥%2=14h

1 min

6.5

9.9

EC(Araujia)

Positiva (aumento de
un 10 % aprox.)

Cisteinico *

El B-mercaptoetanol
6.7 mM vy la cisteina
4.0 mM aumentaron
la actividad en un
factor de 4 y 12
respectivamente

3.0

7.5-85*
Mayor o igual a 70*
t %2 = 105 dias

t % = 40 dias

No de determind

t %2 = 3 h aprox.

t % = 140 min
Inactivacion completa
luegode 1 h

5 min

6.0-9.0

9.9
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4.2- CARACTERISTICAS MOLECULARES DEL EXTRACTO CRUDO DE Ficus

luschnathiana
4.2.1- Evaluacién de la ocurrencia de autolisis de las peptidasas del ECFicus)

Los extractos proteoliticos pueden sufrir autolisis, es decir, las peptidasas podrian
utilizar como sustrato otras moléculas de igual naturaleza presentes en el medio.
Realizando la extraccion del latex en presencia de un agente bloqueante del sitio

activo o de un inhibidor de la actividad proteolitica, es posible evitar la autolisis.

Se prepararon ECricus) €n presencia y ausencia de PMSF 1 mM y luego de 48 h de
almacenamiento a 7 °C se compararon electroforéticamente (figura 20). Ambos
extractos fueron liofilizados y disueltos en la minima cantidad necesaria de agua

destilada, previo a la corrida electroforética.

97kDa W

66kDa W
45 kDa . — '
30kDa W =

20 kDa —

14KkDa  +— ‘

Figura 20- Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida del
EC(ricus). Carril 1: Estandares de tamafio molecular; carril 2: EC(icus) Sin PMSF; carril
3: EC(ricus) en presencia de PMSF 1.0 mM.

Puede apreciarse un gran numero de componentes proteicos en el extracto,

distribuidos en mas de 13 bandas de diferentes intensidades relativas,

64



principalmente en el rango entre 14 y 45 kDa, aunque estan presentes componentes
de tamafios mayores. El perfil de bandas obtenido para el EC con y sin PMSF es
cualitativamente muy similar en ambos casos, por lo que se descarta un efecto

significativo de autolisis en las primeras 48 h a partir del proceso de extraccion.

4.2.2- Fraccionamiento del ECicus) por cromatografia de exclusién molecular

Se realiz6 un fraccionamiento en base a diferencias de tamafo de los constituyentes
del ECicus), mediante cromatografia de exclusion molecular con Sephadex G-75,
obteniéndose el perfil de elucion que se muestra en la figura 21. Con este
procedimiento se lograron tres fracciones enriquecidas en peptidasas (fracciones 4-
6) de las cuales lograron removerse componentes de escasa o nula capacidad
proteolitica, con significativa absortividad a 280 nm (posiblemente polifenoles,

polipéptidos de bajo peso molecular, etc.).
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Figura 21- Perfil de elucion obtenido de la cromatografia de exclusion
molecular realizada al ECicus)con Sephadex G-75, a pH 6.4. Vo=4.5mL

En las fracciones 4-6 quedd concentrada el 60 % de la actividad aplicada a la

columna. A estas fracciones se les realizd una electroforesis desnaturalizante. Los
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perfiles obtenidos para las muestras preparadas con y sin tratamiento térmico se

muestran en la figura 22 A.

Comparando el perfil de bandas de las tres muestras preparadas con tratamiento
térmico (carriles 2, 4 y 6), no se observan diferencias apreciables entre si en cuanto
al numero y tamafio de sus componentes. Las tres fracciones presentan cuatro
bandas definidas de 14, 18, 26 y 33 kDa. En la fraccién 6 se aprecia un mayor
enriguecimiento en las especies de mayor tamafio, pertenecientes a un rango de
30-39 kDa.

La diversidad de tamafios apreciada en cada carril daria la pauta de que en las

fracciones estudiadas podrian existir proteinas con estructura cuaternaria.

A B
1 2 3 4 5 6
St N Sl Yt T e
66 kDa
60 kDa
45 kDa
33 kDa 29 kDa
26 kDa
18 kDa
14 kDa
14 kDa -

Figura 22- Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida de las
fracciones 4, 5 y 6 obtenidas a partir de la cromatografia de exclusién
molecular con Sephadex G-75. A- Carriles 1, 3 y 5: fraccion 4, 5y 6
respectivamente, sin tratamiento térmico; carriles 2, 4 y 6: fraccion 4, 5y 6
respectivamente, con tratamiento térmico. A la izquierda del gel se indican los
tamafios moleculares correspondientes a las bandas mas relevantes. B- Gel de
poliacrilamida suplementado con 0.2 % de caseina. Carril 1: estandares de tamafio
molecular; carriles 2 y 3: fraccidon 5 y 6 respectivamente, sin tratamiento térmico.
Las flechas horizontales a la derecha del gel muestran la posicion de las bandas
con significativa actividad proteolitica.
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En los casos que no se realizé el calentamiento a alta temperatura (carriles impares)
se visualizan bandas correspondientes a tamafos moleculares notoriamente
mayores, especialmente una banda de aproximadamente 60 kDa, que no aparece
cuando la muestra recibié el tratamiento completo (carriles pares). Esto puede
explicarse por el hecho de que el calentamiento en bafio a ebullicion produce la
rotura de agregados meta-estables de las proteinas desnaturalizadas, promoviendo

asi la liberacion de unidades independientes.

Con las fracciones 5 y 6 que no recibieron tratamiento térmico se realizd un
zimograma en un gel de poliacrilamida conteniendo caseina 0.2 % como sustrato
copolimerizado (figura 22 B). Para ambas fracciones se obtuvieron dos bandas
principales con actividad proteolitica, visualizadas como zonas claras sobre fondo
azul, debido a la hidrdlisis de la caseina, una de ellas con tamafio molecular superior

a 80 kDa y otras, menos nitidas, en el entorno de los 70, 66 y 20-25 kDa.

Si bien la ausencia de tratamiento térmico no permite extrapolar con exactitud los
tamafos moleculares de subunidades o proteinas monoméricas individuales, si fue
posible detectar la presencia en el ECricus) de peptidasas capaces de mantener su

actividad en presencia de SDS y agentes reductores.

Se preparé una muestra de siembra (Ms) a partir de un pool compuesto por las
fracciones 4-6. Este pool fue liofilizado y luego disuelto como se indica en 3.2.10.,
analizandose luego por electroforesis en condiciones nativas, zimograma,

isoelectroenfoque y espectrometria de masa (MALDI-TOF).

La electroforesis nativa (figura 23 A) mostr6 un perfil de al menos 11 componentes
proteicos, de los cuales los de menor relaciéon carga/radio dieron en el zimograma
(figura 23 B) dos bandas muy nitidas sin tefiir, evidenciando significativa actividad

proteolitica sobre caseina.

En el isoelectroenfoque (figura 23 C) se obtuvieron al menos 16 bandas, algunas
muy préximas entre si, con una zona de tincion continua extendida entre los pl 5.8

y 6.6 aproximadamente. La mayoria son moléculas de pl acido, pero también se
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aprecia una banda a pl=9 y otra muy tenue a pl = 7, aunque esta Ultima podria

deberse a un artefacto debido a que en ese punto fue realizada la siembra.

Figura 23- Estudios electroforéticos realizados a Ms. A- Electroforesis en
condiciones nativas, a pH 8.6. Las bandas de la electroforesis nativa rodeadas por
un circulo son las correspondientes a las que se muestran ampliadas en el
zimograma, también circuladas. B- Zimograma realizado a partir de la electroforesis
en condiciones nativas. C- Isoelectroenfoque. Las flechas indican la posicion en el
gel de los pH correspondientes a los diferentes puntos isoeléctricos.

Los resultados obtenidos con MALDI-TOF (figura 24) revelaron una mezcla de
componentes comprendidos en el rango de pesos moleculares entre 10 y 43 kDa,
con un pico predominante correspondiente a 26 kDa aproximadamente. La
presencia de los componentes de pesos moleculares menores a 20 kDa podria
deberse a procesos relacionados al mecanismo de defensa de la planta. Se han
reportado proteinas con pesos moleculares inferiores a 14 kDa en extractos de
Carica papaya, habiéndose comprobado que estas son abundantes en frutos

constantemente estresados y en arboles productores (Zare y col., 2013).
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Figura 24- Espectro correspondiente a la espectrometria de masa (MALDI-
TOF) de Ms

4.2.3- Evaluacion de laformacién de agregados moleculares dependientes del
pH del medio

El amplio rango de pesos moleculares evidenciados con el MALDI-TOF no se
corresponde con el hecho de que las tres muestras constituyentes de Ms provienen
del mismo pico de una cromatografia de exclusion molecular, por lo que se sugiere
la posibilidad de que las especies presentes en las muestras tengan tendencia a la
formacion de agregados moleculares cuya composicién sea dependiente de las
condiciones del medio, como, por ejemplo, el pH, lo cual tendria correspondencia
con las menores distancias de migracion electroforética observadas en la SDS-

PAGE para las muestras que no fueron sometidas a tratamiento térmico.

Con la finalidad de comprobar la formacion de agregados moleculares de diferente
composicion segun el pH del medio, se realiz0 al ECiusy dos nuevas
cromatografias de exclusion molecular a pH 5.5 y 8.4 respectivamente, en una

columna HiLoad Superdex 200 grado preparativo, calibrada con estandares de
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diferentes tamafos moleculares. Previamente, al extracto se le realiz6 una
separacion preliminar con Sephadex G-75, con la finalidad de eliminar en cierto
grado algunas impurezas, seguida de una liofilizacién y posterior disolucion de las
fracciones con maxima actividad proteolitica, como se detalla en 3.2.10 (resultados
no mostrados). Los perfiles de elucidon obtenidos se muestran en la figura 25 Ay B.
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Figura 25- Perfiles de elucion del ECicus) (previa separacion de componentes
no deseados), obtenidos en columna HiLoad 16/60 Superdex 200 grado
preparativo e isoelectroenfoque de dos fracciones seleccionadas. A-
Cromatografia de exclusion molecular realizada a pH 5.5. B- Cromatografia de
exclusién molecular realizada a pH 8.4. C- Isoelectroenfoque de las fracciones 41
(Fa1) y 45 (Fas) obtenidas de la cromatografia de exclusion molecular a pH 5.5.

A pH 5.5 se apreciaron tres picos, el primero de los cuales no se correspondié con
un nivel significativo de actividad proteolitica y tuvo un volumen de elucion

correspondiente a 100 kDa, aproximadamente. Las especies activas quedaron
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concentradas en los siguientes dos picos, que presentaron volumenes de elucién

correspondientes a 67 y 44 kDa respectivamente.

En medio basico se obtuvo una menor resolucion de la muestra, observandose un
pico de actividad proteolitica de gran amplitud, cuyo punto maximo correspondio a
un tamafio molecular de 80 kDa. El perfil de elucion fue muy semejante al obtenido

con la gel filtracion realizada a pH 6.4 (figura 21).

A pH 8.4 los maximos de actividad sufrieron un corrimiento hacia tamafos
moleculares mayores, comparado con los obtenido a pH 5.5. Los valores de
actividad alcanzados en la fraccion 38 a pH 8.4 fueron los mismos que los obtenidos
en la fraccion 41 a pH 5.5 (0.97 + 0.05 UE/mL).

Similarmente, las fracciones 41y 42 a pH 8.4, (0.23 £ 0.02 y 0.21 + 0.05 UE/mL
respectivamente) que forman una especie de hombro o pequeio pico solapado al
principal, parecerian corresponderse con las fracciones 45y 46 a pH 5.5 (0.26 +
0.05 y 0.25 + 0.03 UE/mL respectivamente). De todas maneras, sin estudios
adicionales, no es posible asegurar ninguna similitud entre las composiciones de las

diferentes fracciones.

