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GLOSARIO

Cromatografia: es una técnica que se aplica para separar biomoléculas, ya sea
por interaccion especifica, por cargas netas superficiales, por caracter hidrofébico o

por tamanos moleculares (Ritchie, 2012, p. 1).

DEAE-Sepharosa 6B-CL: es un intercambiador anionico que designa a la dietil
amino etil como (DEAE). Se une al gel Sepharosa CL-6B mediante enlaces éter

para darle el intercambio iénico deseable (GE Healthcare Bio-Sciences AB, 2006,
pp. 1-2).

Enlace idnico: es el enlace quimico que se forma por transferencia de electrones
(Burns, 2003, p. 215).

Ligando: puede ser una molécula o el sustrato que se une de manera especifica a
una proteina (Lodish et al., 2005, p. 92).

Pepstatina: es un inhibidor de aspartico proteasas que inhibe enzimas como la

pepsina y la catepsina D (Takahashi, 1995, p. 497).

Punto isoeléctrico: es aquel pH en el cual las proteinas poseen una carga neta
nula. Como consecuencia de ello, las proteinas precipitan debido a que su
solubilidad es minima (Martinez y Grajera, 2008, p. 376; Serpa, Hicanpié y Alvarez,
2014, p. 30).
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AIE
DEAE
DO
GP
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PE
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NOMENCLATURA

Absorbancia
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Actividad enzimatica especifica

Actividad inhibidora
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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue la obtencion de inhibidores de pepsina a partir
de semillas certificadas de amaranto (Amaranthus caudatus L., var. |-Alegria),
arveja (Pisium sativum, var. 1.-432-Lojanita), chocho (Lupinus mutabilis, var. 1-450-
Andino), fréjol (Phaseolus vulgaris, var. 1-481-Rojo del valle), quinua (Chenopodium

quinoa, var. I-Tunkanhuan) o sangorache (Amaranthus hybridus L.).

En una primera etapa, se obtuvieron las harinas mediante la molienda de cada
semilla y se desengrasaron con 1-propanol. A partir de las harinas desengrasadas,
se obtuvieron los extractos acuosos para cada una de ellas y se determiné el
extracto con mayor actividad inhibidora sobre pepsina, mediante la medicién de
actividad proteolitica con caseina, como sustrato, en presencia y ausencia del

extracto.

El extracto de quinua presento la mayor actividad inhibidora especifica, con un valor
de 9,67 U/mg. Posteriormente, el extracto se purifico de manera parcial mediante
diferentes técnicas que implicaron: ultrafiltracién para la separacion de proteinas por
pesos moleculares, tratamiento calorico para la desnaturalizacion de las proteinas
menos estables y uso de sulfato de amonio para lograr la precipitacion diferenciada

de proteinas.

A continuacion, se realizé la purificacidon de los inhibidores, tanto del retenido como
del permeado de la ultrafiltracion de 10 kDa, mediante cromatografia de afinidad.
Para ello, se inmovilizé pepsina por intercambio idbnico en una matriz anidnica
(DEAE-Sepharosa CL-6B). Con un disefio experimental completamente al azar, se
evaluaron 4 valores de pH (2,0; 2,2; 3,0 y 4,0). El pH 6ptimo para lograr esta
inmovilizacion fue de 2,0. A este valor de pH se obtuvo una RAF de 728 U totales y

de El de 24,72 mg, que equivalen a 39,14 % y 57,92 %, respectivamente.

Se disefidé un solo sistema de purificacion para el retenido y para el permeado del
extracto de quinua. El disefio conté con una etapa de purificacion de ultrafiltracion,

a 10 kDa; tratamiento caldrico a 60 °C, durante 30 min; y, precipitacion salina con
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sulfato de amonio en un rango de saturacion entre 40 y 70%. Se lograron grados de
purificacion de 1,06; 1,95 y 2,44 veces, respectivamente para el retenido, mientras
que para el permeado se obtuvieron grados de purificacion de 1,07; 1,48 y 2,39

veces, respectivamente.

Posteriormente, en la cromatografia de afinidad se logré un GP de 13,65 veces para
el permeado y 13,72 veces para el retenido. Se juntaron las fracciones con mayor
Al y se procedié a caracterizar cinética y molecularmente. Se determind que los
inhibidores encontrados en las fracciones del retenido y del permeado de quinua
correspondian a un mismo inhibidor no competitivo con una Ki promedio de

0,091 £ 0,005 pM con un peso molecular aproximado de 9,5 kDa.
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INTRODUCCION

Los inhibidores proteoliticos de plantas (IPP) son moléculas proteicas de bajo peso
molecular, que se encuentran en las semillas y partes aéreas de cereales y
leguminosas. Los IPP actuan como defensa de las plantas ante ciertas plagas. Es
por ello que sirven como método alternativo para el tratamiento y control de
enfermedades y plagas. Los IPP pueden constituirse en factores antinutricionales,
ya que son capaces de alterar algunas funciones fisioldgicas, como la digestion. Al
afectar la actividad de las enzimas responsables de estas funciones, por ejemplo en
los insectos, pueden controlar plagas, que a nivel mundial son el problema de
muchos agricultores. Por su aplicacion especifica, son ampliamente utilizados en
biotecnologia, agricultura y medicina. (Garcia, 2014, pp. 2-5; Ryan, 1990, pp.
427- 429).

La aplicacion de IPP evitara o reducira el uso de pesticidas sintéticos, que son
toxicos para la salud del ser humano y para la conservacion del ambiente (Rocha y
Garcia, 2008, pp. 50-56).

Para las distintas aplicaciones biotecnoldgicas se requieren IPP con un alto grado
de pureza y que mantengan la mayor parte de su actividad biologica (Fan y Wu,
2005, pp. 275-280). Una alternativa empleada para obtener inhibidores proteoliticos
puros es la cromatografia de afinidad (Werner, 2008, p. 107). La cromatografia de
afinidad requiere matrices enzima-inhibidor especificas, sintetizadas a partir de
polimeros insolubles, como la agarosa (sepharosa), que puede unirse

covalentemente o no con las enzimas (Rodriguez, Perdomo y Perera, 2012, p. 4).

Existen enzimas con pl bajos, como la pepsina, que no pueden adherirse a este tipo
de polimeros mediante enlace covalente entre sus grupos aminos y los grupos
carbonilos de la sepharosa (Salazar, Lizardi, Ramirez, Garcia y Ezquerra, 2014, p.
132). Si surge la necesidad de inmovilizar pepsina en sepharosa de una manera
alternativa, se puede emplear el intercambio anidénico para fijar la enzima y lograr
su inmovilizacién, con un alto grado de retencion de su actividad funcional (Arroyo,
1998, p. 33).
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De esta manera, se podran obtener y caracterizar inhibidores purificados de
pepsina, provenientes de semillas del Ecuador, mediante un sistema de purificacion
que involucre cromatografia de afinidad y permita aportar al conocimiento de las
aspartico proteasas, enzimas que no han sido estudiadas en gran escala; pero que
han incrementado su interés debido a que la proteasa del VIH se encuentra dentro
de esta familia (Rege, Ambaye y Chowdhary, 2014, pp. 178-180).

Para cumplir con el propdsito global de esta investigacion, se establecieron los
siguientes objetivos especificos: seleccionar los extractos parcialmente purificados
de amaranto, arveja, chocho, fréjol, quinua o sangorache con mayor actividad
inhibidora especifica sobre pepsina; determinar el valor de pH de inmovilizacion que
permita obtener una alta cantidad de pepsina inmovilizada con la mayor actividad
funcional, en la matriz preparada; purificar selectivamente los extractos inhibidores
seleccionados, mediante cromatografia de afinidad en una matriz de pepsina-
DEAE-Sepharosa CL-6B y caracterizar cinética y molecularmente la fraccion
inhibidora purificada que presente la mayor actividad inhibidora especifica sobre

pepsina



1  REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 PROTEASAS

Las enzimas proteoliticas, denominadas también proteasas, son aquellas
encargadas de catalizar la degradacion de las proteinas, mediante la hidrdlisis de
sus enlaces peptidicos (Errasti, 2013, p. 9). Ademas, son las responsables de varias
funciones, que van desde la biosintesis hasta la degradacion de las mismas

(Hernandez, Carvajal, Marquez y Chavez, 2004, p. 95).

1.2 GENERALIDADES

Las enzimas son cada vez mas utilizadas a escala industrial, debido a que ayudan
a catalizar una gran cantidad de procesos, con ventajas que no pueden ofrecer los
catalizadores no biolégicos, como la elevada actividad catalitica y especificidad de
sustrato que presentan; ademas, son muy activas a condiciones moderadas de

temperatura ambiente y presion atmosférica (Arroyo, 1998, p. 1).

1.3 CLASIFICACION

Las enzimas pueden clasificarse de acuerdo con el tipo de reaccidén que catalizan.
Dentro de esta clasificacion se tiene a las oxidorreductasas, que catalizan
reacciones de oOxido-reduccién; las transferasas, que se involucran en la
transferencia de grupos funcionales; las hidrolasas, que ocasionan la ruptura de
enlaces C-0O, C-N, O-P y C-S; las liasas, que catalizan reacciones en las cuales se
rompen enlaces C-O, C-C y C-N en ausencia de agua, con pérdida de grupos
funcionales y formacién de dobles enlaces; las isomerasas; que catalizan
reacciones de isomerizacion; y, las ligasas, que permiten la formacién de enlaces
en presencia de moléculas de ATP (Garrido, Teijon, Blanco, Villaverde, Mendoza y
Ramirez, 2006, pp. 193-197).

De acuerdo con el tipo de hidrdlisis de las proteinas, las peptidasas se clasifican



como exopeptidasas y endopeptidasas. Las endopeptidasas rompen las uniones
entre aminoacidos internos de la cadena; mientras que, las exopeptidasas son
aquellas que separan aminoacidos terminales en las cadenas de aminoacidos (Hill,
Wyse y Anderson, 2004, p. 32). Entre las endopeptidasas se tiene a la pepsina y
entre las exopeptidasas, a la carboxipeptidasa A (Martinez y Gragera, 2008, p. 606;
Unglaub, Ober, Garrison, Silverthorn y Johnson, 2007, p. 695).

Segun el mecanismo catalitico que poseen, las enzimas proteoliticas se clasifican
en cuatro grupos principales que son las serino proteasas, las cisteino proteasas,
las metalo proteasas y las aspartico proteasas. Sin embargo, actualmente se han
descrito dos grupos mas de enzimas proteolitcas que son las proteasas glutamicas

y las treonino proteasas (Fullana, 2014, p. 10).

Las serino proteasas se caracterizan por tener dentro de su sitio activo un residuo
de Ser, responsable del mecanismo catalitico de este tipo de enzimas. Las serino
proteasas estan involucradas en varios procesos bioldégicos como la digestidon y la
coagulacion de la sangre. Dentro de este grupo, se encuentran la tripsina y la
quimotripsina (Fullana, 2014, p. 11; Di Cera, 2009, p. 510).

Las cisteino proteasas poseen en su centro catalitico un residuo de Cys, (Jordan,
Galindo, Cena y Gonzalez, 2000, p. 333). Este tipo de proteasas son responsables
de la hidrdlisis de proteinas como la hemoglobina; de la invasion de células
sanguineas y del procesamiento de proteinas. Al desempefiar varias funciones, se
relacionan con la generaciéon de enfermedades cardiovasculares y del cancer.
Dentro de este grupo se encuentra la papaina (Sjoberg y Shi, 2011, pp. 143-144;
Verma, Dixit y Pandey, 2016, p. 1).

Dentro de las metalo proteasas se tienen endo y exo enzimas. Dependen de metales
divalentes, como el Zn*?, para llevar a cabo su accion (Pascual, Moreno, Ros y
Vargas, 2015, p. 86). Son producidas por varios tipos celulares como el musculo
liso. Un ejemplo de exopeptidasa es la carboxipeptidasa A (Coronato, Laguens y
Girolamo, 2012, p. 496; Rodriguez, Orbe y Paramo, 2007, p. 960), dependiente del

zinc, que se encuentra en su centro activo para activar una molécula de agua, que



ataca al grupo carbonilo del enlace peptidico (Berg, Tymoczko y Stryer, 2007, p.
253).

Las aspartico proteasas poseen en su centro activo dos residuos de acido aspartico.
Este centro activo propicia una etapa de protonacion. Ademas, estos dos residuos
actuan sobre enlaces peptidicos que enlazan residuos de gran tamafio o aromaticos
(Pascual et al., 2015, p. 86). Los residuos Asp, crean enlaces en una molécula de
agua, que actua como puente. Es por ello que su mecanismo catalitico es de tipo
acido-base. Las aspartico proteasas se caracterizan por ser activas a valores de pH
acidos y por ser inhibidas por pepstatinas (Tramontin, 2014, p. 11; Voet y Voet,
2006, pp. 555-556). Son enzimas encargadas de varios procesos fisiolégicos como
la digestion de proteinas, pero también son las responsables de algunas
enfermedades como las Uulceras gastrointestinales. Dentro de las principales
aspartico-proteasas se encuentran la pepsina, la gastrina y la renina (Vizoso,

Vazquez, Martin, Lamelas, Rodriguez y Alonso, 2002, pp. 123-124).

Las proteasas glutamicas poseen un centro catalitico dual, que contiene un residuo
de acido glutamico y otro de glutamina. Por otro lado, las treonino proteasas poseen
en su centro activo una triada de residuos de treonina, acido glutamico o aspartico

y lisina (Pascual et al., 2015, p. 86).

1.4 PEPSINA

La pepsina (3.4.23.1), PE, es una enzima proteolitica que forma parte de la mucosa
gastrica. Es una de las tres principales enzimas proteoliticas del sistema digestivo,
las otras dos son la quimosina, también denominada renina, y la tripsina. Tiene
como funcion degradar las proteinas que se encuentran en los alimentos. Su forma

inactiva se denomina pepsinégeno (Campos y Sancho, 2003, p. 89).

La PE es una proteina monomeérica, que posee un peso molecular de 34,5 kDa y
esta formada por un alto porcentaje de residuos acidos. Posee una cadena
polipeptidica sencilla que contiene 327 restos de aminoacidos. Su centro activo esta

formado por los residuos Asp32 y Asp215 (Fersht, 1980, p. 319; Campos y Sancho,



2003, p. 89).

Para que sea activa se requiere protonar en su centro catalitico uno de sus dos
residuos de aspartato y desprotonar el otro (Worthington Biochemical Corporation,
2017). Esto se debe a que los residuos de Asp32 y Asp215 poseen valores de pKa
lejanos entre si. El pKa del Asp32 es de 1,4 y el pKa del Aps215 es de 4,5 (Antonov,
Ginodman, Kapitannikov, Barshevskaya, Gurova y Rumsh, 1978, p. 87).

La PE es activada en ambientes acidos como el del estbmago; mientras que, en un
ambiente neutro y a pH basico se desnaturaliza completamente (Meridor y
Gedanken, 2014, p. 67). El rango de pH en el cual esta enzima mantiene una alta

actividad proteolitica oscila entre 2 y 3 (Dev, Strugala y Dettmar, 2011, p. 3).

Dentro de los principales usos que tiene la pepsina se encuentra la fabricacion de
quesos y el analisis de proteinas. En adicion a estos usos, la pepsina es empleada
en la industria del cuero, pues permite remover el pelo del animal y tejidos proteicos

residuales, aun presentes después del lavado (Meridor y Gedanken, 2014, p. 67).

Para ser utilizada a nivel biotecnoldgico, la PE ha sido inmovilizada en diferentes
medios. Por ejemplo, se ha inmovilizado en resinas, geles y polisacaridos (Patel y
Kharat, 2012, p. 5 016). La inmovilizaciéon de PE en quitosano, por entrecruzamiento
con glutaraldehido, ha permitido mantener la estabilidad estructural de la enzima y
evitar su desnaturalizacion a altas temperaturas, ya que conserva un 60 % de la
actividad proteolitica a 50 °C (Salazar et al., 2014, pp. 141-145).

1.2 INMOVILIZACION DE ENZIMAS
1.2.1 GENERALIDADES
La inmovilizacién es un proceso que permite confinar una enzima en una regién

determinada, con la finalidad de retener su actividad catalitica y de reutilizarla varias

veces (Arroyo, 1998, p. 2). La importancia de realizar una inmovilizacién de enzimas



radica en que permite mejorar su estabilidad, lo cual conlleva a que sea utilizada en

varios ambitos, como por ejemplo industrial, biotecnoldgico, alimentario, entre otros.

Para realizar inmovilizaciones enzimaticas existen métodos fisicos y quimicos. Entre
los métodos fisicos, se pueden mencionar a la unién por adsorcién, el atrapamiento
e inclusion en membranas; mientras que, dentro de los métodos quimicos, se
encuentran la union covalente a soportes y el reticulado (Meridor y Gedanken, 2014,
p. 68).

1.2.2 SELECCION DEL SOPORTE DE INMOVILIZACION

Para que se dé una buena inmovilizacion enzimatica, es necesario que se
seleccione un adecuado soporte para inmovilizar, de acuerdo con la resistencia
fisica a la compresion y al ataque microbiano, la hidrofilicidad, la biocompatibilidad
y el bajo costo (Ochoa et al., 2011, p. 51). Para la matriz de inmovilizacion se utilizan
diversos materiales, los mas comunes son los polisacaridos (Nisha, Karthick y Gobi,
2012, p. 148).

La agarosa ha sido utilizada como soporte en diversas inmovilizaciones (Roldan,
Blasco, Huertas, Caballero, Moreno y Luque, 2005, p. 306), porque es un soporte
poroso que permite una alta captacion enzimatica (Ochoa et al., 2011, p. 52); que,
ademas, posee caracter hidrofilico que facilita, de ser necesaria, la unién de la
coenzima con la apoenzima; no posee grupos con carga, lo cual evita una adsorcién

no especifica de la enzima; es de facil obtenciéon y de bajo costo (Guijarro, 2013,
p. 9).

1.2.3 TIPOS DE INMOVILIZACION

Como se dijo anteriormente, existen diferentes métodos de inmovilizacion

enzimatica, entre los cuales los mas utilizados son la adsorcion, la unidon covalente

y el atrapamiento (Romero, Mejia, Sanchez, Balagurusamy y Luévanos, 2014, p. 2).



En la Figura 1.1. se esquematizan estos tres tipos de inmovilizacién.

Figura 1.1. Inmovilizacidon de enzimas. (A) Adsorcion; B) Unidn covalente; (C)

Atrapamiento
(Roldan et al., 2005, p. 306)

La inmovilizacion por enlace covalente es uno de los métodos mas utilizados para
inmovilizar enzimas, el cual generalmente involucra la union de la enzima soluble a
un soporte insoluble. Se activan los grupos quimicos del soporte para que

reaccionen con los nucledfilos de las proteinas (Romero et al., 2014, p. 2).

Se genera una union estable y fuerte entre los grupos funcionales de los residuos
de aminoacidos de la enzima y los grupos funcionales de la superficie de la matriz
de inmovilizacion. Los grupos funcionales de las cadenas laterales de los residuos
de aminoacidos que pueden participar en esta union son los grupos amino (-NHz),
hidroxilo (-OH) y carboxilo (-COOH) (Nisha, Karthick y Gobi, 2012, p. 148).

La inmovilizacién por adsorcion corresponde a un meétodo de inmovilizacion
reversible, debido a que bajo condiciones diferentes se puede desprender la enzima

inmovilizada. La adsorcion puede ser fisica o por intercambio idnico. En la adsorcidn



fisica la union se da gracias al contacto de la enzima con un adsorbente activo, el
cual atrae y retiene a la enzima por medio de interacciones hidrofébicas, puentes de

hidrogeno o fuerzas de Van der Waals.

Por otro lado, la adsorcion de enzimas por intercambio idnico se da por la
combinacion de interacciones salinas e hidrofébicas. Para lo cual se emplean geles
de intercambio i6nico, como el DEAE-Sephadex que actua como un intercambiador
anionico; o, las resinas de intercambio i6nico, DEAE-Sepharosa, CM-Sepharosa,
silica gel y 6xido de aluminio (Roldan et al., 2005, p. 306; Guisan, 2006, pp. 23-24;
Romero et al., 2014, p. 2).

Por ejemplo, el intercambiador aniénico DEAE-Sepharosa CL-6B ha sido utilizado
para inmovilizar la enzima acida B-Galactosidasa fungica, en un estudio de
obtencidon y caracterizaciéon de un biocatalizador para tratar un efluente de la
industria lechera. La enzima fue inmovilizada en el soporte por adsorcion ionica.
Con este proceso, se obtuvo un porcentaje de actividad enzimatica inmovilizada del
60 % y un porcentaje de retencion de actividad funcional del 99 % (Zamisch y
Batista, 1999, pp. 106-107).

Este tipo de inmovilizacion se produce cuando la solucién de enzima se pone en
contacto con un soporte adsorbente por un determinado tiempo (2 — 48 h), para
después lavar el soporte y retirar la enzima que no haya sido inmovilizada. La
ventaja de esta inmovilizacion radica en que se retienen altos porcentajes de la
actividad proteolitica de la enzima inmovilizada. Sin embargo, la unién al soporte es
muy susceptible a cambios en pH, temperatura y fuerza iénica (Ochoa et al., 2011,
p. 49).

En la Tabla 1.1. se muestra una comparacion entre las caracteristicas
fundamentales de la inmovilizacion por enlace covalente y la inmovilizacién por

adsorcion a resinas de intercambio idnico.



Tabla 1.1. Comparacion de los métodos de inmovilizacién por enlace
covalente y por adsorcion

camacreristica | RO | Absonaion "
Preparacion Compleja Sencilla
Costo Alto Bajo
Intensidad de la union Fuerte Débil
Pérdida de enzima No Si
Aplicabilidad Selectiva Amplia
Proteccion microbiana No No
Problematica principal Alto COStO;’aIr);?SHC;I;?I?;; de enzima Pérdidas de enzima

(Roldan et al., 2005, p. 308)

1.3 INHIBICION DE PROTEASAS

1.3.1 FAMILIAS DE INHIBIDORES PROTEOLITICOS

Debido a que las enzimas proteoliticas en altas concentraciones pueden afectar de
manera patogénica a un organismo, se debe controlar su actividad. Una forma de
controlarla radica en la interaccion de la enzima activa con proteinas que inhiban su
actividad de manera especifica (Habib y Majid, 2007, p. 69). Entonces, para lograr
que disminuya la actividad proteolitica de una enzima se requiere de IP. Los cuales
se clasifican dentro de las siguientes familias: Kunitz, Bowman-Birk, Arrowhead,
Papa o Patata, Rapeseed, Squash, entre otros (Paiva, Pontual, Coelho y Napoleao,
2013, p. 642).

Los inhibidores Kunitz poseen un peso molecular que oscila entre 18 y 22 kDa
(Paiva, Pontual, Coelho y Napoledo, 2013, p. 642). Generalmente, inhiben a las
serino proteasas, pero también inhiben a las cisteino y aspartico proteasas. Se
encuentran de manera abundante en el reino vegetal, especialmente en legumbres
y cereales. Poseen un sitio activo y dos puentes disulfuro. Como ejemplo de las
proteasas que inhiben se tiene, como aspartico proteasa a la catepsina D; como
cisteino proteasa, a la papaina; y, como serino proteasa, a la tripsina (Habib y Majid,
2007, p. 74).



Los inhibidores Bowman-Birk son altamente estables debido a que poseen dos
puentes disulfuro. Tienen dos sitios reactivos que pueden unirse a dos proteasas o
a dos moléculas pertenecientes a una misma enzima (Paiva, Pontual, Coelho y
Napoledo, 2013, p. 642). Por lo general, se encuentran en semillas, pero también
se han encontrado en hojas. Los que provienen de semillas de plantas
dicotiledéneas presentan una cadena polipeptidica de 8 kDa. Su sitio activo es
especifico para tripsina, elastasa y quimotripsina (Habib y Majid, 2007, p. 73). Los
inhibidores provenientes de semillas de monocotiledéneas son de dos tipos. El uno
posee un sitio activo y presenta una cadena polipeptidica de alrededor de 8 kDa;
mientras que, el otro tipo tiene una cadena polipeptidica de 16 kDa y presenta dos
sitios reactivos (Habib y Majid, 2007, p. 74).

Los inhibidores Arrowhead se componen de 179 residuos de aminoacidos, con 3
puentes disulfuro. Presentan inhibicidn frente a las serino proteasas como la tripsina
y la quimotripsina. No poseen una secuencia homoéloga en su estructura (Xie, Luo,
Xuy Chi, 1997, p. 5 846).

Los inhibidores de Papa o Patata han sido descubiertos en el tomate y en la papa.
Presentan inhibicién ante las serino proteasas como la quimotripsina (Turra y Lorito,
2011, p. 374). Los que pertenecen al tipo | son monomeéricos, con un peso molecular
de alrededor de 8 kDa y no poseen puentes disulfuro. Por otro lado, los inhibidores
de tipo Il se componen de diversas unidades de repeticion, que varian entre uno y
ocho. Presentan especificidad frente a quimotripsina y elastasa (Jamal, Pandey,
Singh y Khan, 2013, p. 16).

Los inhibidores Rapeseed son inhibidores de las serino proteasas, provenientes de
la canola (Brassica napus), planta rica en proteina. Estan compuestos por péptidos
cuyo peso molecular oscila entre 6,1 y 8,4 kDa, unidos por puentes disulfuro
(Ceciliani, Bortolotti, Menegatti, Ronchi, Ascenzi y Palmieri, 1994, p. 221; Vioque,
Sanchez, Clemente, Pedroche, Mar y Millan, 2000, p. 81).

Los inhibidores Squash, que poseen de 27 a 34 residuos, pertenecen a una de las
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familias de inhibidores con peso molecular mas pequefio que existe frente a las
serino proteasas. Participan en mecanismos de defensa frente a insectos,
patdgenos o plagas. Contienen 6 residuos de cisteina y 3 puentes disulfuro en su
estructura (Chiche et al., 2004, pp. 341y 342).

1.3.2 TIPOS DE INHIBICION

La inhibicion de la actividad enzimatica tiene dos mecanismos, la irreversible y la
reversible. Se denomina irreversible a aquella inhibicion en la cual el inhibidor se
une de manera covalente a la enzima, esta union es muy fuerte y su disociacion es
lenta. Por el contrario, la inhibicién reversible disocia rapidamente el complejo
enzima-inhibidor (El); dentro de este tipo de inhibicidon, se tiene la inhibicion
competitiva, acompetitiva y no competitiva (Moran, Horton, Scrimgeour y Perry,
2012, pp. 149-151; Voet, Voet y Pratt, 2013, pp. 374-377).

En la inhibicion competitiva, el sustrato y el inhibidor se unen a la enzima libre en el
mismo sitio, por lo cual ambos compiten por él. En la inhibicibn acompetitiva, el
inhibidor se une unicamente al complejo enzima-sustrato (ES) (Moran et al., 2012,
p. 149). Mientras que, en la inhibicién no competitiva, en contraste con la inhibicion
competitiva, el inhibidor no se une al mismo sitio al que se une el sustrato (Donoso,
2006, p. 4); la union a la enzima se da en un lugar diferente al sitio activo, lo cual
modifica la estructura tridimensional de la enzima (Prendes, Garzon y Castillo, 2010,
p. 120). Sin embargo, se impide la formacién de productos. Esto se debe a que la
afinidad de la enzima por el sustrato se mantiene, por lo cual su disociaciéon se
dificulta (Jacubowski, 2017). Ademas, la inhibicion no competitiva puede ser no

competitiva pura o mixta, no competitiva acompetitiva y no competitiva competitiva.

Se tiene una inhibicion no competitiva pura cuando el inhibidor se une a la E y al
complejo ES con igual afinidad; en la inhibicion no competitiva-acompetitiva el
inhibidor se une al complejo (ES) y en la inhibicion no competitiva-competitiva el

inhibidor se une a la enzima libre (Voet et al., 2013, pp. 374-376).
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1.4 PURIFICACION DE INHIBIDORES DE PROTEASAS

Para estudiar la estructura y el mecanismo de accion de un inhibidor proteolitico es
necesario purificarlo. Para ello, se necesita tener a los inhibidores aislados con base
en sus diferencias fisicas o quimicas. Entre las caracteristicas que se toman en
cuenta para aislar a un inhibidor estan el tamafo y la afinidad que tiene de union a

ligandos especificos (Lodish et al., 2005, p. 86).

Para purificar inhibidores de proteasas se tienen varias técnicas, las cuales pueden
ser de baja 0 de alta resolucion. Dentro de las de baja resolucion se tiene a la
ultrafiltracién por exclusion molecular, al tratamiento caldrico y a la precipitaciéon de
proteinas con sales como sulfato de amonio; mientras que, en las de alta resolucion
se tiene a la cromatografia que puede ser de afinidad, por exclusién de tamafio o

por intercambio iénico (Devlin, 2004, pp. 140-145; Koolman y R6hm, 2004, p. 78).

1.4.1 ULTRAFILTRACION POR EXCLUSION DE TAMANO

La ultrafiltracion centrifuga es una técnica que permite separar proteinas por sus
pesos moleculares, a través de membranas semipermeables con tamano de poro
conocido. Con este tipo de purificacion de proteinas se obtienen dos fases: el

permeado y el retenido (Baynes y Dominiczak, 2011, p. 15).

Las proteinas de mayor peso molecular se quedan retenidas; mientras que, las de
menor peso conforman el permeado (Almécija, 2007, p. 56). Esta técnica permite
concentrar, separar y fraccionar las proteinas. La separacion se debe a la presion o
a la aplicacion de una fuerza centrifuga sobre la disolucion (Kubota, Hashimoto y
Mori, 2008, p. 104).

1.42 TRATAMIENTO CALORICO

Los inhibidores de proteasas pueden ser purificados mediante la aplicacion de calor.
Sin embargo, al ser proteinas pueden desnaturalizarse si sobrepasan una
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temperatura o tiempo de aplicacion de calor. Los IPP son estables a temperaturas
que oscilan entre los 60 y 80 °C, esto depende del tipo de variedad que se utilice y
demas factores agronémicos propios de las semillas, como por ejemplo la época de
cosecha (Voet y Voet, 2006, p. 137).

Por tal motivo, el tratamiento cal6rico es una via de purificacion de IPP, debido a
que se logra la eliminacion de otras proteinas poco estables presentes en los
extractos acuosos (Voet y Voet, 2006, p. 137). Por lo cual, se recomienda para
purificar inhibidores proteoliticos obtenidos a partir de semillas, se caliente a 60 °C,

durante unos 30 min (Elizalde, Porrilla y Chaparro, 2009, p. 49).

1.43 PRECIPITACION DE PROTEINAS POR SULFATO DE AMONIO

Otro de los tratamientos que se aplica para purificar proteinas es la precipitacion
salina. Por lo general, se utiliza sulfato de amonio (NH,),SO,, debido a que es una

sal altamente soluble, lo cual permite que las proteinas se fraccionen segun su
solubilidad (Koolman y R6hm, 2004, p. 78). La cantidad de sulfato de amonio que
se agrega a la solucién depende de la proteina que se desee purificar. Una vez
realizado este tipo de precipitacion, la solucién queda con altas concentraciones de
sal, por tal motivo se debe eliminar la sal de las muestras. Esta eliminacion se puede
realizar por varias técnicas, como por ejemplo: ultrafiltracion centrifuga con
membranas de bajo tamafo de poro o mediante dialisis (Duong y Gabelli, 2014, p.
87).

1.4.4 TIPOS DE CROMATOGRAFIiA

Existen varios tipos de cromatografia, entre los mas importantes se encuentran la

cromatografia de afinidad, de exclusion molecular y de intercambio iénico.

La cromatografia de afinidad es una técnica de purificacion de proteinas de alta

resolucidn. Consiste en pasar una fase movil por una fase estacionaria para que la
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proteina de interés se una de forma reversible y especifica a la fase estacionaria.
Esta fase puede estar constituida por geles de sepharosa modificados (Ritchie,
2012, p. 5). Esta técnica aprovecha las propiedades de especificidad que tienen las
proteinas para unirse a otras moléculas, como por ejemplo sustratos o inhibidores
proteoliticos (Brandt, Anderka, Kieb, Ridinger y Plenikowski, 2008, p. 107).