Los aumentos de tamafio se encontraron en el orden de los 13-23 kDa, por lo que
es probable que las proteinas mas pequefias de la muestra sean las responsables
de formar agregados con las especies predominantemente activas. Esto explicaria
también el hecho de que las especies de aproximadamente 20 kDa que mostraron
actividad proteolitica en el zimograma de la figura 22 no se vean representadas en
ningun pico de las cromatografias y abre la posibilidad de que algunos de los
agregados estén formados por componentes diferentes, ambos con actividad

proteolitica.

En el caso de la cromatografia de exclusion realizada a pH 5.5, al estar inhibida la
agregacion, probablemente estas especies de menor tamafio quedaron excluidas
de las muestras analizadas durante el proceso de depuracion preliminar realizado

con Sephadex G-75 a ese mismo pH.
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A las fracciones 41 y 45 obtenidas de la cromatografia de exclusion molecular a pH
5.5 se les realizd una SDS-PAGE (con y sin tratamiento térmico) y un zimograma
(datos no mostrados). La fraccion 41 (Fa1), correspondiente por la gel filtracion a un
tamafo de 67 kDa, dio como resultado una banda muy definida de 39 kDa cuando
se le realizo6 tratamiento térmico, ademas de otras muy finas de tamafios menores

en el rango de 30-35 kDa.

Debido a que estas ultimas no se encontraron representadas en el espectro
obtenido con MALDI-TOF, se sugiere que pueden haberse generado por procesos
autoliticos a partir de la especie de 39 kDa, en un tiempo posterior a las 48 h de
almacenamiento a 7 °C, quedando de algin modo asociadas entre si y con la
proteina original de 39 kDa, generando un tamafio de 67 kDa a pH 5.5. El hecho de
que las proteinas de 30-35 y la de 39 kDa sean subunidades constituyentes de una
proteina dimérica no tendria sustento por la ausencia de picos en el MALDI

correspondientes a las primeras.

Cuando a Fa41 se la sembro sin haber recibido tratamiento térmico, dio una amplia
banda de tamafio mayor a 100 kDa y otras dos bandas mas finas de
aproximadamente 100 y 39 kDa respectivamente. La banda mayor a 100 kDa

mostro en el zimograma intensa actividad proteolitica.

La fraccion 45 (Fas), correspondiente por la gel filtracion a un tamafio de 44 kDa, al
aplicarse luego del tratamiento térmico exhibié un conjunto de finas bandas en el
rango de 42-49 kDa. Debido a la coincidencia entre los tamafios moleculares
obtenidos por ambos métodos (gel fltracion y SDS-PAGE) se puede inferir que los
componentes de esta fraccidon serian sustancias monoméricas que no sufrieron
ningun tipo de agregacion a pH 5.5. El hecho de que estas especies, a pesar de
estar representadas en un pico del MALDI-TOF, no se hayan visualizado en la
PAGE-SDS mostrada en la figura 22 puede deberse a una baja abundancia en las
muestras en las fracciones analizadas, lo cual explicaria también la altura del pico
de actividad a pH 5.5.

Sin tratamiento térmico se obtuvieron dos bandas de 100 y 80 kDa respectivamente,

con actividad proteolitica en el zimograma.
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A estas mismas fracciones se les realiz6 un isoelectroenfoque (figura 25 C). Puede
observarse que ambas fracciones presentan un enriguecimiento diferencial en
cuanto al punto isoeléctrico de sus componentes, ya que en Fsa hay una
predominancia de componentes de pl mayor a 5.8 y en Fas, por el contrario, estan
mas concentradas las especies de pl menores a este valor. En ambos casos el perfil
de bandas denota una muestra de mdiltiples componentes, con una zona
especialmente compleja a la altura de los mayores puntos isoeléctricos de Fai1, de

aspecto similar a lo obtenido en el isoelectroenfoque de Ms (figura 23 C).

El hecho de que una muestra presente diferentes perfiles de elucion al ser aplicada
a una misma columna equilibrada con distintos pH da idea de que el medio es
determinante en buen grado de los tamafios de sus componentes, promoviendo en
algunos casos la formacion de agregados de diversa constitucion, lo cual estaria
relacionado con la carga de las especies. El pH acido (5.5) fue el menos favorable
para la formacion de agrupamientos moleculares, mientras que a pH alcalino (8.4)
los diversos componentes de la muestra tendieron a asociarse eluyendo en un solo

pico.

Esto se corresponde ademas con el gran numero de bandas apreciables en los
isoelectroenfoques y SDS-PAGE realizadas a fracciones especificas obtenidas de
las cromatografias de exclusion molecular. En el caso de las electroforesis
desnaturalizantes que se muestran en la figura 22, es altamente improbable que la
gran multiplicidad de bandas sea explicable solamente por la presencia en las

muestras de protel’nas con estructura cuaternaria.

Otro aspecto a tener en cuenta para explicar la compleja composicion de las
muestras es la posible presencia simultanea de varias isoformas de una misma
enzima, lo cual ha sido reportado para extractos de diferentes especies de Ficus.,
como F. caricay F. glabrata (Lynn y Clevette-Radford,1986). MiloSevic y col. (2020)
explicaron las dificultades que a lo largo de décadas ha habido para la separacion
e identificacion de ficinas de Ficus carica, debido a las multiples formas que estas
presentan. Estudios transcriptomicos han sugerido la existencia de al menos 11

isoformas de esta enzima.
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Los datos reportados de isoformas de Ficus carica que han podido aislarse
muestran que estas pueden tener tamafios moleculares muy diferentes. Por
ejemplo, las isoformas A y B tienen 47.2 y 48.6 kDa respectivamente, mientras que
las Cy D 25.1 y 24.5 kDa respectivamente (Aider. M., 2021). Si a este hecho se
suma la posibilidad de formacion de agregados constituidos por diferentes
cantidades y combinaciones de estas moléculas, incluyendo tal vez otras proteinas
no enzimaticas presentes también en los extractos, aumenta considerablemente la

dificultad para resolver las muestras.

4.2.4- Fraccionamiento del EC(ricus) por intercambio idnico

El ECricus) (1.6 UE/mL y actividad especifica de 0.15 UE/mg) se sometié a una
cromatografia de intercambio anidnico utilizando DEAE Sephadex A-50 a pH 6.4,
como se describe en la seccidon 3.2.15. El perfil de elucidén obtenido se muestra en
la figura 26. El percolado contuvo el 55 % de las proteinas aplicadas y no present6
actividad proteolitica, por lo que se pudo deducir que las peptidasas del extracto
tendrian puntos isoeléctricos acidos.

Se calcularon las UE presentes en cada fraccion, que sumadas dieron un total de
9.6, lo cual corresponde a una recuperacion global del 60 % de las aplicadas al

intercambiador.

En las primeras fracciones, eluidas en presencia de NaCl 0.2 M, puede apreciarse
un pico con baja actividad proteolitica, que no retorna a los niveles basales antes
del comienzo de la elucién del segundo, el cual es seguido por una zona de muy
baja resolucion integrada por las fracciones que presentan los valores mas altos de
actividad. Esta region, constituida por el solapamiento de varios picos,
probablemente se corresponde con la elucion de las especies de la zona de puntos
isoeléctricos mayores a 5.8 que se visualiza en los isoelectroenfoques de Ms (figura
23 C) y de Fa1 (figura 25 C).

Por ultimo, se aprecia un pico bien definido que eluyo cuando la concentracion de
NaCl fue 1.0 M y que se corresponderia con los componentes de menor pl del

extracto.
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Figura 26- Diagrama de elucion correspondiente a un intercambio i6nico del
EC(ricus), realizado aplicando 10.0 mL de extracto (1.6 UE/mL, AE = 0.15 UE/mg)
a 5.0 mL de DEAE Sephadex A-50, a pH 6.4. Se eluy6 con buffer fosfato 50.0 mM
pH 6.4 suplementado con NaCl 0.2 M (fracciones 1-15), 0.3 M (fracciones 16- 30),
0.4 M (fracciones 31- 45) y 1.0 M (fracciones 46- 60).

Con las fracciones 5-8, 19-22, 33-36 y 49-52 se realizaron cuatro pooles,
conteniendo cada uno el 2.6, 8.0, 8.0 y 3.7 % de las UE totales aplicadas,
respectivamente. Los cuatro pooles fueron desalados, liofilizados y disueltos, tal
como se detalla en 3.2.11. A las muestras resultantes, denominadas pool 1, 2, 3y
4 respectivamente, se les realiz6 PAGE-SDS e isoelectroenfoque. Los resultados

se muestran en la figura 27.

Tal como sucedié en anteriores electroforesis, se observaron numerosas bandas en
cada carril del gel (figura 27 A). En todos los casos se aprecié una banda de 14 y
otra de 60 kDa, pero en el pool 1 se observaron componentes de aproximadamente

22, 25, 29, 43y 49 kDa, que no fueron visibles en los otros catrriles.

Los resultados del pool 2 y 3 revelaron una distribucion de tamafios moleculares
gue no presentd diferencias apreciables entre ambos, con excepcion de una fina
banda de PM 17.3, que aparece solamente en el pool 2. Este hecho sugiere que se
dio una elucion dificultosa de estos componentes, de tamafios entre 17 y 40 kDa,
gue comenzd a concentraciones de NaCl de 0.3 M y continu6 a 0.4 M, abarcando

un total de al menos 18 fracciones (19-36). Destacan aqui especies de 32-40 kDa,
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lo cual es concordante con los estudios anteriores, en los cuales las proteinas de
aproximadamente 39 kDa se encontraron siempre en las fracciones de mayor

actividad proteolitica.

Pooll Pool2 Pool4

pl=3.8

pl=4.5

pl=6.3

Figura 27- Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida e
isoelectroenfoque de muestras obtenidas a partir de las fracciones de mayor
actividad proteolitica de cada pico resultante del intercambio i6nico del
ECricus). A- PAGE-SDS. Carriles 1, 2, 3y 6: pool 1, 2, 3y 4 respectivamente; carriles
4y 5: estandares de tamafio molecular. B- Isoelectroenfoque de pool 1, 2y 4.

El resultado del isoelectroenfoque (figura 27 B) para el pool 2 fue concordante con
lo que se obtuvo a partir de los perfiles de elucién diferenciales en funcion del pH
obtenidos por cromatografia de exclusién molecular, en los cuales Fa1, que exhibid
los mayores niveles de actividad, fue la fraccion en la que quedaron concentrados

los componentes de mayor pl del extracto.

El pool 4, ademas de las bandas de 14 y 60 kDa en comun con los otros, presento
una ancha banda que abarcé tamafios entre 32 y 42 kDa. Estas especies, a pesar
de poseer, en conjunto, tamafos similares a las presentes en los pooles 2 y 3, los
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resultados del isoelectroenfoque (figura 26 B) marcaron una gran diferencia, ya que
si bien los pooles 1y 2 aparecieron constituidos por una compleja zona de pl en el

entorno de 6.3, en el pool 4 se visualizaron solamente componentes de pl 3.8y 4.5.

El hecho de que las fracciones que constituyeron los pooles 2 y 3 fueron las que
rindieron mayores valores de actividad proteolitica y a la vez las que presentaron
los perfiles de mas dificil resolucion, tanto en el diagrama de elucion del intercambio
ibnico como en el isoelectroenfoque, permitié suponer que estan constituidas por
especies activas con tendencia a formar asociaciones que dificultan la resolucién

por diferencia de cargas.