En la Figura 1.2. se representa graficamente la cromatografia de afinidad

inmunoldgica con anticuerpos como ligandos y su posterior elucion.
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Figura 1.2. Cromatografia de afinidad
(Lodish et al., 2005, p. 91)

La cromatografia de afinidad tiene la capacidad de unir proteinas de manera
especifica a moléculas del ligando. El soporte de cromatografia contiene al ligando.
Las proteinas que han sido ligadas al soporte son eluidas al variar la concentraciéon
de sal y/o al cambiar el valor de pH. La capacidad de separacién de proteinas
mediante esta técnica depende del ligando que se ha seleccionado (Lodish et al.,
2005, p. 92).
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La matriz utilizada en el relleno de la columna cromatografica debe ser altamente
porosa. Ademas, para asegurar la union covalente del ligando con la matriz, debe

tener un elevado numero de grupos funcionales (Voet, et al., 2013, p. 102).

Como se menciono en el acapite 1.4., se tienen diferentes tipos de cromatografia.
La cromatografia de exclusion molecular consiste en separar proteinas de acuerdo
con su tamano en un gel poroso. Las proteinas que eluyen primero son las de mayor
tamano; mientras que, las pequefias se demoran en eluir debido a que penetran las
porosidades del gel (Devlin, 2004, p. 143).

Por otro lado, se tiene la cromatografia por intercambio iénico. Esta cromatografia
consiste en separar las proteinas con base en la diferencia de sus cargas. En esta
técnica se utilizan soportes que poseen en su superficie grupos carboxilo o amino,
que les otorga cargas negativas o positivas a pH 7. Es por ello, que segun la carga
del soporte, las proteinas con carga contraria seran las unicas en unirse al soporte;
mientras que, las que poseen igual carga o carga nula eluiran facilmente a través
de la columna (Lodish et al., 2005, p. 90).

1.5 CARACTERIZACION DE INHIBIDORES PROTEOLITICOS

1.5.1 CARACTERIZACION CINETICA

Las enzimas tienen la capacidad de catalizar las reacciones celulares. De manera
general, el comportamiento cinético de estas reacciones se describe mediante la

ecuacion [1.1], propuesta por Michaelis-Menten.

E+S 5 ES — E+P [1.1]

Como se puede observar en la ecuacion [1.1], las reacciones enzimaticas en primer
lugar forman el complejo ES. Esta etapa se da de manera reversible y rapida. Una
vez formado, el ES se transforma en producto P y enzima libre E. El proceso de
obtencion de P de la reaccion es una etapa irreversible y lenta, que permite
determinar la velocidad de reaccion global (Vo) (Voet et al., 2013, pp. 361-362). La
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relacion que existe entre la Vo y la [S] para una E, que obedece a la cinética de

Michaelis-Menten, se representa en la Figura 1.3.

Vmax

<
3
-
>

38 ]

o

Velocidad de reaccion (Vo)

v

Concentracion de sustrato [S] —»

Km

Figura 1.3. Representacion grafica de la cinética de Michaelis-Menten
(Berg, Tymoczko y Stryer, 2007, p. 217)
Como se observa en la Figura 1.3., la Vo de una reaccién enzimatica es dependiente
de la [S]. Es decir, la Vo aumenta conforme se incrementa la [S], hasta que la
reaccion se satura con S, ahi aparece la velocidad maxima (Vmax), la cual se
obtiene de manera asintética (Berg, Tymoczko y Stryer, 2007, p. 217; Hill, Wyse y
Anderson, 2004, p. 48).

La constante de Michaelis-Menten (Km) representa la [S] que produce la mitad de
la Vmax de la reaccidén enzimatica (Berg, Tymoczko y Stryer, 2007, p. 217). El valor
de Km incrementa cuando la afinidad entre la E y el S disminuye (Nelson y Cox,
2013, pp. 203-204).

Las reacciones enzimaticas se asocian con las denominadas cinéticas de
saturacion. Existen dos tipos de cinética de saturacién, la cinética sigmoide vy la
cinética hiperbdlica (Hill et al., 2004, p. 48).

La cinética sigmoide se presenta en las enzimas reguladoras, que al tener por lo

menos dos sitios activos para que se enlace el sustrato, permiten la existencia de
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este tipo de cinética, la cual se manifiesta por la transicién cooperativa de varios

centros activos a través de estados de baja y de alta actividad (Muller, 2008, p. 181).

Por otro lado, la cinética hiperbdlica indica la falta de cooperatividad en el
enlazamiento del sustrato (Peretd, Sendra, Pamblanco y Bano, 2007, p. 118). Se
presenta cuando cada una de las moléculas de la enzima implicada poseen un solo

lugar de union para el sustrato (Hill et al., 2004, p. 48).

En la Figura 1.4. se ejemplifica la cinética hiperbdlica, la cual es un tipo de cinética

de saturaciéon, que obedece al modelo de Michaelis-Menten.

Reaccion saturada

Velocidad de reaccidn

@ zo go%é . Enzima

@ O} Sustrato

Concentracion de sustrato

Figura 1.4. Cinética hiperbdlica
(Hill et al., 2004, p. 48)
De manera cuantitativa, la relacion que existe entre la actividad de una enzima y la
[S] esta representada por la ecuacion [1.2], que define la velocidad para una

reaccion enzimatica.

Voo XIS
Vo_ max []

Donde:
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Vo: Velocidad inicial de reaccion, en U/mL
Vmax: Velocidad maxima, en U/mL
[S]: Concentracion de sustrato, en mM

Km: Constante Michaelis-Menten, en mM

La ecuacion de Michaelis-Menten puede transformarse en la ecuacion de una linea
recta, para facilitar el calculo de los valores de las constantes cinéticas: Vmax y Km.
Para realizar esta transformacion se tienen varios métodos, el mas utilizado es el de
los dobles reciprocos, también denominado ecuacion de Lineweaver-Burk (Castillo,
2005, p. 301). La ecuacioén [1.3] relaciona el inverso de la Vo con respecto al inverso
de la [S]. El valor de los parametros cinéticos se puede obtener a partir del siguiente
grafico (Nelson y Cox, 2013, p. 204).

Pendiente = Km
Vmax

Vmax

= ]

Figura 1.5. Linealizacion de la ecuacion Michaelis-Menten, de acuerdo con el método de

Lineweaver-Burk
(Nelson y Cox, 2013, p. 204)

1 Km 1
= +
Vo V_.I[S] V_.

max

[1.3]

Como se menciond en el acapite 1.3.2, existen diferentes tipos de inhibicion,
competitiva, acompetitiva y no competitiva o mixta (Moran et al., 2012, pp. 149-151;
Voet et al., 2013, pp. 374-377).
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La cinética de la inhibicidn competitiva radica en que aumenta la Km debido a que
se necesita de mayor cantidad de sustrato para alcanzar la Vmax; mientras que, la

Vmax se mantiene constante (Pefna, Arroyo, Gomez, Tapiay Gomez, 2004, p. 204).

En la inhibicibn acompetitiva, la Vmax y la Km disminuyen debido a que varias
moléculas de E se transforman al complejo ESI (Moran et al., 2012, p. 149; Voet et
al., 2013, p. 375).

Por otro lado, se tiene la inhibicibn no competitiva, que como se dijo con
anterioridad, puede denominarse mixta. Esta inhibicidon se da por la presencia de
mas de un sustrato que dan lugar a la formacién de complejos inactivos El y ESI.
En este caso, el | no se enlaza al mismo sitio que el S. A consecuencia de esto, la
Vmaxy la Km son afectadas, pero no necesariamente cambian de la misma manera.
La Vmax disminuye mientras que la Km se mantiene constante (Moran et al., 2012,
pp. 149-150; Voet et al., 2013, p. 374). De esta manera, se tienen dos tipos de

inhibicion, la competitiva y la no competitiva (Pereto et al., 2007, p. 110).

Los cambios que sufren Km y Vmax se corrigen mediante un factor (x y/o «'). Este
factor junto a la concentracidn de inhibidor permite determinar el grado de afinidad
que tiene el inhibidor hacia la enzima (Ki). La ecuacion [1.4] indica esta relacion
(Nelson y Cox, 2013, pp. 207-208).

=1+ [1.4]

Donde:

o: Factor alfa
[1l: Concentracion del inhibidor

Ki: Constante de inhibicion

En la Figura 1.6. se visualizan los diferentes tipos de inhibicion en las graficas de

los dobles reciprocos.
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a)
b) o)

1/Vo 11Vo 1/Vo

Sin inhibidor o
Sin inhibidor

Sin inhibidor

Figura 1.6. Grafico de los dobles reciprocos propuesto por Lineweaver y Burk a)
Inhibicidon competitiva; b) inhibicidn acompetitiva y c) Inhibicién no competitiva
(Garrido et al., 2006, p. 215; Voet et al., 2013, pp. 375)

1.5.2 CARACTERIZACION MOLECULAR

Para la caracterizacion molecular de proteinas se tienen varias técnicas, entre las
cuales estan la electroforesis y la cromatografia liquida de alta resolucion

denominada (HPLC) (Hernandez, Compte, Quesada y Rodriguez, 2009, p. 3).

La técnica de electroforesis consiste en separar moléculas segun su movilidad, en
un campo eléctrico, a través de un soporte (Becerril, 2008, p. 1). Los geles mas
utilizados para realizar electroforesis son la poliacrilamida y la agarosa. La
poliacrilamida es usada con mucha frecuencia como soporte, debido a que es
quimicamente inerte, facil de preparar y forma geles transparentes, que permiten
visualizar las bandas formadas. Los geles de poliacrilamida para electroforesis se
forman a partir de la polimerizacion de la acrilamida con la bisacrilamida. Estos geles
separan las biomoléculas por sus tamafios moleculares, ya que las moléculas de
bajo tamafio molecular atraviesan el soporte con mas rapidez que las moléculas
grandes (Garcia, 2000, p. 32).

La electroforesis con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) separa proteinas v,

también permite determinar su punto isoeléctrico (Voet y Voet, 2006, p. 153). EI SDS
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es un detergente anidnico que desnaturaliza, solubiliza las proteinas y les otorga
carga negativa, con lo cual se facilita la movilidad relativa de las proteinas hacia el
anodo a través del gel (Labome, 2016). El tratamiento con SDS permite eliminar las
diferencias de forma entre las subunidades de las proteinas multiméricas. Por lo
cual, el unico determinante que existe en la velocidad de migracion de las proteinas
es el tamafio de la cadena polimérica, cuando difieren al menos en un 10 % de su

peso molecular (Lodish et al., 2005, p. 87).

Las proteinas que se utilizan en la electroforesis son previamente desnaturalizadas
e ingresan a los pocillos formados en el gel concentrador. Para desnaturalizarlas,
se utiliza una solucién que contiene SDS, 2-mercaptoetanol y azul de bromofenol.
El 2-mercaptoetanol es un agente reductor que rompe los puentes disulfuro al
reducirlos a grupos tioles. El azul de bromofenol es un colorante utilizado para
visualizar el avance de la electroforesis, mediante el seguimiento del denominado
frente electroforético (Velga, 2013, p. 9; Lomonte, 2002, pp. 92-95; Solari, 2004,
p. 43). Al terminar la corrida electroforética, se sumerge el gel obtenido en una
solucion de coloracion que puede ser de azul de Coomasie y luego en una solucién

de decoloracion para observar las bandas generadas (Lomonte, 2002, p. 95).

Para la determinacion del peso molecular de las muestras, se emplea la movilidad
electroforética relativa (Rf), que representa la migracion de las proteinas con
respecto al frente electroforético (Universidad Nacional de Quilmes, 2010, p. 3). La

Rf se calcula con la ecuacion [1.5].

_ Distancia de migracion de la muestra
f Longitud de corrida total del gel

[1.5]

Una vez calculada la R; para cada una de las bandas generadas en el gel, se
procede a determinar el PM de las mismas, mediante una curva de calibracion del
logaritmo del PM establecido para cada una de las bandas del estandar frente al R,

calculado para cada una de ellas. Como resultado se tiene una recta de pendiente
negativa, sobre la cual se puede interpolar para estimar el PM de las muestras

deseadas.
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PARTE EXPERIMENTAL

MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

MATERIALES

Agitadores magnéticos

Celdas de cuarzo para espectrofotdmetro

Columna de vidrio de 23,5 cm de longitud

Embudos con frita

Filtro de jeringa

Jeringas de 3y 5 mL

Matraces aforados de 5, 10, 25, 50, 100, 250y 1 000 mL

Micropipetas de 10 — 1 000 L

Filtros Millipore de 0,45 pm

Probetas de 10, 50 y 100 mL

Semillas certificadas de amaranto (Amaranthus caudatus L.), arveja (Pisum
sativum L.), chocho (Pisum sativum L.), frejol (Phaseolus vulgaris L.), quinua
(Chenopodium quinoa willd) y sangorache (Amaranthus hybridus L.) del
Instituto Nacional Autonomo de Investigaciones Agropecuarias, INIAP,
Estacion Santa Catalina.

Tubos de centrifuga

Tubos Eppendorff

Tubos Millipore Amicon Ultra para Ultracentrifugacion, con tamafo de poro
de 10 y 50 kDa

Vasos de precipitacion de 50, 100, 250, 500 y 1 000 mL

EQUIPOS

Balanza analitica, ACCULAB, 110 g, 0,0001 g
Bomba de vacio, DENTSPLY, modelo C2428
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Bomba peristaltica, GILSON, modelo Miniplus 2

Centrifuga, WIFUG, modelo 2 000 E, 5 800 rpm

Equipo de electroforesis, Thermo Electron Corporation, EC 250-90
Espectrofotometro UV-Visible, Hitachi, modelo U -1 900

pHmetro, JENWAY, modelo 3 510

Rotavapor, IKA, modelo RV10B599

Sistema de cromatografia, Pharmacia, modelo LKB — FRAC 100

REACTIVOS

Acetato de sodio anhidro, grado analitico, Mallinckrodt Chemical
Acido acético, 99 % de pureza, Riedel-de Haén AG

Acido clorhidrico, 37 % de pureza, J.T. Baker

Acido tricloroacético, grado analitico, SIGMA

Acrilamida, grado electroforesis, Bio — Rad

Azul brillante de bromofenol, grado electroforesis, SIGMA
Azul brillante de Coomasie, grado electroforesis, MERCK
Bisacrilamida, grado electroforesis, Bio — Rad

Caseina, grado analitico, MERCK

Cloruro de sodio, grado analitico, MERCK
DEAE-Sepharosa CL-6B, Pharmacia AB Biotechnology
Dimetil formamida, 99 % de pureza, Mallinckrodt Chemical
Dodecil sulfato de sodio, grado electroforesis, SIGMA
Fosfato monobasico de sodio, 99 % de pureza, SIGMA
Hidréxido de sodio, grado analitico, BDH Laboratory
Pepsina, 250 U/mg, SIGMA

1—Propanol, pureza 99 %, BDH Laboratory

22
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2.2 SELECCION DE LOS EXTRACTOS CON MAYOR ACTIVIDAD
INHIBIDORA ESPECIFICA A PARTIR DE LAS SEMILLAS DE
AMARANTO, ARVEJA, CHOCHO, FREJOL, QUINUA O
SANGORACHE

2.2.1 OBTENCION DE EXTRACTOS ACUOSOS DE SEMILLAS
SELECCIONADAS DE AMARANTO (Amaranthus caudatus L.), ARVEJA
(Pisum sativum L.), CHOCHO (Pisum sativum L.), F REJOL (Phaseolus vulgaris
L.), QUINUA (Chenopodium quinoa willd) Y SANGORACHE (Amaranthus
hybridus L.)

Inicialmente, se desengrasaron las harinas obtenidas a partir de la molienda de cada
una de las semillas mencionadas. El proceso de desengrasado, que se realizd
mediante el método adaptado por Echeverria (2014, p. 38); consistio en la aplicacion
de diferentes etapas de extraccion solido-liquido con 1—propanol, en una relacion
1:4 (harina: solvente), hasta que el solvente no mostrd turbidez. Se determiné el
porcentaje que representa la cantidad de grasa removida respecto a la masa inicial
y se expresO como porcentaje en relacion con el contenido de grasa establecido en
el analisis proximal de las semillas dado por el Instituto Nacional de Investigaciones
Agropecuarias (INIAP) (2009). El detalle de este proceso se puede observar en la

Figura Al.2 del Anexo I.