La zona extensa y continua que se reveld en el isoelectroenfoque de estos pooles
abarc6 un rango de puntos isoeléctricos que llego, en el limite superior, hasta un
valor cercano a 6.7. El que en un intercambio iGnico anionico a pH 6.4 se adsorban
especies con puntos isoeléctricos iguales y superiores al pH del medio, con fuerza
tal que su desorcién involucré un gran volumen de buffer, en lugar de obtenerse en
los primeras fracciones de eluido, como seria de esperar por la proximidad del valor
del pl con el del pH del medio, reafirmaria la idea de que estos componentes estan
ligados de alguna manera con otros de pl menor, de manera que, en lugar de

encontrarse en el percolado, fueron retenidos en la matriz por arrastre conjunto.

La agregacion de especies proteicas también puede contribuir a su estabilidad,
debido a un efecto de amortiguamiento frente a choques, torsiones y movimientos
vibracionales que pueden destruir la estructura terciaria provocando la inactivacion
de las enzimas. Esto podria explicar la alta termoestabilidad exhibida por el EC(Ficus),
especialmente a pH 6.5. Cabe destacar que los pools 1-4 mantuvieron el 100 % de

su actividad luego de 5 dias de almacenamiento a 7 °C.

Integrando la informacién obtenida del MALDI-TOF y de los experimentos de
cromatografia de exclusibn molecular, intercambio i6nico, PAGE-SDS e
isoelectroenfoque, se puede proponer que las especies de mayor incidencia en la
actividad proteolitica del EC(ricus) tienen tamafos moleculares de aproximadamente
39 kDa, son monoméricas y tienen tendencia a formar asociaciones con

componentes no proteoliticos de bajo peso molecular. Sus puntos isoeléctricos
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estarian en el entorno de 6.3, con la posibilidad de existencia de algunas peptidasas
también de aproximadamente 39 kDa con pl menores o iguales a 4.5, que podrian

estar presentes en el pool 4 del intercambio ionico.

Existirian en el extracto, ademas, peptidasas con pesos moleculares en el entorno
de los 42 kDa, monoméricas, de puntos isoeléctricos menores a 5, también con
tendencia a formar agregados, pero que podrian encontrarse en forma libre a pH
5.5.

Por ultimo, especies de 20-25 kDa, exhibieron también actividad proteolitica y pl en
el entorno de 6.3 (en el intercambio idnico eluyeron en las fracciones constituyentes
del pool 1). De todas maneras, son necesarios estudios adicionales para poder

confirmar todas estas hipotesis.
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4.3- HIDROLISIS DE SUEROS LACTEOS

Se evalud la capacidad de los extractos para hidrolizar el contenido proteico de
sueros lacteos. Para esto se trabajoé con lactosuero derivado de la produccion de
gueso Mozzarella (LSM), y con el suero resultante de la precipitacion de la caseina
a pH acido (LSC). Las condiciones iniciales de pH y concentracion proteica de estos
lactosueros fueron pH 6.7 y 7.4 mg/mL para LSMy pH 4.5y 6.2 mg/mL para LSC.
Previo a su utilizacion, la concentraciéon de ambos fue normalizada a 6.0 mg/mL y
los pH a los valores requeridos para los diferentes ensayos, tal como se describe
en 3.2.13.

Un mayor procesamiento del sustrato posibilita la obtencion de productos de menor
tamafo, lo cual es uno de los determinantes en la busqueda de bioactividad,
especialmente en el caso de actividad antioxidante. Teniendo en cuenta los
resultados de los estudios de estabilidad en funcion de la temperatura, se trabaj6 a
50 °C, ensayandose varios pH y relaciones enzima /sustrato (E/S) para cada
lactosuero, de manera de encontrar el set de condiciones mas favorable para la

obtencion de los mayores grados de hidrdlisis.

La figura 28 muestra las curvas de hidrdlisis obtenidas por accion de cada extracto
sobre ambos lactosueros. A pesar de que la curva del LSM por accion del ECFicus)
se aprecia por encima de la obtenida con LSC, la diferencia de valores entre ambas
no es significativa. Cuando se trabajé con ECaraujia), €n cambio, el avance de
reaccion fue notoriamente mayor sobre LSC que sobre LSM.

En el caso del ECricus), al cabo de 120 min se alcanzaron grados de hidrdlisis de 3.1
+ 0.3y 2.4 +0.2 % sobre LSM y LSC respectivamente, utilizando una E/S de 0.01
UE/mg a pH 7.2 (figura 28 A). Cuando se trabajé con ECaraujiay fueron necesarias
E/S considerablemente mayores para obtener GH del orden de los obtenidos con
ECricus). ApH 7.5y E/S = 0.2, a los 30 min de reaccién se obtuvieron GH de 2.3 £
0.4y 4.7 £0.2 % sobre LSM y LSC respectivamente (figura 28 B). No se alcanzaron
valores significativamente mas altos de GH para esos mismos tiempos de reaccion,
cuando se utilizé una E/S de 0.02 UE/mg en el caso de EC(ricus) Y de 0.3 UE/mg en

el caso de ECarauja). Para este ultimo extracto, con una E/S de 0.1 UE/mg se
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lograron GH méaximos de 1,5+ 0.2y 2.8 + 0.3 utilizando LSM y LSC respectivamente

(datos no mostrados).
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Figura 28- Curvas de hidrélisis a 50 °C de lactosueros de Mozzarella y
caseineria con una concentracion de proteinas de 6.0 mg/mL. A- Hidrdlisis con
ECricus) @ pH 7.2 y E/S 0.01 UE/mg. B- Hidrolisis con ECaraujia) @ pH 7.5y E/S 0.2
UE/mg.

Se estudié la influencia del pH sobre la reaccién hidrolitica, tomando como
referencia las curvas obtenidas con ECFicus) Sobre LSM y con ECaraujia) SObre LSC.
En la figura 29 se aprecia que para ambos extractos un medio neutro resulto el mas
favorable para la hidrélisis, comparado con las reacciones a pH 6.0 y 9.0, siendo
esto consistente con los valores de pH Optimo obtenidos para el ECFicus) Y l0S
reportados para el ECaraujia) por Priolo y col. (2001), utilizando azocaseina o caseina
como sustrato, respectivamente, y detallados en el item 4.1.3.
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Figura 29- Curvas de hidrolisis a 50 °C y diferentes pH de lactosueros de
Mozzarellay caseineria con una concentracion de proteinas de 6.0 mg/mL. A-
Hidrdlisis de LSM con ECicus) (E/S = 0.01 UE/mg). B- Hidrolisis de LSC con
EC(Araujia) (E/S: 0.2 UE/mg).

También es de considerar que, como se observd en los estudios detallados en
4.1.4., la actividad remanente de los ECs fue decreciendo paulatinamente durante
los intervalos de tiempo en que transcurrieron los procesos hidroliticos sobre los
lactosueros (120 min cuando se utilizd ECricus) Y 45 min con ECaraujia)). ESto fue mas
marcado en el caso del EC icus). Para ambos extractos, la actividad se mantuvo
mas estable a pH neutro y sufrio un mayor descenso a pH basico (figura 19). De
todas maneras, las diferencias entre los entornos moleculares en que se hallaban
los extractos en los estudios mencionados y los del proceso hidrolitico pueden hacer

gue las respectivas estabilidades también se vean modificadas.
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De acuerdo con los resultados obtenidos, las condiciones de hidrolisis
seleccionadas para la generacion de péptidos bioactivos fueron pH 7.2 y E/S = 0.01
UE/mg en el caso del EC(ricus) y pH 7.5y E/S = 0.2 UE/mg cuando se utilizd ECaradjia).

Para ambos la temperatura fue 50 °C.

Se realizaron hidrdlisis de las proteinas mayoritarias del lactosuero (B-lactoglobulina
y a-lactalbimina) con ECruja), €n las mismas condiciones seleccionadas
anteriormente. Las fracciones de hidrolizado obtenidas después de 0 y 30 min de
reaccion fueron evaluadas por SDS-PAGE, bajo las condiciones detalladas en el

item 3.2.14. El perfil de bandas obtenido se muestra en la figura 30.

Debido a que la concentracién del lactosuero utilizado fue ajustada a 6.0 mg/mL, las
soluciones de las proteinas aisladas se prepararon en concentraciones de 3,0y 1.5
mg/mL respectivamente, con la finalidad de respetar las abundancias relativas a las
gue normalmente se encuentran (50 y 25 % aproximadamente). De esta manera,
las bandas proteicas correspondientes a a-lactoalbumina y B-lactoglobulina en el
suero (tiempo cero, carril 1) corresponden a cantidades equivalentes en los carriles

de cada proteina aislada (carriles 3 y 6, respectivamente).

Se puede apreciar que tanto la a-lactalbumina como la B-lactoglobulina fueron
blanco de las enzimas proteoliticas del extracto. En el carril 8 se sembrd una
solucion de B-lactoglobulina a la que no se le agregd extracto enzimatico para
distinguir, en comparacion con el carril 6, las bandas correspondientes a las

proteinas propias de este.

Estudios similares realizados con ECricus) N0 evidenciaron cambios apreciables en
el perfil de bandas electroforéticas (resultados no mostrados). Esto podria deberse
a que los enlaces peptidicos clivados estan distribuidos de manera tal que se
obtienen como productos finales, ademas de pequefios péptidos, grandes
fragmentos de proteina cuya diferencia de tamafio con la proteina sin hidrolizar no

es distinguible por medio de este tipo de analisis.
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Figura 30- Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida con
tricina, de lactosuero de caseineria (6.0 mg/mL) y soluciones de a-
lactoalbumina y B-lactoglobulina (1.5 y 3.0 mg/mL respectivamente), a0y 30
min de reaccion utilizando ECaraujia). Condiciones de hidrdlisis: pH 7.5, 50 °C,
E/S = 0.2 UE/mg. Carriles 1 y 2: lactosuero a 0 y 30 min de reaccion
respectivamente; carriles 3 y 4. a-lactalbimina a 0 y 30 min de reaccién
respectivamente; carril 5: marcadores de peso molecular; carriles 6 y 7: B-
lactoglobulina a 0 y 30 min de reaccion respectivamente; carril 8: solucion de B-
lactoglobulina sin agregado de extracto enzimatico. Las marcas (*) y (**) indican la
posicion de las bandas de B-lactoglobulina y a-lactalbumina respectivamente.
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4.4- OBTENCION DE PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS

Los hidrolizados de los lactosueros de caseineria (LSC) y Mozzarella (LSM)
obtenidos a diferentes tiempos por la accion del ECicus) Y €l ECaraujia), €N las
condiciones de reaccion seleccionadas, fueron evaluados en su capacidad de inhibir
el crecimiento bacteriano. Todas las alicuotas de hidrolizado fueron fraccionadas
por ultrafiltracién para obtener muestras menos complejas y enriquecidas en los
péptidos de interés. Se utilizaron filtros de centrifuga con cortes de masa de 3y 10
kDa, de forma secuencial como se describe en 3.2.16. De esta manera se
obtuvieron fracciones enriquecidas en péptidos menores a 3 kDa, entre 3y 10 kDa
y mayores a 10 kDa, denominadas LSC<3, LSCs-10, LSC>10 0 LSM<3, LSMs-1o,
LSMs10, respectivamente.

Ninguna de las fracciones obtenidas mostré efectos antimicrobianos apreciables
con E. coli como cepa de referencia. Por el contrario, algunas de ellas presentaron

actividad antimicrobiana frente a S. aureus.

Las fracciones menores a 10 kDa de los hidrolizados de ambos lactosueros
obtenidos a los 90 y 120 min de reaccion con ECicus), produjeron inhibicion del
crecimiento de una cepa de S. aureus. Los halos de inhibicion obtenidos por
bioautografias se muestran en la figura 31. Se aprecia que el efecto inhibitorio fue
mas marcado en los hidrolizados provenientes de LSM. Para ambos lactosueros,
cuando se hidrolizaron durante 90 min, la accién antimicrobiana sélo se encontré en
las fracciones enriquecidas con péptidos entre 3 y 10 kDa. Luego de 120 min este

efecto se desplazo principalmente a las que contenian péptidos menores a 3 kDa.