Una vez desengrasadas las harinas, se procedio a obtener los extractos acuosos
de cada una de ellas. Se peso la harina de cada semilla y se afadié tampdn fosfato
0,1 M pH 2,2, en una relacion peso:volumen de 1:5. Posteriormente, se mantuvo en
agitacion constante durante 1,5 h, para obtener una mezcla homogénea. Después
de ese tiempo, se centrifugd a 850 x g, durante 30 min. El sobrenadante de cada
una de las harinas se colocd en tubos para centrifuga para ultrafiltrar con una
membrana de 50 kDa a 2 000 x g, durante 45 min. Se recolectaron los permeados
que se denominaron extractos crudos (Echeverria, 2014, p. 92). El proceso de

obtencion de extractos acuosos se detalla en la Figura Al.4 del Anexo I.
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2.2.2 SELECCION DE LOS EXTRACTOS ACUOSOS CON MAYOR ACTIVIDAD
INHIBIDORA FRENTE A PEPSINA

En primer lugar, se determiné la actividad proteolitica de la enzima soluble, segun
el método desarrollado por Kakade, Swensony Liener (1970, pp. 256-257) y Jacome
(2015, pp. 47-48); modificado. Para cuantificar la actividad proteolitica de pepsina
en ausencia del inhibidor, se colocaron en un tubo de ensayo 0,5 mL de la solucién
enzimatica (5 mg/mL) y 1,5 mL de tampodn fosfato 0,1 M, pH 2,2. Esta solucién se
mantuvo a 37 °C, durante 15 min. Posteriormente, se colocaron 2 mL de caseina al
1 % (p/v), se incubd la mezcla de reaccion por 10 min y se detuvo la reaccion con 6
mL de solucion de TCA. Luego, se dejo reposar la mezcla a temperatura ambiente,
durante 30 min. Terminado este tiempo, se filtré y se midié la absorbancia a 275 nm
frente al blanco que se prepard de la misma manera mencionada, con la diferencia
de que la solucion de TCA se colocé antes de la solucidon de caseina. El esquema
de la determinacion de actividad proteolitica de pepsina se encuentra en la Figura
Al.1 del Anexo I.

Para calcular la actividad de pepsina, (AE), en U/mL a partir del promedio de tres
lecturas de absorbancia a 275 nm (h), con caseina como sustrato, se utilizé la
ecuacion [2.1], propuesta por Becker, Makkar y Siddhuraju (2007, p. 9). Un ejemplo

de calculo se presenta en el Anexo Il.1.

AE= [2.1]

Para determinar la actividad inhibidora de los extractos, se midi6 la actividad de
pepsina en presencia del inhibidor. Para lo cual, se siguié el mismo método antes
enunciado, con la diferencia de colocar el extracto acuoso en lugar del tampon.
Posteriormente, se calculd la actividad inhibidora (Al), en U/mL de solucién proteica,
que se defini6 como la diferencia entre la actividad proteolitica de pepsina sin
inhibidor (AEsi) y con inhibidor (AEci) (Ruiz, 2017, p. 27). La actividad inhibidora
especifica (AIE) se determiné como la relaciéon entre la actividad inhibidora y la
concentracion de proteina de cada extracto [P], determinada mediante la medicién

de la A a 280 nm y expresada en mg/mL (El-Yassi, 2012, p. 2), como se indica en
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el Anexo Il. Para la determinacion de la Al y de la AIE se utilizaron las ecuaciones
[2.2] y [2.3], respectivamente. En el Anexo Ill se presenta un ejemplo de calculo de
la Al'y AIE.

Al = AEs| - AEci [2.2]
AlE = ﬂ 2.3
P] [2.3]

Con los valores de Al y AE se calcul6 el porcentaje de rendimiento de actividad
inhibidora (%RAIl) que representa el cociente entre la Al del extracto purificado por
su respectivo volumen, sobre la Al del extracto crudo por su volumen; mientras que,
el porcentaje de rendimiento de concentracion de proteina (%RCP), se calculd
mediante la relacién entre la [P] del purificado por su volumen y la [P] del extracto

crudo por su volumen.

Adicionalmente, se calculo el porcentaje de inhibicion como la relacion entre la Al y
la AE.

Para la seleccion del extracto con mayor potencial de inhibicion sobre pepsina, se
aplicé un disefio unifactorial cuya variable de entrada fue el tipo de semilla. Se
analizaron los seis tipos de semillas mencionados. La variable de salida fue la AIE
con tres repeticiones para cada semilla. El analisis de resultados se realizd con el
software Statgraphics Centurion XV, a través de un analisis de varianza (ANOVA)
con el 95 % de confianza y un test de rangos multiples con el método de Fisher LSD
(Least Significative Difference) o también denominado Método de la minima

diferencia significativa.

El extracto crudo con mayor actividad inhibidora especifica sobre pepsina se

seleccionod para su purificacién parcial.
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2.3 PURIFICACION PARCIAL DEL EXTRACTO CON MAYOR
ACTIVIDAD INHIBIDORA ESPECIFICA SOBRE PEPSINA

El extracto crudo con mayor actividad inhibidora especifica sobre pepsina fue

purificado parcialmente mediante la aplicacion de las siguientes técnicas.

En primer lugar, el extracto acuoso con mayor AIE se ultrafiltré por una membrana
de 10 kDa, durante 40 min, a 2 000 x g. Posteriormente, se recolectd por separado
el permeado y el retenido. Las dos fases recolectadas se sometieron a
calentamiento en bafio Maria a 60 °C, durante 30 min. Los sobrenadantes obtenidos
fueron tratados con sulfato de amonio, en un porcentaje de saturacién de 40 y 70.
Los precipitados fueron resuspendidos y desalinizados por ultrafiltracion a través de

una membrana de 3 kDa.

En cada etapa de la purificacion parcial, se determiné la Al, AIE y concentracion de
proteina para la fraccion del retenido y del permeado. Para determinar la cantidad
de proteina que disminuyd al aplicar cada uno de los procesos descritos, se

multiplicaron los valores obtenidos de [P] por el volumen final de cada fraccion.

Se realizé un analisis estadistico entre los GP obtenidos por precipitaciéon salina de
las fracciones del permeado y del retenido del extracto de quinua que presentaron
mayor AIE sobre pepsina. Este analisis se realizé para determinar que fraccion se

tenia que alimentar a la columna de afinidad.

Una vez evaluados los resultados del analisis estadistico entre los GP de ambas
fracciones, se determiné que el permeado y el retenido se debian purificar

selectivamente. Por lo que, se realiz6 la cromatografia de afinidad.

2.4 SELECCION DEL VALOR DE pH DE INMOVILIZACION DE
PEPSINA EN DEAE-SEPHAROSA CL-6B

Inicialmente, se acondiciond el soporte de inmovilizacion (DEAE-Sepharosa
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CL- 6B), para lo cual, se mezclaron 6 mL de gel, 300 mL de NaOH 0,1 My 60 mL
de agua destilada con agitacién constante, durante 3 h. Después, se filtré en una
frita y se lavo el gel de DEAE-Sepharosa CL-6B con 100 mL de tampdn fosfato 0,1
M, pH 2,0. A continuacion, se mezcld y agitd magnéticamente por 3 h el gel lavado
y el tampon fosfato. Posteriormente, se detuvo la agitacion, se dejo reposar la

mezcla durante 16 h, a temperatura ambiente (18 °C) y se filtro.

Una vez acondicionada la matriz, se realizé la inmovilizacién de pepsina mediante
intercambio ionico, con el método de Iborra, Obdn, Guardiola, Manjon y Canovas;
modificado (1992, pp. 340-345).

Para la incubacion se preparé una solucién enzimatica de 5 mg de pepsina / mL de
DEAE-Sepharosa CL-6B, en tampén HCI 0,01 M con 40 mM de NaCl para la
activacién de la enzima (Klomklao, Kishimura, Yabe y Benjakul, 2007, p. 688). Esta
solucion se mezcld con 6 mL del gel preparado, por 1 h. Al inicio y cada 15 min se
midié la absorbancia a 280 nm para determinar la concentracion de proteina
remanente en la mezcla de reaccion, con respecto al tiempo, durante el periodo de
incubacion (Iborra et al., 1992, pp. 340-345).

Una vez lograda la inmovilizacion, se filtro en frita el gel con la enzima fjiada y se
lavé la matriz con 50 mL de tampdn fosfato 0,1 M, pH 2,0, durante 30 min.
Posteriormente, se filtré y lavd nuevamente con dicho tampoén y por el mismo
periodo de tiempo. Se recolectaron el filtrado y los lavados; y, en ellos se midio la
absorbancia a 275 nm y 280 nm con la finalidad de determinar la actividad
proteolitica y la concentracion de proteina en cada solucion, respectivamente
(Kakade et al., 1970, pp. 256-257) y Jacome (2015, pp. 47-48); modificado.

Finalmente, y después del segundo lavado, se filtrd6 para obtener el preparado
inmovilizado, del cual se tom6 1 g para la medicion de la actividad proteolitica y el
resto del preparado inmovilizado se almacend en 25 mL de tampdn fosfato 0,1 M,
pH 2,0. En la Figura AlL.3 del Anexo | se muestra el esquema del proceso de
inmovilizacion de pepsina, en la matriz DEAE-Sepharosa CL-6B. Para la
determinacion de los parametros El, AEi y RAF se aplicaron las ecuaciones [A.4],
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[A.6] y [A.8]; respectivamente. Estas ecuaciones se encuentran descritas en el

Anexo Il al igual que el ejemplo de calculo de estos parametros.

2.5 PURIFICACION SELECTIVA MEDIANTE CROMATOGRAFIA
DE AFINIDAD DE LA FRACCION INHIBIDORA PURIFICADA
PARCIALMENTE

2.5.1 CORRIDA CROMATOGRAFICA

A partir del permeado y de retenido, se prepararon 5 g de Pepsina-DEAE-Sepharosa

CL-6B, como se indicé en el acapite 2.4.1.

Para proceder a purificar selectivamente, se llend la columna de 1,2 cm de diametro
con 7 mL de la matriz pepsina-DEAE-Sepharosa CL-6B hasta alcanzar una altura
de 6,3 cm. Con un flujo de entrada de 0,5 mL/ min se afadieron 5 mL de la fraccién
purificada parcialmente con mayor AEI sobre pepsina, seguido del tampon (Félix,
2008, p.40).

Luego, se recolectaron fracciones de 2 mL y en cada una se determind la
concentracion proteica y la actividad inhibidora mediante espectrometria UV.
Cuando en las fracciones se determind una concentracion de proteina alrededor de
cero, las proteinas retenidas en el relleno de la columna se eluyeron con KCI-HCI
1 M; en cada fraccion eluida se determind la concentracion de proteina y la actividad

inhibidora, segun el método descrito por Echeverria (2014, pp. 45-46), modificado.

Finalmente, se realiz6é el cromatograma correspondiente, mediante la grafica de la
[P] vs el numero de fraccién. El proceso mencionado, se hizo para la fraccion del
permeado y del retenido que fueron purificados parcialmente. Sobre el

cromatograma se representaron los valores de actividad inhibidora de cada fraccion.
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2.5.2 DISENO DE UN SISTEMA DE PURIFICACION DEL INHIBIDOR MAS
ACTIVO DE PEPSINA PRESENTE EN LOS EXTRACTOS ACUOSOS

Para el diseno del sistema de purificacion de pepsina, se determind el GP en cada
una de las etapas mencionadas en el acapite 2.3 y 2.5. El GP se obtuvo mediante
la relacion entre la AIE obtenida después de la purificacion y la AIE antes de cada
etapa purificada (Ruiz, 2017, p. 29). Todas las etapas se realizaron en serie y con
los GP logrados en cada una se procedié a evaluar estos valores mediante un
analisis estadistico con el software Statgraphics Centurion XV, a un nivel de
confianza del 95 % y con el método de LSD, para determinar si se debian eliminar
las etapas que no aporten a la purificacién selectiva por cromatografia, o a su vez,

combinarlas con esta técnica de purificacion final.

Con las etapas seleccionadas se disefid un sistema de purificacion de los
inhibidores de pepsina, que se puede apreciar en la Figura 3.10 del acapite 3.4.2.

Un ejemplo de calculo del GP se encuentra en el Anexo Alll.3.

2.6 CARACTERIZACION CINETICA Y MOLECULAR DEL
INHIBIDOR MAS ACTIVO DE PEPSINA

2.6.1 CARACTERIZACION CINETICA

La caracterizacion cinética de las fracciones purificadas selectivamente, se realizé
con los picos mas activos de la cromatografia de afinidad. Estos picos se agruparon
en lotes denominados R y P. El Lote P fue formado por los picos mas activos del

permeado y el Lote R, por los del retenido.
Se midié la AE de la pepsina en presencia de las fracciones que presentaron mayor
AIE y en ausencia de las mismas. Se utilizd caseina como sustrato, en

concentraciones de 3, 5, 7, 11 y 15 mg/mL. (Nelson y Cox, 2013, pp. 203-209).

La constante de Michaelis-Menten (Km), velocidad maxima (Vmax) y constante de
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inhibicion (Ki) se determinaron a partir del grafico de los dobles reciprocos de
Lineweaver-Burk. La Ki se determind con la ecuacion [1.4] del acapite 1.5.1. Un

ejemplo de calculo de los parametros cinéticos se encuentra en el Anexo V.

2.6.2 CARACTERIZACION MOLECULAR

Posteriormente, las fracciones purificadas por cromatografia de afinidad se
caracterizaron molecularmente, por medio de electroforesis desarrollada en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) con el método de Laemmli (1970, p.
680), modificado por Félix (2008, p. 43) y por Ruiz (2017, p. 30). La preparacioén de

la solucidon desnaturalizante se detalla en la Tabla AVI.1 del Anexo VI.

El estandar utilizado para los extractos crudos tuvo un peso molecular en el rango
de 10-100 kDa; mientras que, el estandar de los inhibidores estuvo en el rango de
2,56 y 17,20 kDa. Los geles se prepararon con un espesorde 1 mm y con 10y 16
% de poliacrilamida, respectivamente para el gel separador y para el gel
concentrador. Para iniciar la polimerizacién, en ambos casos, se anadieron 80 uL
de persulfato de amonio al 10,0 % y 10 uyL de TEMED. Se dejaron polimerizar
durante aproximadamente 15 min (Schagger y Von Jacow, 1987, p. 369; Félix, 2008,
p. 45; Bio-Rad, 2013, p. 12); modificado por Ruiz (2017, p. 30). Se aplicé un voltaje
constante de 110 V para el gel concentrador y de 150 V para el gel separador
método de Schagger y Von Jacow (1987, p. 369); modificado por Echeverria (2014,
pp. 48-49).

Finalmente, se sumergio el gel en una solucion fijadora, durante 30 min; y, en una
de tincion, durante 16 h, aproximadamente. Después, se procedié a destefiir los
geles con una solucion de decoloracién hasta que se pudieron visualizar las bandas
bien definidas. La determinacién del peso molecular de las proteinas se realizé a
partir de la movilidad relativa de las bandas visualizadas, con la ecuacién [1.5] (Voet
y Voet, 2006, p. 151). La preparacion de las soluciones utilizadas se indica en la
Tabla AVI.2 del Anexo VI.
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 SELECCION DE LOS EXTRACTOS CON MAYOR ACTIVIDAD
INHIBIDORA ESPECIFICA OBTENIDOS A PARTIR DE LAS
SEMILLAS DE AMARANTO, ARVEJA, CHOCHO, FREJOL,
QUINUA O SANGORACHE

La cantidad de grasa removida de las harinas de las semillas certificadas de
amaranto (Amaranthus caudatus L.), arveja (Pisum sativum L.), chocho (Pisum
sativum L.), fréjol (Phaseolus vulgaris L.), quinua (Chenopodium quinoa willd) y
sangorache (Amaranthus hybridus L), que permitieron la obtencién de los extractos

acuosos, se encuentra en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Cantidad de grasa removida en cada una de las

harinas
Harina Masa inicial Masa final Grasa removida Grasa ren:ovida
(2 (@ (2 (%)

Amaranto 50,00 47,10 2,90 66,06
Arveja 50,00 48,55 1,45 72,50
Chocho 50,07 43,02 7,05 74,49
Fréjol 50,08 48,70 1,38 82,26
Quinua 50,00 47,25 2,75 90,02
Sangorache 50,03 47,41 2,62 66,79

*(INIAP, 2009)

Como se observa en la Tabla 3.1, el porcentaje de grasa removida fue mayor al
66 % para todas las semillas con respecto al contenido establecido en la
composicion proximal por el INIAP (2009). Este proceso permitid obtener harinas
desengrasadas, una vez que el sobrenadante de la extraccion no mostré grasa en

suspension.