Esto podria explicarse considerando que algunos de los productos antimicrobianos
obtenidos durante los primeros 90 min de hidrolisis pudieron haber continuado su
degradacion proteolitica con el avance del tiempo de reaccion, generandose asi

moléculas mas pequefias con accion antimicrobiana mas potente.
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Figura 31- Bioautografias obtenidas con cepa de S. aureus, utilizando como
agente inhibidor hidrolizados de lactosueros de caseineria y Mozzarella
obtenidos con ECFicus), a los 90 y 120 min de reaccion. Condiciones de
hidrélisis: pH 7.2, 50 °C, E/S = 0.01 UE/mg. Cada placa tiene 6 siembras, que se
enumeran para cada caso de izquierda a derecha, primero la fila superior y luego la
inferior. A- Resultados de: LSCs-10 y LSC<3 obtenidos a los 120 min de reaccion;
LSCs-10 obtenido a los 60 min de reacciéon; LSCs-10y LSC<3 obtenidos a los 90 min
de reaccion; LSC<3 obtenidos a los 60 min de reaccion. B- Resultados de: LSMs-10
y LSM<3 obtenidos a los 120 min de reaccion; LSMs-10 obtenido a los 60 min de
reaccion; LSMs-10y LSM<s obtenidos a los 90 min de reaccién; LSM<3 obtenido a los
60 min de reaccion. C- Resultados de: LSMs-10 y LSM<3 obtenidos a tiempo cero;
LSMs-10 obtenido a los 30 min de reaccién; LSCs-10y LSC<3 obtenidos a tiempo cero;
LSCsz-10 obtenido a los 30 min de reaccion.

La figura 31 C muestra el resultado obtenido al aplicar en la placa fracciones
menores a 10 kDa, obtenidas a 0 y 30 min de reaccion para ambos lactosueros. La
ausencia de halos de inhibicion permite comprobar que no hubo efecto
antimicrobiano debido a otros factores ajenos al proceso hidrolitico. En la figura no
se muestran las siembras correspondientes a LSC<3 y LSM<3 obtenidos a los 30 min

de reaccion, cuyos resultados fueron también negativos.
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Tampoco hubo resultados positivos para las fracciones que contenian péptidos
mayores a 10 kDa (resultados no mostrados). Si bien se esperaria encontrar
actividad antimicrobiana debido a la lactoferrina (Recio y Visser, 2000), su baja
proporcion en el lactosuero bovino (1-2 %) y la dilucion resultante de los procesos
realizados, podrian haber hecho que su actividad fuera indetectable. Por otra parte,
esta proteina pudo haber sido hidrolizada por las peptidasas utilizadas. Se
comprobd asi que el proceso hidrolitico del lactosuero, realizado con ECFicus),

incremento notoriamente el potencial antimicrobiano del material de partida.

La evaluacion bioautografica de la capacidad antimicrobiana de las fracciones de
hidrolizado obtenidas con ECaraujiay también dio como resultado halos de inhibicion
de crecimiento de S. aureus, pero, en este caso, solamente cuando se aplicé la

fraccion LSC<3 obtenida a los 15 min de reaccion (figura 32).

Figura 32- Bioautografia obtenida con cepa de S. aureus, utilizando como
agente inhibidor hidrolizados obtenidos con ECaraujia) SObre lactosuero de
caseineria. Condiciones de hidrélisis: pH 7.5, 50 °C, E/S = 0.2 UE/mg. La placa
tiene 4 siembras que se enumeran de izquierda a derecha, primero la fila superior y
luego la inferior: LSC3-10y LSC<3 obtenidos a tiempo cero; LSCsz-10y LSC<3 obtenidos
luego de 15 min de reaccion.

Debido a que este resultado correspondio a la zona de la curva de hidrolisis que
presenta una alta variabilidad de los grados de hidrdlisis en funcion del tiempo de
reaccion, los resultados no fueron siempre concordantes en cuanto a este ultimo
pardmetro, ya que en algunos casos los resultados positivos se obtuvieron cierto

tiempo antes o después de los 15 min.
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La tabla 6 integra los resultados obtenidos, correlacionando los tiempos de reaccion

con los grados de hidrdlisis a los cuales se obtuvieron efectos antimicrobianos para

cada fraccion obtenida con el uso de ECicus) Y EC(araujia). €n ambos lactosueros.

Tabla 6- Tiempos de reacciéon y grados de hidrélisis correspondientes a los
hidrolizados que presentaron resultados positivos en las bioautografias
realizadas con S. aureus. Condiciones de hidrélisis: pH 7.2, 50 °C, E/S = 0.01
UE/mg para ECicus) Y pH 7.5, 50 °C, E/S = 0.2 UE/mg para ECaraujia). (*) El
namero de cruces es representativo del grado de inhibicion de crecimiento, en
términos cualitativos significando +++: fuerte inhibicién, ++: inhibicion moderada y
+ poca inhibicion. (**) Tiempo al que con mayor frecuencia la fraccién exhibio los
resultados expuestos.

Extracto Fraccion Tiempo de GH (%) Inhibicion
enzimatico reaccion (min) del
crecimiento*
ECFicus) LSCs-10 90 24+£0.3 T
LSC<s 90 24+0.3 -
LSCs-10 120 24+0.2 25
LSC<3 120 2.4+0.2 ++
LSMs-10 90 29+0.2 +++
LSM<3 90 29+0.2 -
LSMs-10 120 3.1+0.3 ++
LSM<3 120 3.1+0.3 +++
EC(araujia) LSCs-10 15 1.2+0.3 -
LSC<3 15 ** 1.2+0.3 +++
LSMs-10 15 0.4+0.2 -
LSM<3 15 0.4+0.2 -
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Se determind la concentracion peptidica total de las fracciones que tuvieron maxima
capacidad antimicrobiana. Los valores obtenidos se muestran en la tabla 7. Puede
apreciarse que la fraccion LSM<z obtenida con el uso del ECicus) @ los 120 min de
reaccion contiene una concentracion peptidica global de aproximadamente el 22 %
que la determinada para LSMs-10 obtenida a los 120 min, lo cual sugiere que en ella

se logro un enriquecimiento preferencial de las especies mas bioactivas.

Tabla 7- Concentracién peptidica de las fracciones de los hidrolizados de LSM
y LSC obtenidas con ECicus) ¥ ECaraujiay que mostraron mayor actividad
antimicrobiana. Condiciones de hidrélisis: pH 7.2,50°C, E/S = 0.01 UE/mg para
ECicus) Yy pH 7.5, 50 °C, E/S = 0.2 UE/mg para ECaraujia). (*) Tiempo al que con
mayor frecuencia la fraccion exhibié los resultados expuestos.

Extracto Fraccion Tiempo de Concentracion
enzimético reaccion (min) peptidica (mM)
ECricus) LSMs3-10 90 4.20+0.15
LSM<3 120 0.96 +0.10
EC(araujia) LSC<s 15* 3.6+0.3

A las fracciones LSMs-10 y LSM<3 de los hidrolizados obtenidos con ECicus) luego
de 90 y 120 min de reaccion respectivamente, se les cuantificé la actividad
antimicrobiana en placas de microtitulacién, tal como se describe en 3.2.17. Los
porcentajes de inhibicion del crecimiento obtenidos utilizando la cepa de S. aureus
fueron de 86 + 3 % para LSMs-10y 94 + 4 % para LSM<a.

Estos resultados adquieren especial relevancia por el hecho de que el S. aureus es
la causa principal de las bacteriemias intrahospitalarias, tanto en América como en
Europa, lo cual se hace méas grave cuando se trata de cepas resistentes a meticilina,

endémicas en muchas instituciones de salud.

Actualmente, el tratamiento de infecciones provocadas por S. aureus resistente a

meticilina, es la vancomicina, glucopéptido triciclico de origen bacteriano, pero en
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los ultimos afios han surgido cepas con susceptibilidad reducida a este agente
terapéutico (Castellano-Gonzalez y col., 2020), por lo cual se hace cada vez mas

necesario el descubrimiento de otras alternativas.

Estudios adicionales son necesarios para determinar la susceptibilidad de cepas de
S.aureus meticilino resistentes frente a las fracciones antimicrobianas obtenidas en
el presente trabajo, asi como para dilucidar cuéles de los péptidos presentes en
estas son los responsables de dicha bioactividad y en qué concentraciones efectivas

la ejercen.
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4.5- OBTENCION DE PEPTIDOS ANTIOXIDANTES

Como primera aproximacion para evaluar la capacidad antioxidante de los
hidrolizados de lactosueros obtenidos con ECicus) Y ECaraujia), S€ determind la
capacidad de depuracion del radical estable DPPH, evaluando fracciones de
diferentes rangos de tamafno (LSC<3, LSCsz-10, LSC>10 0 LSM<3, LSM3-10, LSM>10)

obtenidas a diferentes tiempos de reaccion (incluyendo t = 0 min).

En el caso de las fracciones obtenidas con ECicusy Se obtuvieron resultados
positivos para LSC<z correspondiente a un tiempo de reaccién de 120 min, mientras
que en el caso de las obtenidas con ECaraujia) S€ €videncio depuracion radicalaria
con LSCs-10y LSC<3 obtenidos a los 30 y 90 min. Los resultados se resumen en la
tabla 8. Ninguna de las fracciones provenientes de los hidrolizados de lactosuero de

Mozzarella evidenci6 actividad antioxidante.

Tabla 8- Porcentajes de depuracion del DPPH de hidrolizados de lactosuero
de caseineria obtenidos con ECicus) (condiciones de hidrdlisis: pH 7.2, 50 °C,
E/S = 0.01 UE/mQ) y ECaraujia) (condiciones de hidrolisis: pH 7.5, 50 °C, E/S =
0.2 UE/mg).

Extracto Fraccion Tiempo de GH (%) Depuracién
enzimatico reaccion (min) del DPPH (%)
EC(Ficus) LSC<s 120 2.4+0.2 22+0.3
EC(araujia) LSCs-10 30 4.7+0.2 20+£0.2

LSC<s 30 4.7+0.2 42 +0.4
LSCs-10 90 4.8 +0.2 15+0.3
LSC<s 90 48+0.2 28 +0.2

Debido a que el DPPH es un radical libre sin correlacion biologica, se hace
necesario utilizar un método adicional para evaluar la capacidad antioxidante de

compuestos con potencial uso en sistemas bioldgicos. El método ORAC se basa en

90



la determinacion de la capacidad de una muestra para neutralizar la accion de los
radicales libres peroxilo, que son intermediarios comunes en oxidaciones biologicas
(p. €j., oxidacion de lipidos). Por lo tanto, este fue el método de eleccidn para
continuar el estudio con la fraccién LSC<s del hidrolizado obtenido con ECaraujia), @
los 30 min de reaccién, comparando los resultados con los de la fraccion del mismo

rango de tamafio, correspondiente al tiempo cero.

Para poder discriminar entre las fracciones activas y las trazas de clorofila u otros
componentes provenientes del extracto capaces de emitir fluorescencia en las
condiciones de trabajo (longitudes de onda de excitacion y emisién de 485 y 535
nm, respectivamente) y por lo tanto interferir con el método ORAC, se realizé una

separacion cromatogréfica previa de las muestras.

Las fracciones LSC<z de los hidrolizados obtenidos a 0 y 30 min de reaccion fueron
separadas por cromatografia liquida de alta resolucion de fase reversa.
Previamente las fracciones fueron liofilizadas y disueltas en fase movil A, seguin se
detalla en 3.2.18, obteniendo concentraciones peptidicas finales de 18.2 + 0.2 mM
y 30.1+ 0.3 mM, respectivamente. Los cromatogramas obtenidos se muestran en la
figura 33 Ay B.

El mismo procedimiento se siguio para fracciones de hidrolizados de ALAy BLG (0
y 30 min de reaccion) enriquecidos en péptidos menores a 3 kDa, denominados
ALA y BLG<s respectivamente, obtenidos segun 3.2.13 y fraccionados como se
detalla en 3.2.16. En la figura 33 C y D se aprecian los cromatogramas
correspondientes a ALA, mientras que los de BLG se muestran en la figura 33 E'y

F. La figura 33 G corresponde al cromatograma del ECaraujia),

De la comparacion de los cromatogramas surgieron dos poblaciones, una
correspondiente a componentes ya presentes en el material de partida y otra
constituida por nuevos picos, atribuibles a la reaccion hidrolitica. Los picos de
tiempos de retencion 3, 8, 9.5, 12, 21.7 y 27.7 min provinieron del ECaraujia), mientras
que el LSC<zaporté el que se aprecia a los 17 min, que aparece en el cromatograma
de LSC<z (tiempo cero) pero no en los de ALA<z, BLG<3 0 ECaraujia)-

91



mUA mUA
220nm /280 nm A [ 220nm /280 nm B

3000 i 3000

2000 2000

1000 [ 1000 f
! {
| ! ' \ i !\l Y
0 ¥| 3 TR T O-—-l —2- ’N\’J (S T '.,“w;‘_ Ay u‘n’v By —

t 1 t 1

00 50 100 150 200 25.0 300 350 400 t(min) 00 50 100 150 200 250 300 350 400 t(min}

mual mUA
220nm /280 nm C 1000 220nm /280 nm D

600! 800
200 600
] 400

200
( 200

3 (nrem ;7—&;:_:»‘ —————
o ]
= :
00 50 100 150 200 250 300 350 400 f(min} 00 5.0 100 150 200 250300 35.0 400 450 t(min)
R 220nm /280 nm E mUA 220nm /280 nm F
800 1000
600 300
600

400
400

200 jl
200! \ k

(1] Ueherhoey i ‘H'I’HJ’JJLLHL"”——‘—»\M.___x

tt ’

00 10.0 200 300 400 500 600 700 800 t(min) 00 50 100 150 200 250 300 350 400 t(min}
mUA

220nm / 280 nm G
15004
1000
500
ol Foa V| 2 BT e

00 100 200 300 400 500 600 700 800 f(min)

Figura 33- Cromatogramas de corridas de RP-HPLC del ECaraujia) Y de las
fracciones LSC<«s3, ALA<3y BLG<3. Condiciones de hidrdlisis: pH 7.5, 50 °C, E/S
0.2 UE/mg. Las flechas indican las fracciones con fluorescencia intrinseca. A
y B- LSC<s (tiempo cero y 30 min de reaccion, respectivamente). C y D- ALAs
(tiempo cero y 30 min de reaccion, respectivamente). E y F- BLG<3 (tiempo cero y
30 min de reaccion, respectivamente). G- ECaraujia)-
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A las fracciones obtenidas se les determind la fluorescencia intrinseca en las
condiciones de trabajo, encontrando emision fluorescente en dos de ellas, de
tiempos de retencién de 21.7 y 27.7 min, con 1419,0 £ 32 y 9331,0 + 51 unidades
de fluorescencia respectivamente. El hecho de que estas fracciones estan
presentes en los cromatogramas realizados a LSC<3, ALA<s y BLG<3 para ambos
tiempos de reaccion y también en el del ECaraujia), cOnfirma que dichas sustancias
interferentes provienen del material vegetal de partida, debiéndose tener en cuenta

su presencia en el analisis de los resultados subsiguientes.

El gran nimero de sefiales generadas en los cromatogramas de ALA y BLG
correspondientes a los 30 min de reaccidon confirma una notoria accién hidrolitica
por parte del ECaraujia) SObre estos sustratos, la cual habia sido ya evidenciada en
los estudios electroforéticos mostrados en la figura 30. De todas maneras, los
resultados obtenidos sobre las proteinas aisladas no son necesariamente
extrapolables a la accidon del extracto en el lactosuero, debido, no solamente a la
diferencia del entorno molecular en el que se da la reaccion, sino también a que
cada una de estas proteinas sufre la competencia de los otros sustratos presentes

en el medio.

A las fracciones colectadas a tiempos de retencién mayores a 20 min, de las corridas
cromatograficas (RP-HPLC) de LSC<s, ALA<sy BLG<3 (30 min de reaccién: figura 33
B, D y F respectivamente) se les midié la absorbancia a 220 nm, construyéndose
los perfiles de elucion que se muestran en la figura 34. Cada fraccién, previamente
concentrada como se describe en 3.2.18., se analiz6 por el método ORAC para
evaluar su capacidad antioxidante. En los casos en que las fracciones constituian
los valores maximos de un mismo pico se mezclaron previamente en un pool. Ocho
de las muestras analizadas de LSC<s, (denominadas LSCis), de tiempos de
retencion entre 23 y 31 min, dieron resultados positivos. Con ALA<3 se obtuvieron
seis muestras positivas (ALA1-6) y con BLG<ssiete (BLG1-7).
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Figura 34- Perfiles de elucién construidos por medicion de la A2 de las
fracciones de 0.5 mL colectadas durante las cromatografias (RP-HPLC) de
LSC<s3 ALA<«3y BLG<3 (correspondientes a los cromatogramas de la figura 32
B, D y F, respectivamente). Los circulos numerados sefialan los pooles o
fracciones individuales que constituyeron las muestras con actividad
antioxidante determinada por el método de ORAC. A- Perfil de elucion de LSC-<s.
Los numeros 1-8 corresponden a las muestras denominadas LSCus,
respectivamente. B- Perfil de elucion de ALA<3. Los numeros 1-6 corresponden a
las muestras denominadas ALAz1-s respectivamente. C- Perfil de elucion de BLG-<s.
Los numeros 1-7 corresponden a las muestras denominadas BLG17,
respectivamente.
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Debido a que las fracciones que contenian los componentes fluorescentes propios
del extracto fueron parte constituyente de LSCi, ALA1, ALA3, BLG2 y BLGs, los
valores ORAC encontrados en estas fueron solamente aparentes o estuvieron

sobreestimados.

Las fracciones colectadas a tiempos de retencion mayores a 20 min de las corridas
RP-HPLC de LSC<s3, ALA<sy BLG<s (tiempo de reaccién cero), no presentaron
actividad antioxidante, con excepcion de las fracciones interferentes antes
mencionadas, por lo que podria afirmarse que la actividad antioxidante encontrada
en LSC2-s, ALA2, ALA4-6, BLG1, BLG3, BLG4y BLGs-7 fue generada por el proceso
hidrolitico (30 min de reaccion con EC (araujia)). Las curvas correspondientes a la
cinética de decaimiento de la fluorescencia de la fluoresceina por la accion oxidativa

del radical AAPH, en presencia de estas muestras, se aprecian en la figura 35.

El Trolox 50 uM logré mantener relativamente estables los niveles de fluorescencia
durante los primeros 30 min, comenzando a partir de ese momento un brusco
descenso en la intensidad de emision. Se observo que con las muestras LSCz2, LSCs
y BLG3 se logro una proteccion contra la accion radicalaria que superd notoriamente
la alcanzada con este estandar de referencia. Los valores ORAC obtenidos se

detallan en la tabla 9.

Respecto a las fracciones con tiempos de retencion menor a 20 min, el método de
ORAC arroj6 valores de 127.4 + 6y 124.2 + 8 ET (uM) para las correspondientes a
los picos que se visualizan a los 3 y 12 min respectivamente, en el cromatograma
de ECaraujia), asi como en los de LSC< de ALA<y BLG<s (tiempo cero y 30 de
reaccion). Estos resultados revelan que el ECaraujia) CONtiene componentes que le
confieren un notorio poder antioxidante contra radicales de oxigeno. Abdel-Aty y col.
(2019), como resultado de su trabajo con extractos de latex de Ficus carica, Ficus
sycomorus y Euphorbia tirucalli reportaron una fuerte correlacién entre el contenido

fendlico de estos y la capacidad antioxidante.
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Figura 35- Curvas de cinética de oxidacion de la fluoresceina sédica por
accion del AAPH en presencia de muestras obtenidas a partir de fracciones
colectadas durante corridas de RP-HPLC de LSC<, ALA<z y BLG<s
(Condiciones de hidrdlisis: pH 7.5, 50 °C, E/S =0.2 UE/mg, 30 min de reaccion).
Se us6 agua destilada como blanco y Trolox 50 uM como estandar de referencia.
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Tabla 9- Actividad antioxidante, determinda por el método de ORAC y
expresada en equivalentes Trolox (uM) de las muestras obtenidas a partir de
fracciones colectadas del RP-HPLC correspondientes a LSC<3, ALA<3y BLG<3
(Condiciones de hidrolisis: 30 min de reaccién, pH 7.5,50°C, E/S =0.2 UE/mg,).
Se us6 agua destilada como blanco y Trolox 50 uM como estandar de referencia.

Muestra Fracciones Actividad antioxidante
constituyentes (ET pM)
LSC> 48-50 1124+ 4.2
LSCs 52 509+21
LSC4 54 759+ 3.2
LSCs 59-61 100.5+ 3.7
LSCs 64 38.7+1.9
LSCr 67 40.6 £ 2.7
LSCs 69 55.0+ 2.4
ALA2 49 33.2+1.6
ALA4 60-63 70.7 £ 3.6
ALAs 68 51.3+2.8
ALAs 70 61.5+34
BLG:1 41 395127
BLG3 48-50 128.0+3.5
BLG4 54 42.1+3.0
BLGs 59 385122
BLG~ 63-64 38.2+26

La muestra LSCz, constituida por un pool de tres fracciones correspondientes a los
dos picos con tiempos de retencion de 24.596 y 25.216 min, tuvo una actividad
antioxidante de 112.4 + 4.2 ET (uM) con una concentracion peptidica global de 7.4
+ 0.2 uM. En el caso de LSCs, se alcanzaron valores ORAC de 100.5 + 3.7 ET (uM)

con una concentracion peptidica de 6.8 £ 0.4 yM. Para ambos casos, la actividad
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antioxidante puede expresarse como 15.2 + 1.0y 14.8 £ 0.7 ET (umol) /umol de

péptidos, respectivamente.

Respecto a BLG3s, cuya concentracion peptidica fue de 8.7 £ 0.2 uM, la actividad
antioxidante puede expresarse también como 14.7 = 0.7 ET (umol) /umol de

péptidos.

Estos valores duplican aproximadamente los reportados por Herndndez-Ledesma y
col. (2007) para péptidos sintéticos derivados de B-lactoglobulina e indexados en la
base de datos de péptidos bioactivos BIOPEP-UWM (Minkiewicz y col., 2019), los
cuales dieron valores entre 4.45y 7.67 ET (umol) /umol de péptidos. Los mismos
autores también reportaron los resultados obtenidos utilizando el antioxidante
sintético BHA, con el cual obtuvieron valores ORAC de 2.43 ET (umol) /umol de

péptidos.

A LSC>, LSCs y BLG3 se les determindé ademas la capacidad de depuracion de
radicales DPPH, obteniéndose una reduccion del 75 £ 3 % para LSC2,de 52 + 4 %
para LSCsy de 82 + 4 % para BLG3, con Clsode 4.9+ 0.3,6.2+ 0.5y 5.3+ 0.4 uM,

respectivamente.