Es necesario desengrasar las harinas debido a que la presencia de grasa puede

interferir en la determinaciéon de la actividad inhibidora de los extractos acuosos de
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las semillas, puesto que retirar la grasa facilita la lectura espectrofotométrica para
determinar la concentracidén de proteina, actividad enzimatica y actividad inhibidora
(Mufoz, 2011, p. 75; Garcia y Sanchez, 1985, p. 227).

En el estudio de Molina, Blanco y Zamora (2011) se extrajeron inhibidores de
aspartico proteasas a partir de harinas desengrasadas y harinas sin desengrasar de
L. bogotensis; con la harina desengrasada obtuvieron una mayor actividad

inhibidora (8764 Ul) en comparacion a la harina con grasa (2572 Ul), (p. 186).

La concentracion de proteina, de los extractos acuosos obtenidos de las harinas
desengrasadas, determinada por espectrofotometria UV a 280 nm, se muestra en
la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Concentracion de proteina presente en los extractos

acuosos
Extracto acuoso [P] (mg/mL)
Amaranto 1,93+ 0,016
Arveja 8,80+ 0,010
Chocho 17,26+ 0,013
Fréjol 20,59 % 0,003
Quinua 3,85+ 0,003
Sangorache 1,92+ 0,006

x+o(n=23)

Munoz (2011, p. 39) obtuvo concentraciones de proteina para el chocho (34,20
mg/mL); y, para la arveja (10,69 mg/mL) mayores a las expuestas en la Tabla 3.2.
En esa investigacion pudo ocurrir una sobrestimacion de la [P] debido a que no se
desengrasaron las harinas, sino que se realizaron centrifugaciones de la mezcla
tampon-harina hasta obtener el volumen deseado de permeado. Con dicha
centrifugacion no se ultrafiltr6 con membranas, lo cual habria permitido que
moléculas de varios pesos moleculares, junto con la grasa dispuesta en la solucion,
sean analizadas espectrofotométricamente y puedan interferir en la lectura de la

absorbancia a 280 nm.

Otras investigaciones con las que se puede comparar son la de Jacome (2015) y la
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de Ruiz (2017), en las cuales se estudiaron semillas de las mismas especies.
Jacome y Ruiz aplicaron el mismo protocolo para obtener los extractos acuosos de
todas las semillas mencionadas. Sin embargo, existe diferencia en los valores de la
concentracion de proteina para cada una de ellas. Por ejemplo, para el chocho Ruiz
obtuvo como concentracion de proteina 22,58 mg/mL, mientras que, Jacome obtuvo
28,63 mg/mL. Esto ocurriria debido al manejo posterior de las harinas
desengrasadas y de los diferentes factores agrondmicos y de conservacion de cada

variedad y cada muestra.

3.2 PURIFICACION PARCIAL DEL EXTRACTO CON MAYOR
ACTIVIDAD INHIBIDORA ESPECIFICA SOBRE PEPSINA

Los resultados de la seleccion del extracto que presentd mayor AlE, realizada segun

el método mencionado en el apartado 2.2.2. se detallan en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Actividad enzimatica (AE), actividad inhibidora (AI)
y actividad inhibidora especifica (AIE) presente en cada uno de
los extractos acuosos

Extracto Acuoso AE (U/mL) Al (U/mL) AIE (U/mg)
Amaranto 10,15+ 0,38° 527+0,16°
Arveja 4,40+ 0,244 0,50+ 0,094
Chocho 1,95+ 0,05¢ 0,11+0,05¢
37,08+ 0,35
Fréjol 1,90+ 0,08¢ 0,09+ 0,03¢
Quinua 19,15+ 0,17° 9,67=0,06
Sangorache 9,05+ 0,04¢ 4,72+0,08°¢
X+o(n=3)

Columnas con diferentes letras presentan diferencias estadisticamente significativas, segun la prueba LSD (95
% de confianza)

Con base en estos resultados, se determind que el extracto con mayor AIE sobre
pepsina fue el de quinua, con un porcentaje de 41,32 % de inhibicion; seguido por
el de amaranto y de sangorache, con un 27,10 y 25,60 % de inhibicion,

respectivamente. La arveja, el chocho y el fréjol fueron los extractos con menor
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porcentaje de inhibicion frente a pepsina (11,97; 5,26 y 5,09; respectivamente).

Como se observa en la Tabla 3.3., la quinua, el amaranto y el sangorache presentan
mayores valores de AIE frente a pepsina. Es conocido que la quinua y el amaranto,
presentan antinutrientes como saponinas, taninos e inhibidores proteoliticos

(Carrillo, Vilcacundo y Carpio, 2015, p.19).

A partir de la evaluacion de estos resultados, se selecciono al extracto acuoso de
quinua por su mayor valor de AIE frente a pepsina. Por lo cual, se procedi6 a
purificarlo parcialmente por varios métodos: ultrafiltraciéon centrifuga por membrana

de 10 kDa, tratamiento calorico y precipitacion salina.

En la Tabla 3.4. se detallan los resultados de [P], Al y AIE obtenidos a partir de la
ultrafiltracion centrifuga a 10 kDa del permeado y del retenido del extracto acuoso
de quinua. Ademas, se presenta el analisis estadistico a un nivel de confianza del

95.0 %, realizado por la prueba de multiples rangos con el método LSD.

Tabla 3.4. Resultados de [P], de la Al y de la AIE para el proceso de
purificacion parcial mediante ultrafiltracion centrifuga

FRACCION V (mL) [P] (mg/mL) Al (U/mL) AIE (U/mg) GP (veces)
Extracto Crudo 13,50 3,85+0,10* 35,90+ 1,66° 9,31+0,49* 1
Permeado 8,60 2,02+0,39° 20,17+ 1,25° 10,01+ 0,222 1,07
Retenido 4,50 1,71+ 0,19° 16,80+ 0,26° 9,85+ 1,75° 1,06
x+o(n=23)

Columnas con diferentes letras presentan diferencias estadisticamente significativas, segin la prueba LSD
(95 % de confianza)

En la Tabla 3.4. se observa que para las dos fracciones hubo una disminucién en la
concentracion de proteina, esto se debe a que en todo proceso de purificacion

existen pérdidas al colocar y retirar las muestras de la membrana (Labome, 2012).

Ademas, en la Tabla 3.4. se observa que no existen diferencias estadisticamente

significativas en el valor de la AIE con respecto al extracto crudo, en el permeado ni
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en el retenido. Este es un indicio de que el inhibidor se repartio entre el retenido y

el permeado.

A pesar de no haber encontrado diferencias significativas, el GP de ambas
fracciones después de ser ultrafiltradas es superior a la unidad, lo cual implica que

este tratamiento debe ser tomado en cuenta para la posterior purificacion parcial.

Adicionalmente, se obtuvo un %RCP del 33,42 % para el permeado; mientras que,
para el retenido un 14,81 %. Como %RAIl se obtuvo 35,79 % y 15,59 %;

respectivamente.

Por las razones mencionadas, se determind que la ultrafiltracion centrifuga con una
membrana de 10 kDa fue un proceso que en algo contribuyd a la purificacion de las
fracciones. Por lo cual, se tomaron ambas fracciones para continuar con la

purificacion.

En la Tabla 3.5. se detallan los valores obtenidos para [P], Al y AIE para la fraccion
del permeado y del retenido antes y después del tratamiento calérico a 60 °C,

durante 30 min.

Tabla 3.5. Resultados de la [P], de la Al y de la AIE para el proceso
de purificacion parcial mediante tratamiento caldrico (TC)

] Vv [P] Al AIE GP
FRACCION
(m) | (mgmL) | (UmL) (U/mg) | (veces)

Amesdel | 860 | 2020039 | 20075125 | 10010220 | 107

Permeado -
Despucs | 640 | 1,770,86* | 2440=1700 | 13.81-159° | 138

del TC
lAmtTez:del 450 | 1,71£0,19° | 16,80+0,26¢ | 9,85+1,75° 1,06

Retenido -
Después 2,90 1,63+0,27% | 29,50 +0,83* | 18,15+2,06° 1,85

del TC

x£c(n=3)

Columnas con diferentes letras presentan diferencias estadisticamente significativas, segun la prueba LSD
(95 % de confianza)

En la Tabla 3.5 se observa que hubo una disminucion en la [P] disminuy6 en ambas
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fracciones después del tratamiento calérico. Como pérdida de proteina se tuvo
6,04 mg para el permeado, mientras que para el retenido 2,96 mg. Por otro lado, el
%RCP fue de 65,21 % y de 61,43 %, respectivamente. Esto se debe a que al
someter las fracciones al calor, se desnaturalizaron proteinas que no son de interés
en la inhibicion. Es decir, se desnaturalizaron proteinas poco estables y/o de mayor
tamano, por lo cual quedaron proteinas resistentes a este tratamiento (Voet y Voet,
2006, p. 137).

Ademas, se determino el %RAI, el cual fue de 90,03 % para el permeado y de 113,16

% para el retenido.

Como se observa, el tratamiento caldrico causd diferencias estadisticamente

significativas en la Al. El valor de este parametro aumenté en ambas fracciones.

Los valores de Al incrementaron debido a que el tratamiento aplicado fue efectivo
en cuanto al tiempo y al calor aplicado, pues si el calor es aplicado a temperaturas
alrededor de los 80 °C durante 15 o mas minutos, la AIE disminuiria porque se
produce una desnaturalizacion de proteinas (Brenes y Brenes, 1993, p. 10; Elizalde,
Porrilla y Chaparro, 2009, p. 49).

En la Tabla 3.5. se observa que existen diferencias estadisticamente significativas
para la AIE del permeado y del retenido. Se obtuvo un incremento en la AIE al aplicar
el calor y con ello se logré un GP de 1,38 que indica un aumento de la AIE en un 38
%. Ademas, para el retenido se obtuvo un GP de 1,84, este valor indica un
incremento en la AIE de 84 %. Estos resultados reflejaron un efecto positivo sobre

la fraccion retenida al aplicar esta etapa de purificacion parcial.

Estos resultados evidencian que el tratamiento caldrico aporta positivamente con la
purificacion parcial del permeado y del retenido. Es por ello que el tratamiento

caldérico debe mantenerse como etapa de purificacion parcial.

A continuacion, se procedié a purificar mediante precipitacion salina. En la Tabla
3.6. se indica la comparacion de los resultados obtenidos de [P], Al y AIE antes y



37

después de aplicar el tratamiento por precipitacion salina a las fracciones permeado

y retenido.

Tabla 3.6. Resultados obtenidos de [P], de Al y de AIE para el proceso
de purificacion parcial mediante precipitacion salina (PS)

- v [P] Al AIE GP
FRACCION
(mL) (mg/mL) (U/mL) (U/mg) (veces)
Antepssde la 6,40 177+ 0.86° | 244041700 | 13.81+1,59¢ 138
Permeado -
Despucs dela | 590 | 12140000 | 2690053 | 2225:0470 | 239
Antes del PS | 2,90 1,63£027° | 29,50 £0,83° |  18,15+2,06° 1,85
Retenido D ‘s dol
SRS 270 | 161:036° | 3670 2083 | 2277:350% | 244
x£c(n=3)

Columnas con diferentes letras presentan diferencias estadisticamente significativas, segin la prueba LSD
(95 % de confianza)

Al igual que en la purificacion parcial mediante TC, en la Tabla 3.6. no se presentan
diferencias estadisticamente significativas en la [P]. sin embargo, se nota una ligera
disminucidén en este valor debido a que siempre existe pérdida de proteina en

procesos de purificacion.

En este caso, se obtuvo una pérdida de proteina de 4,19 mg en el permeado y 0,38
mg en el retenido. Existe una disminucion de proteina debido a que las proteinas de
mayor peso molecular precipitaron a esta concentracién de sal. (Duong, y Gabelli,
2014, p. 85).

Como resultado de la precipitacion salina, se obtuvo un 63,02 % de rendimiento de
proteina para la fraccion del permeado y 91,96 % para el retenido. Por otro lado, se
obtuvo un incremento en el porcentaje de rendimiento de actividad inhibidora (%RAl)
para ambas fracciones. El permeado incrementé su %RAl a 101,63 % y el retenido
a 115,83 %.

En la Tabla 3.6. también se aprecia que existen diferencias estadisticamente
significativas entre los valores de Al y de AIE antes y después del tratamiento con

sulfato de amonio. Los resultados de Al y AIE después de esta purificacion parcial
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fueron mas altos que los obtenidos al tratar con TC, esto se detalla en |la Tabla 3.6.
Se tomo en cuenta esta ultima etapa de purificacion parcial debido a que la AIE fue
de 22,25:0,47 U/mg para el permeado y de 22,77 - 3,59 U/mg para el retenido.
Estos valores provocaron un aumento en el GP. El valor del GP para el permeado

fue de 2,39 veces y para el retenido de 2,44 veces.

El andlisis estadistico entre los GP obtenidos por precipitacion salina con sulfato de
amonio para ambas fracciones se muestra en la Figura 3.1., en la cual se representa
el grafico de Medias y 95,0 % de Fisher LSD.

29 .

27} —

GP

25 —

21 — -

Permeado Retenido
Fraccion

Figura 3.1. Grafico de Medias del GP obtenido con el permeado y con el retenido del
extracto acuoso de quinua
Como se observa en la Figura 3.1. no hay diferencia estadisticamente significativa
entre el GP obtenido a partir del permeado y del retenido del extracto de quinua. Por
lo cual, se procedi6 a purificar selectivamente ambas fracciones mediante

cromatografia de afinidad. Esta purificacion se detalla en el acapite 3.4.

Se realiz6 el grafico de Medias y 95,0 % de Fisher LSD para los GP logrados
unicamente en la purificacion mediante precipitacion con sulfato de amonio, para

determinar que fraccion se purificaria selectivamente en la cromatografia de
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afinidad.
3.3 SELECCION DEL VALOR DE pH DE INMOVILIZACION DE
PEPSINA EN DEAE-SEPHAROSA CL-6B

En la Figura 3.2. se indica la concentracion de proteina en funcion del tiempo de
reaccion de la solucion proteica a pH 2,0; 2,2; 3,0 y 4,0 con el gel de inmovilizacion.

El proceso de inmovilizacidn se detalla en el acapite 2.4.1.

1.8
1.6
14

1.2
—®— Tampodn pH 2,0

== Tampodn pH 2,2

Concetracién de proteina [mg/mL]

0.8
Tampdn pH 3,0
0.6 —
Tampon pH 4,0
0.4
0.2
0
0 10 20 30 40 50 60 70

Tiempo [min]

Figura 3.2. Concentracion de proteina vs tiempo a diferentes pH de inmovilizacion de
pepsina en la matriz DEAE-Sepharosa CL-6B

Como se observa en la Figura 3.2., la inmovilizacion de pepsina se logra en
practicamente 45 min de incubacién. Sin embargo, se dejé por una hora para
garantizar la estabilizacién del preparado inmovilizado. El periodo de este proceso

fue relativamente corto en comparacion con otros tipos de inmovilizacion, como la
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producida por union covalente. Esto se debe a que la interaccion enzima soporte es
de tipo idnico, una de cuyas ventajas es la rapidez y sencillez del proceso (Zamisch
y Batista, 1999, pp.107-108).

En este caso, a los valores de pH 2,0; 2,2; 3,0 y 4,0, la matriz (DEAE-Sepharosa
CL-6B) actua como un intercambiador anidnico, mientras que la pepsina actua como
anion. De esta manera, por medio de interaccibn de cargas, se logra la

inmovilizacion de pepsina en el gel mencionado (Zamisch y Batista, 1999, p.106).

El tiempo de inmovilizacion de pepsina en esta investigacion es razonable ya que
este tipo de inmovilizacién se logra en periodos cortos, como la inmovilizacién de
B-Galactosidasa fungica en DEAE-Sepharosa CL-6B por adsorcién idnica realizado
por Zamisch y Batista, en 30 min (1999, p. 108).