Soares de Castro y Sato (2014) reportaron fracciones enriquecidas con péptidos
antioxidantes obtenidas por hidrélisis de lactosuero bovino con la peptidasa de A.
oryzae LBA 01 y posterior ultrafiltracion con membranas de corte en 10 y 3 KDa.
Los autores sefalaron la eficacia del paso de ultrafiltracion para la concentracion de
las especies bioactivas, encontrando las maximas actividades con la fraccién
correspondiente a péptidos menores de 3 KDa, con la cual se obtuvieron valores de
depuracion del DPPH de 72 %.
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4.6- ANALISIS DE LAS SECUENCIAS DE LOS PEPTIDOS ANTIOXIDANTES

Se realiz6 un analisis por espectrometria de masas de las muestras LSC2-s y
bdsqueda en bases de datos SwissProt.2017.11.01, como se describe en 3.2.20.
En la figura 36 se presentan las secuencias identificadas provenientes de [-

lactoglobulina y de a-lactalbumina, asi como su ubicacién en la secuencia de la

proteina fuente.

PEPTIDOS DE BLG ENCONTRADOS EN LSC2

LIYTOTMKGLDIQKVAGT WY SLAMAASDISLLDAQSAPLRYY

TMKGLDIQK RTPEVDDEALE
VEELKPTPEGDLE DEALEKFDK VEELKPTPEGDLEILLOKWENGECAQKKIIAEKTKIPAVFKIDA
EELKPTPEGDLE  LEKFDKALK LNENKVLYLDTDYKKYLLFCMENSAEPEQSLACQCLYRTPEV

PEPTIDOS DE BLG ENCONTRADOS EN LSC3

DDEALEKFDKALKALPMHIRLSFNPTQLEEQCHI

TWMKGLDIO YEELKPTPEGDL
KeiDicky  eEikereecni LIVTQTMKGLDIQKVAGTWYSLAMAASDISLLDAQSAPLRY
KGLDIQKWA ELKPTPEGDL YVEELKPTPEGDLEILLOKWENGECAQKKIIAEKTKIPAVFKID
LLDAQSAPLR  LVLDTDYK ALNENKVLYLDTDYKKYLLFCMENSAEPEQSLACQCLYRTPE
DAQSAPLRYY  DTDYKKYL VDDEALEKFDKALKALPMHIRLSFNPTQLEEQCHI!
AQSAPLRVY TDYKKYL
QSAPLRWY LVRTPEYDDEALE

ALPMHIR

PEPTIDOS DE BLG ENCONTRADOS EN LSC4

DAQSAPLRVY  LVRTPEVDDEALE

AQSAPLRVY  VRTPEVDDEALEKFD

gt O g e LIVTQTMKGLDIQKVAGTWYSLAMAASDISLLDAQSAPLRVY
e Sl VEELKPTPEGDLEILLQKW ENGECAQKKIIAEKTKIPAVFKIDA
KIDALNENKVLY:  EVDDEALEKFDK LNENKVLYLDTDYKKYLLFCMENSAEPEQSLACOCLVRTPEV
ALNENKVLY  DDEALEKFD DDEALEKFDKALKALPMHIRLSFNPTQLEEQCHI
VLVLDTDYK EALEKFDKALK

LVLDTDYK ALPMHIR

DTDYKKYL SFNPTQLEEQCHI

PEPTIDOS DE BLG ENCONTRADOS EN LSCS

KGLDIOK DTDYKKYLL

MAASDISLLDAQS TDYKKYLL

ASDISLLDAQSAPLR  MENSAEPEQSLA

LDAQSAPLR YRTPEVDDEALEKFD

DAQSAPLRVYY RTPEVDDEALE LIVTOTMKGLDIQKVAGT WY SLAMAASDISLLDAQSAPLRVY
AQSAPLRVYY RTPEVDDEALEKF VEELKPTPEGDLEILLOKWENGECAQKKIIAEKTKIPAVYFKIDA
QSAPLRVYY RTPEVDDEALEKFD LNENKVLVLDTDYKKYLLFCMENSAEPEQSLACQCLVYRTPEY
APLRVYY RTPEVDDEALEKFDKALK DDEALEKFDKALKALPMHIRLSFNPTQLEEQCHI
VYVEELKPTPEGDL  TPEVDDEALE

VYVEELKPTPEGDLE TPEVDDEALEK

EELKPTPEGD TPEVDDEALEKF

EELKPTPEGDLE TPEVDDEALEKFD

EKTKIPAVF TPEVDDEALEKFDKA

KIDALNENKYLY TPEVDDEALEKFDKALK

ALNENKVLVLD EVDDEALEKFD

ALNENKVLYLDT VDDEALEKFD

ALNENKYLYLDTDYK DEALEKFDKALK

LNENKYLYLDTDYK ~ KALPMHIRLS

ENKVLYLDTDYK ALPMHIR

YLVLDTDYK SFNPTQLEEQCHI

VLDTDYKKYL
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PEPTIDOS DE BLG ENCONTRADOS EN LSCs

AMAASDISLLD KTKIPAVFKID
MAASDISLLD TKIPAVF
MAASDISLLDAQSAPLR  KIDALNENKYLYLD
AASDISLLDAQSAPLR RTPEVDDEALEKFDKALK
ASDISLLDAQSAPLR EVDDEALEKFDKALK
SDISLLDAQSAPLR LSFNPTQLE
IAEKTKIPAVF LSFNPTQLEEQCHI

LIVTOTMKGLDIOKVAGT WY SLAMAASDISLLDAQSAPLRWY
VEELKPTPEGDLEILLOKWENGECAQKKIAEKTKIPAVFKIDA
LNENKVLVLDTDYKKYLLFCMENSAEPEQSLACQCLYRTPEV
DDEALEKFDKALKALPMHIRLSFNPTQLEEQCHI

PEPTIDOS DE BLG ENCONTRADOS EN LSC7

AMAASDISLLDAQSAPLR  KIDALNENKYLYL LIVTOQTMKGLDIOKYAGT WY SLAMAASDISLLDAQSAPLRYY

MAASDISLLDAQSAPLR ENKVLYLDTDYKKYL VEELKPTPEGDLEILLOKWENGECAQKKIAEKTKIPAVFKIDAL

AASDISLLDAQSAPLR TPEVDDEALEKFD NENKVLYLDTDYKKYLLFCMENSAEPEQSLACQCLVRTPEVD

DISLLDAQSAPLR TPEVDDEALEKFDKAL DEALEKFDKALKALPMHIRLSFNPTQLEEQCHI
TPEVDDEALEKFDKALK

PEPTIDOS DE BLG ENCONTRADOS EN LSCs

LAMAASDISLLDAQSAPLR  TPEVDDEALEKFDKALK
AASDISLLDAQSAPLRYY  KIDALNENKYLYL
ASDISLLDAQSAPLRWY ALNENKVLYL

LIvYTOTMKGLDIOKVAGT WY SLAMAASDISLLDAQSAPLRVY
VEELKPTPEGDLEILLOKWENGECAQKKIIAEKTKIPAYFKIDA
SDISLLDAQSAPLRYY ALNENKYVLYLDTDYKKYL LNENKVLVLDTDYKKYLLFCMENSAEPEQSLACQCLVRTPEY
VEELKPTPEGDLEIL VIVLDTDYKKYL DDEALEKFDKALKALPMHIRLSFNPTQLEEQCHI

EELKPTPEGDLEIL COCLYRTPEVDDEALEKFDKALK
TPEVDDEALEKFDKAL ALPMHIRL

PEPTIDOS DE ALA ENCONTRADOS EN LSC3

CEVERELK EQLTKCEVFRELKDLKGYGGVSLPEWVCTTFHTSGYDTQAIV
TERUCIDICRN R QNNDSTEYGLFQINNKIW CKDDONPHSS NICNISCDKFLDDD
TFHTSGYDTQAIVO

R LTDDIMCVKKILDKVGINY W LAHKALCSEKLDOWLCEKL
KILDKVGIN

PEPTIDOS DE ALA ENCONTRADOS EN LSCa
EQLTKCEVFRELKDLKGYGGYSLPEWYCTTFHTSGYDT QAIY

TTFHTSGYDTQAIVO QNNDSTEYGLFQINNKIW CKDDQNPH SSNICNI SCDKFLDD
DLTDDIMCYKKILDKYGINY W LAHKALCSEKLDQW LCEKL

PEPTIDOS DE ALA ENCONTRADOS EN LSCs
TTEHTSGYD EQLTKCEVFRELKDLKGYGGYSLPEWYCTTFHTSGYDTQAIY

QNNDSTEYGLFQINMNKIW CKDDQMNPH SSNICNISCDKFLDD
DLTDDIMCYKKILDKYVGINY W LAHKALCSEKLDOW LCEKL

PEPTIDOS DE ALA ENCONTRADOSENLSC8 £\ T(CEVFRELKDLKGYGGYSLPEWYCTTFHTSGYDT QAN

KFLDDDLTDDIM QNNDSTEYGLFQINNKIW CKDDONPHSSNICNISCDKFLDD
DLTDDIMCYKKILDKYGINYW LAHKALCSEKLDOW LCEKL

Figura 36- Secuencias peptidicas identificadas por espectrometria de masas,
de los componentes de LSC2-s provenientes deBLG y ALA. A laderechadela
figura se muestra la secuencia de las proteinas fuente; las letras azules
sefialan laregion a la que pertenecen los péptidos encontrados.

Se aprecia en todas las muestras la presencia de varios péptidos derivados de BLG,

desde 6 en LSC: hasta 41 en LSCs. En cambio, fueron muy pocos los provenientes
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de ALA, evidenciandose solamente en cuatro muestras: 5 secuencias en LSCs, y
solamente una en LSC4, LSCs y LSCs. Es de destacar la diferencia entre estos
resultados y los que arrojo el cromatograma resultante del RP-HPLC para ALA<3 (30
min de reaccion), que se muestra en la figura 34 B. En este, pueden apreciarse
varios picos correspondientes a productos de hidrdlisis, los cuales no se ven
reflejados en los resultados obtenidos por espectrometria de masas, lo cual denota
una accion hidrolitica diferencial del ECaraujia) SObre ALA, cuando esta se encuentra

formando parte del lactosuero o cuando constituye el Unico sustrato presente.

En todas las muestras se identificaron también péptidos derivados de proteinas
cuya concentracion en los lactosueros suele ser muy baja, como la lactoferrina, o
de contaminantes normales de estos, como a-caseina S1y S2, B-caseina, etc., cuya
incidencia en los valores de actividad antioxidante probablemente sea muy baja o
nula debido a la minima proporcién relativa respecto al resto de los componentes

peptidicos de las muestras.

Por comparacion de lo obtenido con LSC2 y LSCs, las muestras con mayor
capacidad antioxidante determinada por el método de ORAC, se aprecia que en la
primera se logré una menor complejidad y mayor selectividad de las posibles
secuencias activas, frente a la amplia gama de productos incluidos en LSCs.

En LSC:2 se encontraron también nueve secuencias provenientes de la molécula de
adhesion celular 1 dependiente de glicosilacion (glycam-1). Esta es una proteina
que se expresa especificamente en las células endoteliales de los ganglios linfaticos
periféricos y mesentéricos y en un sitio especifico del pulmén, pero se ha reportado
gue también es expresada durante la lactancia por las células epiteliales mamarias
(Dowbenko y col., 1993), pudiendo llegar a una proporcion en el lactosuero del 10-
12 % aproximadamente.

Los resultados obtenidos con LSC:2 se detallan en la tabla 10, observandose que
todos los péptidos identificados se encuentran en el mismo rango de tamafio que
los de mayor actividad antioxidante reportados por otros autores (entre 500 y 1800
Da). Esto adquiere una importancia adicional respecto a potenciales riesgos para la

salud que pueda tener la incorporacién de estas sustancias en productos
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alimenticios, debido a que, en general, los péptidos menores a 3 kDa poseen
alergenicidad muy reducida, lo cual los hace aptos para su utilizacién en formulas
infantiles u otros alimentos destinados a la poblacion sensible a alergias alimentarias
(Zhao y Ashaolu, 2020).