A pesar de que la enzima se encuentre inmovilizada, el medio en el cual se
encuentre confinada, el tiempo y demas condiciones a las que se expone pueden
disminuir su estabilidad y su actividad enzimatica. Es por ello que se toman en
cuenta otros parametros que permiten determinar si el proceso de inmovilizacion fue
o no adecuado, dichos parametros son la actividad enzimatica inmovilizada (AEi),
masa total de enzima inmovilizada (Elt) y la retencién de actividad funcional en
unidades totales (RAF:) (Mateo et al., 2005, p. 276).

En la Tabla 3.7. se indican los resultados de los parametros mencionados. Todas

estas variables fueron medidas en 1 h de inmovilizacion para cada pH estudiado.

Tabla 3.7. Resultados de El; (mg), AEi; (U) y RAF; (U) de la pepsina
inmovilizada en la matriz DEAE-Sepharosa CL-6B

pH de Parametros
inmovilizacion EIt (mg) AEi (U) RAFt (U)
2,0 24,72+0,19 814,75+2,87 728,00+ 3,69
2,2 24,87+0,03 524,85+2,39 548,00+2,10
3,0 24,70+ 0,15 340,60+ 3,16 268,00+ 3,03
4,0 24,06+ 0,03 116,60+ 1,69 88,00+ 3,51

x£c(n=23)
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Como se observa en la Tabla 3.7., la AEit, la cantidad de El: y el RAFt disminuyen
conforme se aumenta el valor de pH de inmovilizacién, a excepcion de un aumento

en el valor de Elta pH 2,2.

Ademas, en la Figura 3.2., se observa que a pH 4,0 existe una mayor cantidad de
enzima inmovilizada en el sobrenadante que en las demas experimentaciones. Esto
se puede observar mediante la diferencia que existe entre la concentracién inicial

de proteina al tiempo 0 min y la concentracion final al tiempo 60 min.

Sin embargo, en la Tabla 3.7. la menor fijacion relativa de la enzima en el soporte
fue a pH 4,0. En estas condiciones se obtuvo una mayor concentracion de proteina

en los lavados y por ende menor porcentaje de enzima inmovilizada en la matriz.
El analisis de varianza para la El: se detalla en la Tabla 3.8. En este caso, el valor
de p es menor a 0,05, lo cual indica que existe diferencia estadisticamente

significativa en la variable de salida para cada una de las inmovilizaciones.

Tabla 3.8. Analisis de varianza para la El; de cada inmovilizacién

Fuente Suma de Cuadrados GI Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 1,15247 3 0,384156 25,08 0,0002
Intra grupos 0,122533 8 0,0153167
Total (Corr.) 1,275 11

La Figura 3.3. muestra el grafico de Medias y 95,0 % de Fisher LSD para los

resultados obtenidos de cantidad de El: a diferentes pH de inmovilizacion.
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Como se observa en la Figura 3.3., no existen diferencias estadisticamente

significativas entre las inmovilizaciones realizadas a pH 2,0; 2,2 y 3,0. Mientras que,

a pH 4,0 se obtuvo menor cantidad de Elt en comparacion a las demas

inmovilizaciones.

En la Tabla 3.9. se detalla el analisis de varianza para los valores de RAF:. En este

caso, el valor de p es menor a 0,05, lo cual indica que existe diferencia

estadisticamente significativa en cada una de las inmovilizaciones.

Tabla 3.9. Analisis de varianza para la RAF de cada

inmovilizacion
Fuente Suma de Cuadrados GI Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 728226 3 242742 2211,77 0,0000
Intra grupos 878 8 109,75
Total (Corr.) 729104 11

En la Figura 3.4. se observa el RAF: para todas las inmovilizaciones, éstas son

estadisticamente diferentes. Ademas, la mayor cantidad de RAFt se obtuvo en la
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inmovilizacién a pH 2,0.
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Figura 3.4. Grafico de Medias y 95,0 % de Fisher LSD para las unidades totales de RAF;
presentes en el preparado inmovilizado

En resumen, se escogio el pH de 2,0 para inmovilizar pepsina en DEAE-Sepharosa

CL-6B debido a que se obtuvo mayor cantidad de RAFty de Elx.

En la Tabla 3.7. se observa que la mayor cantidad de enzima inmovilizada activa y
de la retencién de actividad funcional como unidades totales, se obtienen a pH
acido. Ademas, la AEit disminuye conforme aumenta el pH de inmovilizacion. Esto
debido a que la PE inmovilizada pierde su actividad enzimatica conforme se
inmoviliza a pH cercanos a la neutralidad pH (7,0), incluso la PE puede llegar a

inactivarse por completo.
Es por ello que se decidié inmovilizar a pH 2,0, pues es el pH mas cercano a su pH
optimo (1,8), lo cual permite tener una alta actividad enzimatica (Campos y Sancho,

2003, p.89).

Por otro lado, se colocaron 40 mM de NaCl para mantener activa la enzima. Esto
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debido a que siempre, en un proceso de inmovilizacion existe pérdida de actividad
proteolitica. En este caso, se afiadié el NaCl para que actue como un activador,
pues se experimenté a pH acidos (2,0; 2,2; 3,0 y 4,0) (Ramet, 2001, pp. 21-22;
Sanchez, Cisternas y Ponce, 1987, p.797).

El NaCl permite mantener las cargas electrostaticas estables de la enzima, lo cual

hace que se mantenga activa (Duenas, Narvaez y Sanchez, 2008, p. 224)

Se colocaron 40 Mm de NaCl para que pueda contribuir a la activacion de la PE en
el proceso de inmovilizacion y evitar que actue como un inhibidor parcial frente a
esta enzima (Oliveira, Bezerra y Dias, 2014, pp. 8-9; Klomklao, Kishimura, Yabe y
Benjakul, 2007, pp. 687-688).

3.4 PURIFICACION SELECTIVA MEDIANTE CROMATOGRAFIA
DE AFINIDAD DE LA FRACCION INHIBIDORA PURIFICADA
PARCIALMENTE

3.4.1 CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD

En las Figuras 3.5. y 3.6. se observan el cromatograma vy la grafica de actividad
inhibidora frente al numero de fracciones recolectadas para el permeado del extracto
de quinua purificado selectivamente, mediante la matriz de afinidad Pepsina-DEAE-
Sepharosa CL-6B.

Para realizar la cromatografia del permeado, se alimenté a la columna
cromatografica la fraccién previamente purificada de manera parcial, utilizando,
ultrafiltracion centrifuga con membrana de 10 kDa, tratamiento calérico a 60 °C y

precipitacion salina.
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Figura 3.5. Concentracion de proteina versus el nimero de fracciones recolectadas en la
cromatografia de afinidad del permeado del extracto acuoso de quinua

Como se observa en la Figura 3.5. se encuentra el cromatograma obtenido a partir
de la [P] versus el numero de fracciones de la elucion con una solucion HCI-KCI pH
1,5. Los picos generados se agruparon en lotes. El Lote A esta compuesto por las

fracciones 10 a 14, el Lote B, por la fraccion 18 y el Lote C, por la fraccion 30.

Con el Lote A se obtuvo una medicion de [P] de 0,68, para el Lote B de 0, 644 y
para el Lote C de 0,314 mg/mL.

En la Figura 3.6. se presenta el grafico de la Al versus el numero de fraccion para
el permeado del extracto de quinua.
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Figura 3.6. Grafico de la actividad inhibidora versus el nimero de fracciones recolectadas
en la cromatografia de afinidad del permeado del extracto acuoso de quinua

En la Figura 3.6. se aprecia la formacion de varios picos con actividad inhibidora
frente a pepsina. De igual manera que en la Figura 3.6, después de la elucién acida
se formaron picos con alta Al, por lo cual se agruparon las fracciones con mayor Al,
en este caso se formé el Lote A con las fracciones 10 a 15, el Lote B con las
fracciones 17 y 18, y finalmente el Lote C con la fraccién 30. El Lote A presento el
mayor valor de Al con 20,20 U/ml, seguido por el Lote C con 13, 90 U/mL y
finalmente por el Lote B con 13,00 U/mL. La formacién de estos lotes (A, B y C),

confirman la existencia de inhibidores en el permeado del extracto de quinua.

Con la cromatografia se logré mejorar la AIE y el GP. El resultado de la AIE fue de
127,16 U/mg y el GP fue de 13,65 veces.

En la Figuras 3.7. y 3.8. se esquematiza el cromatograma y grafica del retenido
obtenido a partir de los resultados de [P] y Al; respectivamente, de esta fraccion
versus el numero de fracciones recolectadas en la purificacion selectiva realizada

en la matriz de afinidad Pepsina-DEAE-Sepharosa CL-6B. En el Anexo IV se
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presenta las mediciones de las fracciones mas activas del retenido y del permeado.

En la Figura 3.7. se presenta el cromatograma correspondiente al retenido del

extracto de quinua.
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Figura 3.7. Concentracion de proteina versus el nimero de fracciones recolectadas en la
cromatografia de afinidad del retenido del extracto acuoso de quinua

Al igual que en el permeado, después de la elucidén acida se formaron picos con la
mayor [P]. Estos picos se agruparon por lotes, siendo el Lote A el conformado por
las fracciones 10, 11 y 12; el Lote B compuesto por las fracciones 14, 15y 16 y el

Lote C formado por la fraccion 32.

En el Lote B se obtuvo un maximo de [P] igual a 0, 690 mg/mL, seguido por la
fraccidon numero 11 presente en el Lote A con un valor de 0,230 mg/mL vy, finalmente

la fraccidén 32 que representa e Lote C con 0,127 mg/mL.

En la Figura 3.8. se presenta el grafico de la Al del retenido versus el numero de

fracciones recolectadas.
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Figura 3.8. Grafico de la actividad inhibidora versus el nimero de fracciones recolectadas
en la cromatografia de afinidad del retenido del extracto acuoso de quinua

La Figura 3.8. indica los lotes correspondientes a las fracciones con mayor Al frente
a pepsina. El Lote A conformado por las fracciones 11 y 12; el Lote B con las

fracciones 14, 15y 16 y el Lote C con las fracciones 32 y 33.

Para determinar los valores de Al, AIE, GP, %RP y %RAI se mezclaron los lotes
mas activos con lo cual se determinaron esos valores. Con la purificacion selectiva
del retenido se obtuvo una AIE de 127,84 U/mg. El GP logrado a través de esta

etapa fue de 13,72 veces.

3.4.2 DISENO DEL SISTEMA DE PURIFICACION MAS ACTIVO SOBRE
PEPSINA

A partir de los resultados de Al, AIE y GP obtenidos de la purificacion parcial de los
extractos de amaranto, arveja, chocho, fréjol, quinua y sangorache se analizé

estadisticamente que extracto presentdé mayor inhibicién frente a pepsina y se
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determind que fue el extracto de quinua.

Para terminar con la purificacién, se procedio a purificar selectivamente el permeado
y el retenido del extracto de quinua empleando cromatografia de afinidad en la
matriz Pepsina-DEAE-Sepharosa CL-6B.

En la Tabla 3.10. se detallan los resultados obtenidos de [P], Al, AIE, GP, %RP y

%RAl, para el permeado después de cada purificacion.

Tabla 3.10. Etapas de purificacion realizadas al permeado de quinua

[P] Al AIE GP RCP RAI
ETAPA | V (mL)
(mg/mL) (U/mL) (U/mg) (veces) (%) (%)
EC 13,5 3,85+0,10 3590+ 1,66 9,31+ 0,49 1,00 100 100
ucC 8,6 2,02+0,39 20,17+ 1,25 10,01 +0,22 1,07 33,42 35,79
TC 6,4 1,77+ 0,86 24,40+ 1,70 13,81+ 1,59 1,38 21,74 90,03
SA 5,9 1,21+ 0,00 26,90+ 0,53 22,25+ 0,47 2,39 13,71 101,63
CA 2,2 0,68+ 0,05 87,36+ 5,31 127,16+ 3,39 13,65 2,90 243,33
Xx+o(n=23)

EC: Extracto crudo

UC: Ultrafiltracion centrifuga a 10 kDa

TC: Tratamiento calorico

SA: Precipitacion salina por sulfato de amonio

CA: Cromatografia de afinidad
Con los resultados obtenidos, se concluye que para purificar las fracciones
inhibidoras presentes en el permeado de quinua, se requiere una purificacion en
serie compuesta por varias etapas como son: ultrafiltracién centrifuga, tratamiento
caldrico a 60 °C durante 30 min, precipitacion salina con sulfato de amonio y la

cromatografia de afinidad en la matriz Pepsina-DEAE-Sepharosa CL-6B.

Por otro lado, en la Tabla 3.11. se detallan los resultados obtenidos de [P], Al, AlE,

GP, %RP y %RAI, para el retenido después de cada purificacion.



Tabla 3.11. Etapas de purificacion realizadas al retenido de quinua
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ETAPA | V (mL) (mg[})ILL) AL (U/mL) | AIE (U/mg) (Vfcl;) RCP (%) | RAI (%)
EC 13,5 3,85+0,10 | 35,90+ 1,66 9,31+0,49 1,00 100 100
UC 4,5 1,71+0,19 | 16,80+0,26 9,85+1,75 1,06 14,81 15,59
TC 2,9 1,63+£0,27 | 29,50+0,83 | 18,15+2,06 1,85 9,06 113,16
SA 2,7 1,61£0,36 | 36,70+ 0,83 | 22,77+3,59 2,44 8,37 115,83
CA 1,3 0,65+0,03 | 83,10+2,83 | 127,84+4,35 13,72 1,62 231,47

Xx+o(n=3)

EC: Extracto crudo

UC: Ultrafiltracion centrifuga a 10 kDa

TC: Tratamiento calorico
SA: Precipitacion salina por sulfato de amonio
CA: Cromatografia de afinidad

A partir de los resultados presentados en la Tabla 3.11. se concluye que al igual que

el permeado, el retenido también requiere de todas las etapas de purificaciéon parcial

mencionadas para obtener un efecto positivo sobre el GP de las fracciones

inhibidoras.

A continuacion, en la Figura 3.9., se presenta un diagrama que esquematiza el

proceso a seguir para purificar las fracciones.
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Figura 3.9. Diseino del sistema de purificacion para los inhibidores presentes en el extracto
acuoso de quinua

3.5 CARACTERIZACION CINETICA Y MOLECULAR DEL
INHIBIDOR MAS ACTIVO DE PEPSINA

3.5.1 CARACTERIZACION CINETICA

En la Tabla 3.12. se detallan los resultados obtenidos para la caracterizacion
cinética del permeado, del retenido y de la pepsina con y sin los lotes inhibidores, a

partir de la cromatografia de afinidad al agrupar los picos mas activos del permeado



(P) y del retenido (R).

Tabla 3.12. Actividad proteolitica de pepsina a diferentes

concentraciones de pepsina

Concentrflci(m de Actividad proteolitica de pepsina en (U/mL)
caseina

mg/mL mM Pepsina Lote P Lote R
3 0,252 14,80+ 1,31 12,70+ 2,28 12,50+ 0,86
5 0,420 23,70+ 0,45 20,40+ 2,67 19,40+ 2,61
7 0,588 29,10+2,38 25,40+ 1,23 24,90+ 1,25
11 0,924 38,30+2,69 32,40+2,57 32,50+2,12
15 1,260 45,00+ 1,86 39,40+ 4,16 39,00+ 2,83

Xx£to(n=2)
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En la Figura 3.10. se esquematiza el inverso de los resultados obtenidos en la Tabla

3.12. de AE de pepsina frente a la concentracion de sustrato con la finalidad de

determinar si la enzima tiene un comportamiento que se ajuste al modelo de

Michaelis-Menten.

Actividad enzimatica (U/mL)
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Figura 3.10. Actividad enzimética de pepsina, lote inhibidor del retenido y lote inhibidor
del permeado versus caseina a diferentes concentraciones
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Como se observa en la Figura 3.10., la pepsina se comporta de acuerdo con el
modelo de Michaelis-Menten, debido a que en la figura se observa que a
concentraciones bajas de caseina existe una tendencia lineal; mientras que, a
concentraciones mayores a 0,4 mM la actividad enzimatica crece, hasta que llegara
a su valor maximo, de acuerdo con el modelo mencionado (Devlin, 2004, p. 421-
422).

Con estos antecedentes se realizé el grafico de los dobles reciprocos que se

presenta en la Figura 3.11.
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Figura 3.11. Gréfico de los dobles reciprocos para el Lote R, para el Lote P y para la
pepsina sin inhibidor

En la Tabla 3.13. se indican los valores de Vmax y de Km para la pepsina en
ausencia de los lotes inhibidores y en presencia de los mismos, determinados a

partir del grafico de los dobles reciprocos. Un ejemplo de calculo de la determinacion
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de la Vmax y de la Km se encuentra en el Anexo V.

Tabla 3.13. Parametros cinéticos de la pepsina en ausencia y en
presencia del Lote P y del Lote R

Parametros cinéticos
Pepsina
Vmax (U/mL) Km (mM)
Sin inhibidor 93,46+ 0,032 1,31+0,012
Con Lote R 80,00+ 1,91° 1,34+ 0,022
Con Lote P 80,65 + 2,04 1,31+0,012
xtco(n=2)

Columnas con diferentes letras presentan diferencias estadisticamente significativas, segun
la prueba LSD (95% de confianza)

De acuerdo con las variaciones experimentadas entre la pepsina sin inhibidor y la
pepsina con inhibidor se puede determinar que el inhibidor presente en los lotes
inhibidores fue no competitivo puro. Esto debido a que existe disminucion en la
Vmax y una Km constante. Al tener este tipo de inhibicién, se infiere que el inhibidor
no se uniod al centro activo de la enzima, sino a otro punto de la misma (Donoso,
2006, p. 4).

Como se observa en la Tabla 3.13., no existen diferencias estadisticamente
significativas ni para el valor de Vmax ni para el valor de Km entre los lotes (P y R).
Esto confirma la presencia de un solo tipo de inhibidor que se ha repartido en las

purificaciones parciales del retenido y del permeado.

En este caso, los picos mas activos provenientes de la cromatografia con los cuales

se formé el Lote Ry el Lote P han bloqueado la formacién del complejo ES.

El valor de Km no experimenta variaciones, pues en este tipo de inhibicion
disminuye la afinidad por el sustrato aumentando el valor de Km o a su vez se
mantiene constante haciendo que la afinidad por el sustrato permanezca sin sufrir

cambios.

Se observa en la Tabla 3.13. que Km practicamente se mantiene constante, por lo
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cual no se ha perdido afinidad por el sustrato (Muller, 2008, p. 178).

Por otro lado, se tiene la investigacion realizada por Molina (2011), quien extrajo
inhibidores de aspartico proteasas a partir de extractos de semillas. El extracto
proteinico con mayor inhibicién frente a las aspartico proteasas fue el de Lupinus

bogotensis.

En contraste con esta investigacién, la inhibicidon resulté competitiva (p.131). Esto
se pudo deber a que en el estudio de Molina se obtuvieron inhibidores a partir de
semillas de origen distinto a las estudiadas en esta investigacion; es decir, a partir
de otras especies diferentes a la quinua. Sin embargo, existen estudios en los cuales
se han encontrado inhibidores no competitivos frente a pepsina a partir de N-acetil-

aminoacidos (Greenwell, Knowles y Sharp, 1969, pp. 365-366).

3.5.2 CARACTERIZACION MOLECULAR

Para realizar esta caracterizacion, se emple6 la técnica de electroforesis SDS-
PAGE. El extracto crudo de quinua y los inhibidores purificados fueron

caracterizados segun la metodologia descrita en el acapite 2.6.2.

Una vez purificados selectivamente por cromatografia de afinidad, se desaliniz6 y
concentrd la muestra para obtener una concentracién de proteina necesaria para
electroforesis. Se realizaron dos corridas electroforéticas, en la primera tuvo lugar
la electroforesis para el extracto crudo de quinua y en la segunda se realizé la corrida

electroforética de las muestras purificadas.

El resultado de esta corrida se encuentra en la fotografia de la Figura 3.12. en la

cual se visualizan las bandas generadas en tres carriles.

El primer carril es el que representa el estandar de proteinas, mientras que el carril
dos pertenece al extracto acuoso de quinua y el carril tres muestra una repeticion

del extracto de quinua.
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Figura 3.12. Electroforesis SDS-PAGE para el extracto acuoso de quinua

Como se observa en la Figura 3.12. las bandas generadas para el extracto acuoso
de quinua no estan muy bien definidas. Esto se debe a que existe una amplia

variedad de proteinas en ese extracto.

Sin embargo, como también se puede visualizar, los carriles dos y tres no muestran
bandas definidas, ya que son bandas que ocupan todo el carril. Esto se debe al
efecto de la ultrafiltracion centrifuga con membrana de 50 kDa, que se realizé para
obtener el extracto de quinua, que constituye el permeado de este proceso y; por
tanto, contiene proteinas de peso molecular cercanas a 50 kDa.

Los lotes P y R recolectados en la cromatografia de afinidad, en la matriz Pepsina-
DEAE-Sepharosa CL-6B, también fueron caracterizados molecularmente mediante
electroforesis SDS-PAGE.

La corrida electroforética para los lotes inhibidores se visualiza en la Figura 3.13. en
la cual se aprecian tres carriles. El carril uno representa el estandar para los

purificados, en el carril dos se encuentra el Lote R y en el carril tres el Lote P.
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Figura 3.13. Electroforesis SDS-PAGE para los lotes inhibidores con su respectiva
movilidad relativa

Se observa en la Figura 3.13. que para el Lote R y para el Lote P se formé una sola
banda, lo cual representa el empleo de un eficiente método de purificacién de los

lotes inhibidores.

Para la determinacién del peso molecular de las muestras, se realizd la curva de
calibracion para el estandar. En la Figura 3.14. se presenta el grafico de los pesos
moleculares de las bandas generadas en el estandar en funcién de la movilidad

relativa que han generado.
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Figura 3.14. Curva de calibracion de movilidad relativa de las bandas generadas en el
estandar

En la Figura 3.14. se observa que existe una tendencia lineal debido al valor del R?
obtenido (0,9901). A partir de esta curva se determiné el peso molecular para el

inhibidor purificado, el cual fue de 9,57 kDa.
Para determinar el valor de la Ki se determiné el tipo de inhibicion hallado en el
acapite 3.5.1. y el peso molecular calculado. El ejemplo de calculo para determinar

el valor de la Ki se encuentra en el Anexo V.

En la Tabla 3.14., se muestran los valores de Ki para el permeado y para el retenido

con sus respectivas desviaciones.

Tabla 3.14. Resultados de la Ki para el permeado y para el retenido

Fraccion Constante de inhibicion (Ki), (1M)
Permeado 0,094 + 0,004
Retenido 0,088 + 0,004

x+c(n=23)
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El valor de Ki para el inhibidor presente en el retenido de quinua fue de 0,088 %
0,004 uM Yy para el inhibidor del permeado fue de 0,094 uM £ 0,004. Estos valores
fueron analizados en el software Statgraphics Centurion XV a través de un analisis
de varianza (ANOVA) con el 95 % de confianza y se realizé el grafico de Medias y
95,0 % de Fisher LSD que se presenta en la Figura 3.15. En la Figura 3.15. se

observa que la Ki del retenido y la Ki del permeado son estadisticamente iguales.
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Figura 3.15. Grafico de Medias y 95,0 % de Fisher LSD para la Ki del retenido y del
permeado del extracto de quinua

Adicionalmente, con los valores expuestos en la Tabla 3.14., se determin6 que los
inhibidores encontrados en las fracciones del retenido y del permeado de quinua
correspondian a un mismo inhibidor no competitivo con una Ki promedio de 0,091 +
0,005 pM.

Se infiere que al tener la misma movilidad relativa para ambos lotes se trata del
mismo inhibidor y se confirma una vez mas que el inhibidor se ha repartido en el
permeado y en el retenido del extracto de quinua, como se menciono en el acapite
3.5.1.

Se han encontrado inhibidores no competitivos en el extracto de fréjol en la
investigacion realizada por Jacome (2015), quien encontrd inhibicion frente a
papaina en fréjol (p. 154). De igual manera, Ruiz (2017) confirmé este tipo de



60
inhibicion frente a papaina en el extracto de fréjol, con un Ki de 0,058 uM.

Los resultados de la Tabla 3.13. concuerdan con la investigacion realizada por
Menon y Rao (2012), quienes estudiaron inhibidores de las aspartico proteasas

provenientes de microorganismos Yy, entre otros, encontraron inhibidores no

competitivos con una Kide (17 + 0,8)x 1079 M frente a pepsina (pp. 12-15). Aunque

la fuente es diferente, la naturaleza y el orden de magnitud de la Ki coinciden.

Estudios realizados a la inhibicidn que presenta una especie de alga (Ecklonia cava)
frente a una aspartico proteasa, transcriptasa inversa VIH-1, mostraron que existe

una inhibicién no competitiva con un Ki de 0,78 uM (Ahn et al., 2004, p. 545).
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4 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

1. Al evaluar la AIE de los extractos acuosos, se determind que el extracto de quinua
presento la mayor inhibicidn frente a pepsina, seguido del amaranto y sangorache

con un AlE de 9,67; 5,27 y 4,72 U/mg, respectivamente.

2. El pH escogido para inmovilizar pepsina fue el de 2,0 debido a que se obtuvo la
mayor cantidad de enzima inmovilizada (24,72 mg), con la mayor retencion de
actividad funcional (728 U).

3. La cromatografia de afinidad en la matriz Pepsina-DEAE-Sepharosa CL-6B de
los inhibidores presentes en el extracto de quinua logré mejorar el GP hasta 13,65

veces para el permeado y 13,72 veces para el retenido.

4. De acuerdo con la caracterizacion cinética, los inhibidores encontrados en el
extracto de quinua correspondian a un mismo inhibidor no competitivo con una Ki
promedio de 0,091 + 0,005 uM. El peso molecular del inhibidor de pepsina
encontrado en el permeado y en el retenido del extracto de quinua fue de

aproximadamente 9,5 kDa.

4.2 RECOMENDACIONES

1. Evaluar la estabilidad de la retencion de actividad funcional (RAF) con respecto

al tiempo de almacenamiento del preparado inmovilizado.

2. Purificar selectivamente mediante la matriz DEAE-Sepharosa CL-6B los
extractos acuosos de amaranto y sangorache que también presentaron AIE frente

a pepsina.

3. Evaluar la efectividad del proceso de inmovilizacién por intercambio iénico

mediante la inmovilizacion de otras enzimas por el mismo método.
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4. Mejorar la resolucion de los cromatogramas, por ejemplo, con el empleo de

eluyentes aplicados con una gradiente de concentracion.

5. Escalar el proceso para obtener cantidades suficientes de inhibidor que permita

la realizacion de ensayos sobre la actividad biolégica en microorganismos.
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ANEXO1

DIAGRAMAS DE FLUJO DE PROCESOS REALIZADOS

Al.1 Medicion de actividad proteolitica de pepsina

En la Figura AL.1 se detalla el proceso para determinar la actividad proteolitica de pepsina.

1 mL de solucion pepsina

= Mezclado
1 mL Tampoén fosfato (pH 2,2)

A 4

Calentamiento
(15 min; 37°C)

:

Mezclado

6 mL de TCA (10 %) (blanco) ——— ¥
2 mL de Caseina ——————¥|

A 4

Calentamiento
(10 min; 37°C)

.

Mezclado
T amb.

6 mL de TCA (10%) (réplicas)}——— >

v

Enfriado
(30 min; T amb.)

Filtrado
0.45 um

A

Medicion absorbancia
275 nm

:

Actividad enzimatica

Figura Al.1. Esquema del proceso para la medicion de actividad proteolitica
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AlL2 Desengrasado de harinas

En la Figura AlL.2., se puede observar el procedimiento utilizado para obtener harinas

desengrasadas.

Semillas: amaranto, arveja, )

chocho, fréjol, quinua o Molienda

sangaroche.
A4

100 ml de 1 — propanol - > Mezcla
97% (v/v)
\4
Agitacion
(30 min, 500 rpm)

A 4

Filtracion al vacio » Recuperacion del solvente

Retenido

)

Secado
(16 h; 30 °C)

i

Harina desengrasada

Figura Al.2. Esquema del proceso de desengrasado de harinas
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AlL3 Inmovilizacion de pepsina en DEAE—-Sepharosa CL—-6B

En el siguiente esquema, se detalla el procedimiento para inmovilizar pepsina en DEAE—
Sepharosa CL—6B.

6 g DEAE — Sepharosa CL-6B

60 L agua destilada —___p/  Mezclado - Agitacion

300 mL NaOH (3 h; 250 rpm; T amb.)
\4
Filtracion —— Filtrado
Gel Lavado
300 mL fosfato 0,1 M Acondicionamiento
— » (3h;250 rpm; T amb.
(pH 3) ( ®

16 h; 0 rpm; T amb.)

'

Filtracion |y Filtrado

Gel acondicionado

!

N .y, — >
24 mL de solucion de pepsina Inmovilizacion Medicién de la [P] cada
(1 h; 250 rpm; T amb.)

!

Filtracion L » Filtrado

Preparado inmovilizado

!

Mezclado - Agitacion
(30 min; 250 rpm; T amb.)

l
©

15 minutos

50 ml de tampoén fosfato 0,1 M (pH3) —




Continuacion.... @

Filtracion

Preparado inmovilizado

acondicionado

i
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— 3 Filtrado

50 ml de tampon fosfato 0,1 M (pH 3) Lavado

i

Agitacion
(30 min; 250 rpm; T amb.)

\ 4

Filtracion

—» Filtrado

Preparado inmovilizado

lavado

l

25 ml de tampon fosfato 0,1 M, pH 2,0 > Almacenado

l

Pepsina — DEAE Sepharosa CL-6B

Figura AL3. Esquema del proceso de inmovilizacion de pepsina
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En la Figura Al4., se detalla el procedimiento para obtener extractos acuosos a partir de

semillas de amaranto, arveja, chocho, fréjol, quinua y sangorache.

5 g de harina desengrasada
25 mL de tampon fosfato de —» M(eiz,gli;ysggnr;fsn

sodio 0,1 M; pH 2,2

i

Suspension

|

Centrifugacion
(30 min; 805 x g)

——» Precipitado

i

Sobrenadante

i

Ultracentrifugacion
(50 kDa)
(40 min; 2147 x g)

——» Retenido >50 kDa

i

Permeado <50 kDa

l

Extracto acuoso

Figura Al.4. Esquema del proceso de obtencion de extractos acuosos a partir de semillas

seleccionadas
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En la Figura ALS., se muestra el procedimiento para purificar selectivamente los extractos

acuosos mediante cromatografia de afinidad.

6,5 mL Pepsina-DEAE-Sepharosa CL-6B
25 mL de tampon fosfato de sodio 0,1 M; pH 2,0

25 mL de tampon fosfato de sodio 0,1 M;
pH 2,0

5 mL de extracto purificado

parcialmente de quinua

KCI-HCI 1M
(0,5 mL/min)

- >

Lavado

4

Llenado de columna

A4

-

Lavado de columna

A4

Cargado de columna

A4

Recoleccion de fracciones

(2 mL/min)

v

Medicion de absorbancia

(280 nm)

!

Elucion proteica

v

Recoleccion de fracciones

(4mL)

v

Medicion de actividad

(275 nm)

Figura ALS. Cromatografia de afinidad para purificacion del extracto de quinua
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ANEXO II

EJEMPLO DE CALCULO DEL VALOR TOTAL Y PORCENTAJE DE
ENZIMA INMOVILIZADA, DE ACTIVIDAD DE ENZIMA
INMOVILIZADA, DE RETENCION DE ACTIVIDAD FUNCIONAL Y
DE ACTIVIDAD PROTEOLITICA ESPECIFICA

Para la cuantificacion de las diferentes variables de respuesta esperadas en esta
investigaciéon se presenta ejemplos de calculo con los datos experimentales
obtenidos a pH 2,0.