Tabla 10- Secuencias peptidicas provenientes de BLG y glycam-1,
identificadas en LSC2 por espectrometria de masas.

Proteina de origen Secuencia Masa Masa
tedrica (Da) observada (Da)

BLG (6 - 14) TMKGLDIQK 1033 1035
BLG (43 - 55) VEELKPTPEGDLE 1455 1457
BLG (44 - 55) EELKPTPEGDLE 1356 1358
BLG (124 -134) RTPEVDDEALE 1273 1275
BLG (130 -138) DEALEKFDK 1094 1096
BLG (133 - 141) LEKFDKALK 1091 1093
Glycam-1 (1 - 12) ILNKPEDETHLE 1437 1439
Glycam-1 (82-91) | SEETTEHTPS 1117 1119
Glycam-1 (82-92) | SEETTEHTPSD 1232 1234
Glycam-1 (82-93) | SEETTEHTPSDA 1303 1305
Glycam-1 (87 - 101) | EHTPSDASTTEGKLM 1619 1621
Glycam-1 (92 - 101) | DASTTEGKLM 1068 1070
Glycam-1 (93 - 101) | ASTTEGKLM 937 939
Glycam-1 (127 -134) | SHAFEVVK 916 918
Glycam-1 (128 - 134) | HAFEVVK 829 831

Comparando los resultados de la RP-HPLC para LSC<sy BLG<3 (30 min de reaccion)
puede observarse una absoluta concordancia entre los tiempos de retencion de las
fracciones constituyentes de LSC2 y BLGs. Este hecho, sumado a que los valores

de actividad antioxidante entre ambas muestras no presentaron diferencias
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significativas entre si, hizo suponer que la bioactividad expresada por LSC: se

debid, al menos en un alto porcentaje, a la fraccion peptidica proveniente de BLG.

Se realiz6 una espectrometria de masas a BLGs, con la subsiguiente identificacion
de secuencias. Los resultados revelaron la presencia de 11 péptidos, que se
detallan en latabla 11. Puede observarse que la secuencia KPTPEGDL encontrada
en BLGs estd contenida en dos de los péptidos pertenecientes a LSCoz:
VEELKPTPEGDLE y EELKPTPEGDLE, las cuales a su vez tienen alta relacion con
la secuencia YVEELKPTPEGDL de la cual se reportaron efectos significativos en la
reduccion de ROS en células tratadas con peroxido de hidrogeno (Basilicata y col.,
2018). Ademas, Saerom y col. (2020) informaron para el fragmento aminoterminal

YVEEL, la capacidad de inhibir la peroxidacion lipidica.

Tabla 11- Secuencias peptidicas identificadas en BLGs por espectrometria de
masas.

Proteina de origen Secuencia Masa Masa

tedrica (Da) observada (Da)

BLG (32 - 40) LDAQSAPLR 970 970
BLG (47 - 54) KPTPEGDL 856 856
BLG (94 -100) VLDTDYK 853 853
BLG (107 - 117) MENSAEPEQSL 1234 1234
BLG (107 - 118) MENSAEPEQSLA 1305 1305
BLG (124 - 134) RTPEVDDEALE 1274 1274
BLG (124 - 135) RTPEVDDEALEK 1402 1402
BLG (125 - 133) TPEVDDEAL 988 988
BLG (125 - 134) TPEVDDEALE 1117 1117
BLG (125 - 135) TPEVDDEALEK 1246 1246
BLG (142 - 148) ALPMHIR 837 837

Por otra parte, tres de los péptidos de LSC:2y cinco de BLG3s estan incluidos en el
fragmento de 18 aminoacidos BLG (124-141), incluyéndose la secuencia

RTPEVDDEALE, presente en ambas muestras. Dentro de este grupo, la secuencia
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TPEVDDEALEK de BLGsfue reportada previamente por Zanutto-Elgui y col. (2019)
como potencial péptido antioxidante de una fraccion derivada de un hidrolizado de
leche de cabra producido por proteasas fungicas. Power y col. (2014) reportaron
ademas su capacidad de inhibir la dipeptidil peptidasa IV, por lo que podria ser una

alternativa en tratamientos antidiabéticos.

Al considerar la naturaleza de los residuos aminoacidicos de las 6 secuencias
provenientes de BLG encontradas en LSCz, se puede observar que todas presentan
al menos un residuo de leucina. Las secuencias VEELKPTPEGDLE vy
EELKPTPEGDLE son las mas ricas en aminoacidos reportados como favorables
para exhibir actividad antioxidante. Ambas poseen dos residuos de leucina y dos de
prolina; en particular VEELKPTPEGDLE tiene adicionalmente un residuo de valina

en el extremo amino terminal.

Respecto a DEALEKFDK y LEKFDKALK, cada una tiene un residuo de fenilalanina
y ambas poseen leucina. En el caso de LEKFDKALK se aprecian dos, uno de ellos
en el extremo amino terminal. Por ultimo, TMKGLDIQK posee el aminoacido
azufrado metionina y una leucina y RTPEVDDEALE una prolina, una valina y una

leucina.

El conjunto de secuencias con potencial antioxidante compartidas entre LSC2y
BLGs3, junto con la ya mencionada concordancia de los tiempos de retencion entre
estas dos muestras que exhibieron resultados similares tanto con el método ORAC
como con el de DPPH, sugiere que los péptidos derivados de BLG presentes en
LSC: serian los responsables de su bioactividad, aunque se requiere de estudios
adicionales para confirmarlo. Cabe resaltar la presencia en BLGs del péptido
ALPMHIR, el cual es inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), lo
que le confiere actividad antihipertensiva (Power y col., 2014). Saerom y col. (2020)
reportaron, ademas, actividad antioxidante para el tetrapéptido carboxiterminal
MHIR.

De acuerdo con estos resultados, el hidrolizado presentaria multiples actividades
bioldgicas, incluyendo secuencias antioxidantes posiblemente derivadas de BLG,

no reportadas previamente.
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5- DISCUSION GENERAL

La rica biodiversidad con que cuenta nuestro territorio, brinda la posibilidad de
disponer de una enorme variedad de fuentes de enzimas y otros componentes,
capaces de actuar en una amplia gama de condiciones que cubran diferentes
necesidades biotecnoldgicas.

La posibilidad de aprovechamiento de recursos naturales con fines biotecnoldgicos
trae aparejado, ademas de ventajas econdmicas, la valorizacion de elementos
autoctonos y el aumento del interés en trabajos de investigacion tendientes a
generar conocimiento sobre especies de las cuales hay escasa o nula informacion,

como es el caso del Ficus luschnathiana.

Respecto al sustrato utilizado, en los trabajos encontrados en la literatura referentes
a péptidos bioactivos obtenidos por hidrolisis enzimatica de lactosueros, el material
de partida es un concentrado obtenido luego de una serie de procedimientos como
microfiltracion, ultrafiltracion y liofilizacion. En ocasiones, también se afiade un paso
de desnaturalizacion de proteinas. En los casos en los que se ha requerido obtener
péptidos de alguna de las proteinas de los lactosueros en particular, se han utilizado
concentrados enriquecidos con esta y, en un gran nhamero de casos, el material de

partida es directamente la proteina purificada, de origen comercial.

En el presente trabajo se utilizé el lactosuero en el mismo estado en que se produce,
evitando la necesidad de ciertos equipos y ofreciendo ademas la posibilidad de un
procesamiento rapido que permite la integracion a la cadena productiva del queso

0 caseinato.

También existieron diferencias muy ventajosas en las condiciones del proceso de
hidrolisis, concretamente en la temperatura y los tiempos de reaccion. Por ejemplo,
en la mayoria de los reportes de obtencién de péptidos antioxidantes, la hidrélisis
se realiz6 a 37 °C con tiempos de reaccion en el rango entre 8 y 24 h (Hernandez-
Ledesma y col., 2005; Contrerasy col., 2011; Power y col., 2014). En otros trabajos

se han usado mayores temperaturas, como en el de Contreras y col. (2011) quienes
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informaron que los mejores resultados se obtuvieron utilizando termolisina durante
25 h a 80 °C. Teniendo en cuenta la importancia econémica de utilizar tiempos de
reaccion largos y/o altas temperaturas, las condiciones utilizadas en este trabajo
consistieron en una combinacion equilibrada de ambos pardmetros, ya que con una
temperatura de 50 °C los tiempos de reaccion se acortaron a 120 min para la

generacion de péptidos antimicrobianos ya a s6lo 30 min para los antioxidantes.

En resumen, utilizando una nueva fuente vegetal de enzimas proteoliticas y un
sustrato econdmico y nutricionalmente valioso, sin requerimiento de procesamiento
previo, se obtuvieron fracciones de hidrolizado enriquecidas con péptidos bioactivos
con potencialidad para ser utilizados en diversas areas industriales. Estas
fracciones podrian presentar varias ventajas frente a la utilizacién de péptidos
aislados ya que, ademas de su menor costo de produccion, presentan la posibilidad
de contener secuencias diferentes que actlen sinérgicamente para ejercer

determinada accion o poseer actividades multifuncionales.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo dieron lugar a dos publicaciones en

revistas internacionales arbitradas que se citan a continuacion:

Barros, M., Cantera, A.M.B., 2014. Characterization of the proteolytic activity of latex
of Ficus luschnathiana and its application in the generation of whey antimicrobial
peptides. Res. J. Phytochem. 8 (4), 172-187.

https://doi.org/10.3923/rjphyt0.2014.172.187

Barros, M., Villadoniga, C., Cantera, A.M.B., 2022. Production of antioxidant whey
hydrolysate using proteolytic extracts of Araujia sericifera var. hortorum latex.
Biocatal. Agric. Biotechnol 44.

https://doi.org/10.1016/j.bcab.2022.102453
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6- CONCLUSIONES

» Se obtuvieron extractos crudos con actividad proteolitica a partir de latex de
A. sericifera var. hortorum (E. Fourn.) y F. luschnathiana (Mig.) Miqg., ambas
especies pertenecientes a la flora nativa del Uruguay. Los respectivos
extractos exhibieron mecanismos cataliticos diferentes, determinandose para
el EC(ricus) un modo de accion correspondiente a peptidasas de naturaleza
serinica.

» Se determin0 el efecto de agentes reductores sobre la actividad del ECaraujia),
haciendo énfasis en la utilizacion de cisteina por su aptitud para ser utilizada
en la industria alimenticia, evaluandose la concentracién 6ptima en la mezcla
de reaccion para lograr un maximo en la actividad proteolitica. Esto resultd
en un valor de 4.0 mM, con el cual se logré aumentar en 12 veces la actividad
respecto al control.

» La capacidad de coagulacién de la caseina obtenida con los ECs, abre la
posibilidad de utilizacion de estos en la industria lactea, en particular la de
produccion de quesos.

» La actividad proteolitica del ECicusy fue méxima a pH 7.6-8.0, y la
temperatura mas favorable fue de 70°C.

» La actividad del ECicus) Se vio afectada muy desfavorablemente por los
procesos de congelamiento/descongelamiento, exhibiendo en cambio muy
buena estabilidad a temperaturas altas.

» Con excepcion del almacenamiento a -20 °C, la estabilidad de la actividad
del ECrayjia) fue menor que la del ECFicusy a todas las temperaturas
ensayadas. Ambos extractos se mostraron estables a temperaturas lo
suficientemente elevadas para exhibir buena actividad e inhibir la
proliferacion microbiana, sin el perjuicio de requerir costos muy elevados
desde el punto de vista econdmico y energético.

» Los cortos tiempos de inactivacion a 100 °C obtenidos para ambos ECs

permiten utilizar este método para la detencion de las reacciones hidroliticas,
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evitando la necesidad de adicion de sustancias incompatibles con
potenciales aplicaciones.

Ambos extractos fueron capaces de mantener su actividad en un amplio
rango de pH, siendo la condicion mas favorable para el ECicus) €l pH 6.5, y
para el ECaraujia) Un rango entre 6.0 y 9.0. Un medio fuertemente basico tuvo
un efecto mas negativo que uno acido sobre la estabilidad de ambos
extractos.

Los analisis moleculares de las proteinas presentes en el EC(ricus) revelaron
una mezcla de gran complejidad constituida por diversos componentes con
tendencia a formar agregados heterogéneos dependientes del pH del medio.
Se evidenci6 la presencia en el extracto de al menos tres componentes con
actividad proteolitica, con diferentes tamafios moleculares y puntos
isoeléctricos.

El EC(ricus) Y €l ECaraujia) fueron efectivos para hidrolizar lactosueros de
caseineria y de queso Mozzarella, obteniéndose valores maximos de grados
de hidrdlisis a 50 °C y pH neutro, de 3.1 £ 0.3 % por la accion del ECFicus)
sobre LSM (E/S = 0.01 UE/mg, 120 min de reaccion) y de 4.7 £ 0.2 % por la
accion del ECaraujia) SObre LSC (E/S = 0.2 UE/mg, 30 min de reaccion).

Se lograron fracciones peptidicas con capacidad antimicrobiana frente a una
cepade S. aureus, a partir de hidrolizados obtenidos por la accién del ECricus)
y el EC(araujia) SObe lactosueros. Las fracciones LSMs-10 y LSM<3 obtenidas
luego de 90 y 120 min de hidrolisis con ECricus) resultaron en un porcentaje
de inhibicién de 86 £ 3 % y 94 *+ 4 % respectivamente.

Se lograron fracciones peptidicas con capacidad antioxidante frente a
radicales oxigeno y de depuracion de radicales DPPH, a partir de
hidrolizados obtenidos por la accion del ECaraiia) €n lactosuero de
caseineria, obteniéndose valores maximos de 15.2 £ 1.0 ET (umol) /umol de
péptidos y 75 + 3 % de depuracion, respectivamente.

Se obtuvo informacion sobre las secuencias peptidicas constituyentes de las

fracciones con actividad antioxidante.

108



7- ANEXOS

|- CARACTERISTICAS DE LA EXTRACCION Y EJEMPLOS DE VALORES DE
ACTIVIDAD DE LOS EXTRACTOS CRUDOS

Durante la obtencién de los extractos crudos, no es posible medir con exactitud los
volimenes de latex extraido debido a que este se va recogiendo de a pocos
microlitros a medida que aflora y el proceso de coagulacion en la herida de la planta
suele impedir en muchas ocasiones completar el volumen prefijado en la
micropipeta. Por otra parte, este proceso de coagulacion se da también dentro del
tip, quedando material adherido a las paredes internas y disminuyendo cada vez

mas su capacidad, hasta que se hace necesario recambiarlo.

Las condiciones climéticas también condicionan la fluidez, el caudal y los tiempos
de coagulacion, los cuales son factores adicionales de variabilidad, por o que no

suelen ser reproducibles los valores de actividad de los diferentes extractos.

Respecto al efecto de la temperatura y humedad del ambiente, se observo para el
ECricus) que en las épocas en las cuales se habian registrado muchas lluvias el
tiempo de coagulacion del latex fue mayor, facilitando su extraccion. Por otra parte,
en épocas de altas temperaturas el caudal fue escaso, de fluir lento, mientras que
en periodos invernales se aprecié un volumen considerablemente mayor manando
de cada herida. De todas maneras, se hace necesario un estudio mas riguroso
desde el punto de vista estadistico para concluir una correlacion entre los

fendmenos mencionados.

En el caso del ECaraujia), debido a que el latex se extrajo de los frutos, exclusivamente
en el periodo de setiembre a noviembre, no se constataron variaciones relacionadas

a factores climaticos.

En la tabla 12 se muestran los valores de actividad, concentracién de proteinas y
actividad especifica para nueve extractos de F. luschnathiana recogidos en
diferentes épocas del afio y seis extractos de A. sericifera.
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Tabla 12- Datos de actividad proteolitica y actividad especifica de ECFicus) y
ECaraujia) preparados a partir de latex recolectados en diferentes épocas del
ano.

Extracto Mes de Actividad Actividad especifica
recoleccion (UE/mL) (UE/mQ)
ECricus) Junio 0.52 £ 0.04 0.82 £ 0.07
EC(Ficus) Junio 0.70 £ 0.02 0.54 +0.05
ECricus) Julio 0.56 + 0.03 0.48 + 0.03
ECFicus) Julio 0.65 + 0.05 0.75+0.06
ECricus) Agosto 0.90 £ 0.04 0.50 £ 0.04
EC(Ficus) Setiembre 0.78 £ 0.03 0.65 + 0.05
EC(Ficus) Setiembre 0.87 £ 0.05 0.39 + 0.05
ECFicus) Noviembre 0.60 £ 0.06 0.25+0.03
ECricus) Noviembre 0.54 £ 0.03 0.32+£0.04
EC(araujia) Setiembre 0.64 +0.04 0.82 + 0.07
EC(araujia) Setiembre 0.78 £ 0.03 0.65 + 0.06
EC(araujia) Octubre 0.49 £ 0.03 0.72 £0.08
EC(araujia) Octubre 0.83+£0.05 1.04 £ 0.05
EC (araujia) Noviembre 0.67 £ 0.04 0.61 £ 0.06
EC(Arauiia) Noviembre 0.92 +0.03 0.66 £ 0.04
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ll- ECUACIONES DE LAS CURVAS DE CALIBRACION
Método de Lowry:

y = 1.314 x + 0,094 (R?= 0,9961)

Método de Biuret:

y = 0.047 x + 0.024 (R?= 0,9983).

Determinacion de concentraciones peptidicas con o-ftalaldehido:

y = 0.024 x — 0.0489. R2 = 0.9997

Determinacion de tamafios moleculares por filtracion en gel:

log PM= - 0.025 Ve + 3.382 (R? = 0.9984) Ve: volumen de elucién

Determinacion de tamafios moleculares por PAGE-SDS convencional:

log PM = - 0.9853 Rf + 2.1707 (R2= 0.9929)

Determinacion de tamafios moleculares por PAGE-SDS en FAST SYSTEM:

log PM = -1.175 Rf + 2.345 (R2= 0.9935)

Determinacion de grados de hidrolisis:

y = 0.2995 x + 0.0215 (R? = 0.9958)
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I1I- CODIGOS DE DENOMINACION DE AMINOACIDOS

Aminoacido Caodigo Codigo Aminoacido Codigo Cddigo
de 3 del de 3 del
letras letra letras letra
Alanina Ala A Isoleucina lle I
Arginina Arg R Leucina Leu L
Asparragina Asn N Lisina Lys K
Aspartico Asp D Metionina Met M
Cisteina Cys C Prolina Pro P
Fenilalanina Phe F Serina Ser S
Glicina Gly G Tirosina Tyr Y
Glutamico Glu E Treonina Thr T
Glutamina GIn Q Triptofano Trp W
Histidina His H Valina Val V
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ABSTRACT

Charagterization studies were performed Lo a protealylic extract, prepared from latex of Fious
luschnathiona (WMig) Mg, a Moraceae famly tree. The mechanism of aetion was determmned,
corresponding to serne protemneses behaviour, Studies of optimum pH and temperature showed
a maximum satalyiie activity st pH 8.0 and 75°C, respectively. The proteclyiie sctrvity exhibited
good stability when incubated at different pH and temperature conditions, At 7C and pIl 7.5, the
extract kept a 100% of the mmitial sctivity For 5 months, When comparing the effect of pH on the
stabality, mssmum values were ohtained st pH 8.5, with 98% of the imtial activity remeining after
& h of ineubation af 60°C, After 1 min st 10070 total imactreation cerurred, Regarding the potential
usein the dary industry, malk elotting activity was debermined obtaning s very effective coagulant
action, Analysis protocols which included molecular exclusion chromatography, electrophoretic
methods and mass spectrometry revesled a complex protein profile. [¢ was found that the molacules
responsible for the proteclytie activity of the extract were several proteins of different molecular
weght and isoelectrie points, most of which still retmned the sctivity 1 presence of 303 and
reducing agents. These proteie components displayed a pH-dependant tendency to form aggregates
Uzing the proteclytic actimity of the crude extract under eontrolled hydralysis conditions on whey
proteing, vielded peptidic fractions with antimicrcbial activity against a 5. gureus strain. [t was
found that fractions of peptide concantration of 098 pmol ml " inhibited growth by 94%.

Rey words: Antimiercbial peptides, Frowse luschnat hiana, latex, proteclytic enzymes, whey

INTRODUCTION

The wide rangs of bintechnologicsl applications of proteclytic enzymes have generated in recont
vears increased efforts to search for new sourees that provide activity profiles adaptable to current
demands. This, ecoupled with the convemenes of using natural resources in each region, has turned
much of the interest of researchers towards the native flora

The plant proteclytic enzymes have received particular sttention due to the property to
maintain its activity in a wide range of tempearature and pH (Devara) o al., 2008}, They play an
important role in regulating the biological processzes in plants, such as stress response,
recognition  of pathogen, mehilization of storage protein during germination, senescences, sto
{Bingh et al , 2008),
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Kryaeeds: Proteins In whey from casein prod were hydrolyzed with pi dy fram the latex
Blowctive peptides of Araefia sericifera var. mrummurolmlem:mmxmmpum parified by RP-HPLC
Asaujis and evaluated using the ORAC method resulted in an antioxid pacity of 112.4 = 4.2 Tralax
Latex equivalents (UM). LC-MS/MS analysts of peptide fractions showed that peptides derived from
Aatiazidents f-lactoglobulin could be responsible for antioxidant activity. The sum of these results along with
:"’h:""”"m_‘ the fact thar a lled and reproducible production process was used, involving the use of
natural and di h costs at an ind | scale, makes &

promising contridbution to impaoving antioxidant dalry peoducts.

1. Introduction
Amqmsau:fanvar hortorum isay ial vine, that beloags to the Apoci fxnilymdsubﬁmilvmkphdum native to
Arg: thern and b n Brazil, Paraguay, and Uruguay (Instisuto de Botanica Darwinion, 2019). Araujia

fortorum is cnmemly distributed across much of the world (Asia, Europe, North America, Oceania, and South Africa), where it is
cultivated due to its various applications, including use as a medicinal, edible, ornamental, and textile plant (Santa Criz and Cordero,
201E). Three cysteine p (araujiain h-l, jiain h-l and araujiain bl pr in the latex of Araujia hartorum fruits were
reported (Priolo et al., 2000, 2001; Obregan et al,, 2001).

Milk protein hydrolysates produced by latex extracts have been previously reported, most of which come from casein (D1 Piero
et al, 2014). Barros and Cantera (2014) describe the use of p lytic extracts abtained from Ficus eschnathiana latex to hydrolyze
whey, which is the liquid fraction lting after the formation of the casein clot during cheese or casein production. Due to the
coatinuous growth of the dairy industry and the large annual production of large whey volumes, the use of this coproduct is insufficient
(Zandona et al., 2021); thus, it is important to look for alternative forms of use that generate products with high added value. Due to its

high pnlhnam characteristics, discarding whey without adeq causes damage to the envi and also discards
of b and energy. The excellent p ial of whey's proteins, considering the itional quality and the ca-
pdty o g bicactive peptides, may enable bwtechmlagk:l applications to produce high value-added products (Barros and
Cantera, 2014; Villadoniga and Cantera, 2019).
* G poading suthor. Dep de B Fucaltad de Quimica, Univeridad de ln Repablica, Avde. Geal. Flooes 2124, CF 11800, Montevideu,
Uruguay.
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