AlL1. Calculo del valor total de enzima inmovilizada (EI)

En primer lugar, se determiné el porcentaje de enzima inmovilizada con la ecuacion
[A.1] establecida por Biasuatti et al. (2006, p. 428)

m_ ... B —Mm
%El= "™ T x 100 [A.1]
m

p.inicial

Donde:

M, imiciar -Masa de pepsina presente en la solucion proteica inicial, en mg

F+L: masa de pepsina presente en el filtrado y lavados, en mg

Para determinar la masa inicial de pepsina presente en la solucién proteica, se

utilizé la ecuacion [A.2].

mp.inicial = [E] X Vs [A2]

Donde:
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[E]: Carga enzimatica de pepsina en el soporte, en mg/mL

Vs: Volumen del soporte
Aplicando la ecuacion [A.2] se tiene la masa de pepsina inicial es:

M il = O m9 X 6 mL de soporte
' mL de soporte

m

o.inicial = 30 Mg de pepsina
Para determinar la masa de pepsina presente en los lavados y en el filtrado se

procedié a medir la absorbancia a 280 nm para poder calcular la concentracion de

proteina en cada una de las muestras. Se aplicé la ecuacién [A.3], tomando como

coeficiente de extincidon para la pepsina un valor arbitrario de 1 (mg/mL)_1c:m‘1

(Aitken y Laermonth, 2002, p. 3).

f
DO.., x —
3 280 L

Pl=

[A.3]

e
Donde:

[P]: Concentracion de proteina en cada una de las muestras, en mg/mL

DO2g( :Densidad éptica a 280 nm

f: Factor de dilucion
L: Longitud del paso de luz en la celda, en cm
e’ Coeficiente de extincion de la enzima, en (mg/mL)71cm‘1

Aplicando la ecuacion [A.3] se tiene una concentracion de proteina de:
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1
0382x .
[P]=— 1M - 382
1(M9y1em ml
mL

Una vez calculada la concentracién de proteina y conocido el volumen de cada
muestra se puede determinar la masa de pepsina tanto del filtrado como de los

lavados. En este caso, se calculara como ejemplo la masa presente en el filtrado.

m. =0,382 r”;ﬁx 24,5 mL =9,36 mg

En la Tabla All.1 se puede visualizar la masa del filtrado y de los lavados realizados

a la matriz de inmovilizacion.

Tabla A II.1. Concentracion de proteina, volumen y masa del filtrado y lavados en la
inmovilizacion a pH 2,0

Muestra [P] (mg/mL) V (mL) Masa (mg)
Filtrado 0,382 24,5 9,36
Lavado 1 0,124 49 6,08
Lavado 2 0,052 48,5 2,52
TOTAL 17,96

*Los lavados fueron realizados con tampon fosfato 0,1 M; pH 2,0.

El porcentaje de enzima inmovilizada se calcul6 con la ecuacién [A.1].

Y%El=

30mg-17,96 mg

30mg

x100=40,14 %

Para la determinacion del valor absoluto de El se aplico la ecuacion [A.4].

EI=[P],x Ve -[Ple XV¢ - ([P]y XV, [P, X V)

Donde:
[P]

o -

Concentracion de proteina inicial de la solucién proteica, en mg/mL
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Ve : Volumen de la solucion enzimatica inicial, en mL
[P]F: Concentracion del filtrado, en mg/mL
Ve Volumen del filtrado, en mL

[PlL1y [P]l2: Concentracion de proteina en el lavado 1y en el lavado 2, en mg/mL

Viy Via: Volumen del lavado 1 y del lavado 2, en mL

Reemplazando los datos experimentales en la ecuacion [A.4].

El1=1816 "2 x235mL-0382 "9 x 24 5mL - (0,124 " x 49mL +0,052 "2 x 48,5 mL)
mL mL mL mL
El =24,72 mg

AIL2. Calculo del valor total de actividad de enzima inmovilizada (AEi)

Para la determinacion del AEi se requiere del calculo de AE, valor que se obtiene
mediante la ecuacion [2.1]. Por otro lado, el porcentaje de AEI se calcula con la

ecuacion [A.5].

% AEi AEisial X Vinigial = AEr X Vi 100 A5
i= X :

’ AEiniciaI XViniciaI [ ]

Donde:

AE, . Actividad enzimatica de la solucion proteica inicial, en U/mL

Viica - Volumen de la solucion enzimatica inicial, en mL

AE., Actividad enzimatica del filtrado y de los lavados, en U/mL

Ve, o Volumen del filtrado y de los lavados

Utilizando los datos experimentales, a pH 2,0 se tiene:

% AEI= AEi”iCi?ﬂ“:\;/inicial );\A/\EFH_X A
inicial

x100

inicial
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50,9£x23,5mL-5,8£x24,5 mL-3,3£x49mL-1,6ix 48,9 mL
m mL mL mL

% AEI= x 100

50,9 ix 23,5mL
mL

% AEI = 68,11
Para determinar el valor absoluto de AEi se aplica la ecuacion [A.6].

AEI=Ao XV, -Ap XV - (AL XV + A, XV),)

[A.6]

Donde:

AE : Actividad enzimatica inicial, en U/mL

V,: Volumen de solucion enzimatica inicial, en mL
AE. : Actividad enzimatica del filtrado, en U/mL

VF: Volumen de filtrado, en mL

AE,YAE ,: Actividad enzimatica del lavado 1 y del lavado 2, en U/mL

Vi, yV,: Volumen del lavado 1y del lavado 2, mL

U U U U
AEi=50,9 ——x235ml-58 —x245mL-(3,3 — x49mL+16 —x48,5mL)
mL mL mL mL

AEi= 814,75 U

AIL3. Calculo del valor total de retencion de actividad funcional (RAF)

Para el calculo del porcentaje de RAF se aplica la siguiente ecuacion, propuesta por
Li, Gao, Wei, Qu, Ma y Zhou, (2010, p. 183).
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(y RAF _ AEdirecta X Vpi 100 A 7
° B AEiniciaI XVse X [ . ]

Donde:

AE ooia Actividad enzimatica del preparado inmovilizado, en U/mL de

preparado inmovilizado

Vi : Volumen del preparado inmovilizado, en mL

AE, ... : Actividad enzimatica de la solucién proteica, en U/mL

Ve : Volumen de la solucion enzimatica inicial, en mL

La AE,... se midié tomando 3,5 g del preparado inmovilizado junto a 1,5 mL de

tampodn fosfato 0,1 M, pH 2,0. Se siguid el protocolo expuesto en el acapite 2.2.2.

se mantuvo agitacion constante para asegurar la reaccion.

Adicionalmente, como el preparado inmovilizado fue una suspensién se procedio a

calcular la RAFt en unidades totales mediante la ecuacion [A.8].

AEgi
RAFt = “-directa, y o [A.8]
Vgel

U totales=121 ,33 m X 6 mL de gel =728U

L de gel
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ANEXO III

EJEMPLO DE CALCULO DE LA ACTIVIDAD INHIBIDORA (AI),
ACTIVIDAD INHIBIDORA ESPECIFICA (AIE) Y GRADO DE
PURIFICACION (GP)

En el presente anexo se desarrolla un ejemplo de calculo para la caracterizacion del

retenido de quinua.

AIIL1. Calculo de la actividad inhibidora (AI)

Para la cuantificacion de la Al en primera instancia se midié la actividad proteolitica
de pepsina en ausencia del inhibidor y después en presencia del mismo siguiendo
el procedimiento detallado en el acapite [2.2.2] con la ecuacién [2.1]. la Al fue el
resultado de la diferencia entre la AE sin inhibidor y la AE en presencia del inhibidor
(Muhfoz, 2011, p. 27).

Aplicando la ecuacion [2.1] se obtiene la actividad enzimatica en ausencia del
inhibidor:

_03740 _ 0 U

AE =
(0,1)? mL de solucion enzimatica

Para determinar la AE en presencia del inhibidor, se reemplazo el tampén fosfato

por el inhibidor y de esta manera se obtuvo:

0,1980 U
= > =19,80 — P
(0,1) mL de solucidon enzimatica

AE

Con estos resultados se procedié a cuantificar la Al mediante la ecuacién [A.10]
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Al = AE - AE,
[A.10]

Donde:

AEg, : Actividad enzimatica sin inhibidor, en U/mL de solucién proteica

AE_, : Actividad enzimatica con inhibidor, en U/mL de solucion proteica

Reemplazando se tiene:

u
Al = (37,40 — 19,80) mL de solucidn proteica

U
Al =17,60 mL de solucion proteica

AIIL.2. Calculo de la actividad inhibidora especifica (AIE)

Una vez calculada la Al y con la cuantificacion de la concentracion de proteina

determinada mediante la ecuacion [A.3], se determiné la AlE.

La actividad inhibidora especifica es la relacion que existe entre la Al y la [P] y se

representa mediante la ecuacion [A.11].

Al

AEE = — A.11
17,60 mL de soluctijén roteica

AE = - P
3.854 g

mL de solucion proteica
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AlIE = 4,57 U/mg

AIIL3. Grado de purificacion (GP)

El grado de purificacién se calculd mediante la ecuacién [A.12], que representa la

relacion entre la AIE después del tratamiento de purificacion y la AIE inicial.

AlE Después de la purificacion
GP B AIE inicial [A 1 2]
U
22,25 ma
GP = 7U9
931—
mg

GP = 2,39 veces
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ANEXO 1V

FRACCIONES MAS ACTIVAS PRESENTES EN LA
CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD CON SUS RESPECTIVAS
MEDICIONES DE [P], AL, AIE Y GP

En la Tabla AIV.1 se detalla los valores de concentracion de proteina, actividad
inhibidora, actividad inhibidora especifica y grado de purificacion para las fracciones
recolectadas en la cromatografia de afinidad correspondiente al retenido del
extracto de quinua. Estos valores se muestran a partir de la elucion acida y se han

omitido las fracciones que no aportaron al GP.

Tabla AIV.1. Concentracion de proteina, Al, AIE y GP de las fracciones mas activas del
retenido del extracto de quinua

[P] Al AIE GP
# Fraccion

mg/mL U/mL U/mg veces

9 0,095 4,480 47,158 5,063
10 0,201 7,980 39,701 4,262
11 0,230 13,980 60,783 6,525
12 0,206 14,480 70,291 7,546
13 0,023 3,080 133,913 14,376
14 0,626 23,080 36,869 3,958
15 0,682 24,480 35,894 3,853
16 0,690 26,980 39,101 4,198
17 0,429 11,980 27,925 2,998
18 0,244 10,580 43,361 4,655
19 0,221 10,280 46,516 4,994
21 0,103 4,480 43,495 4,669
22 0,090 3,980 44,222 4,747
23 0,066 2,180 33,030 3,546
24 0,053 1,980 37,358 4,011
31 0,018 1,380 76,667 8,230
32 0,127 8,380 65,984 7,084
33 0,026 9,480 364,615 39,143
36 0,017 0,480 28,235 3,031
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La concentracion de proteina, actividad inhibidora, actividad inhibidora especifica y
grado de purificacion para las fracciones mas activas presentes en el permeado del
extracto de quinua se detallan en la Tabla AlV.2. Estos valores se muestran a partir

de la elucién acida y se han omitido las fracciones que no aportaron al GP.

Tabla AIV.2. Concentracion de proteina, Al, AIE y GP de las fracciones mas activas del
permeado del extracto de quinua

[P] Al AIE GP
# Fraccion

mg/mL U/mL U/mg veces
5 0,14 2,16 15,77 1,69
6 0,11 1,86 17,55 1,88
7 0,09 2,66 30,23 3,25
8 0,11 2,46 22,36 2,40
9 0,41 10,16 25,02 2,69
10 0,69 20,16 29,34 3,15
11 0,66 17,16 26,04 2,80
12 0,68 18,66 27,32 2,93
13 0,68 17,86 26,26 2,82
14 0,69 16,66 24,22 2,60
15 0,50 18,16 36,32 3,90
16 0,39 3,76 9,77 1,05
17 0,48 15,66 32,63 3,50
18 0,64 9,26 14,38 1,54
19 0,55 7,16 12,99 1,40
20 0,41 6,06 14,82 1,59
30 0,31 12,86 40,96 4,40
33 0,06 0,66 11,79 1,27
34 0,04 0,66 15,00 1,61
35 0,04 0,36 10,00 1,07
44 0,09 1,36 15,45 1,66
45 0,07 0,66 9,17 0,98
47 0,08 0,76 10,13 1,09
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ANEXO V

EJEMPLOS DE CALCULOS PARA LA DETERMINACION DE LOS
PARAMETROS CINETICOS DEL INHIBIDOR PURIFICADO

En la Tabla AV.1 se detalla los datos experimentales del inhibidor presente en el
retenido del extracto de quinua. De esta manera, se ejemplifica el calculo de los
parametros cinéticos (Vmax y Km). Ademas, se presenta la cuantificacion de la

constante de inhibicion (ki).

Tabla AV.1. Actividad proteolitica de pepsina en ausencia del inhibidor y en presencia del
Lote P, medidas a diferentes concentraciones de caseina

Concentracion de caseina Actividad proteolitica (U/mL)
mg/mL mM Pepsina Lote P
3 0,252 14,80+ 1,31 12,70+2,28
5 0,420 23,70+ 0,45 20,40+ 2,67
7 0,588 29,10+2,38 25,40+ 1,23
11 0,924 38,30+ 2,69 32,40+ 2,57
15 1,260 45,00+ 1,86 39,40+ 4,16

Con estos datos experimentales, se linealizé segun el modelo de Lineweaver-Burk

y se determiné la Km y la Vmax. Para ello, se presenta la Figura AV.1.

La Figura AV.1 representa el grafico del inverso de la actividad proteolitica de

pepsina con y sin inhibidor versus el inverso de la concentracion de sustrato.
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Lote R

Lote P
Pepsina Sl
Linear (Lote R)
Linear (Lote P)

Linear (Pepsina Sl)

Figura AV.1. Linealizacion del modelo Michaelis-Menten para la pepsina con y sin

inhibidor.

Para calcular la Vmax se procedié a tomar el valor del punto de corte generado en

el eje de las ordenadas (b) y se aplico la ecuacion [A.13].

1
Vmax

[A.13]

Tomando de la Figura AV.1. el valor de b se tiene que la Vmax para la pepsina sin

inhibidor es igual a:

0,0107 =
’ Vmax

Vmax = 93,46

Mientras que para la pepsina en presencia del Lote P es igual a:

0,0124 =

Vmax = 80,65
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Por otro lado, la Km se calculé mediante la ecuacion [A.14].

m=_fm A14

Vmax [A-14]
Km

0,0140 = 2T

Km = 1,31 mM (Sin inhibidor)

Km

0,0163 = 8065

Km = 1,31 mM (En presencia del Lote P)

De acuerdo con estos resultados se determind la presencia de un inhibidor no
competitivo para el Lote P. Aplicando la ecuacién [A.15] se calculé el factor «
(Nelson y Cox, 2013, p. 208).

_ Vmax

aparente a

Vmax
[A.15]

Vmax
a= .
Vmax

aparente

o 9346
"~ 80,65

a=116

Por ultimo, se calculd el valor de ki a través de la ecuacion [A.16].



1,49x10°
Ki= #

1,16 -1

Ki=0,088 uM

=8,89x10°mM
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[A.16]
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ANEXO VI

PREPARACION DE LOS GELES Y SOLUCIONES UTILIZADAS EN
LA ELECTROFORESIS

En la Tabla AVI.1. se detalla el contenido en porcentaje dé cada solucion utilizada

en la electroforesis con su respectivo valor de pH.

Tabla AVI.1. Soluciones utilizadas en la electroforesis realizada para la caracterizacion
molecular del inhibidor presente en el extracto acuoso de quinua

Tipo de soluciéon Contenido pH

48 % acrilamida -

Poliacrilamid
oliacrilamida 1,5 % bisacrilamida

SDS al 4 % -
Tris-HCI 50 mM 6,80

Desnaturalizante Glicerol al 12 % -
2-mercaptoetanol -

Azul de bromofenol -
Tris 0,03 M 8,25

Tampoén catodo Glicina 0,93 M -
SDS al 0,10 % -

Tampon anodo Tris 0,20 M 8,90
250 ML metanol

Solucién fijadora 35 mL de acido acético -
215 mL de agua destilada

0,625 mg de azul de Coomasie
Solucidn de tincidon 227 mL de metanol -
23 mL de acido acético

215 mL de metanol -

Solucion de decoloracion o L
37,5 mL de acido acético

En la Tabla AVI.2. se indica la cantidad de las soluciones que conformaron tanto el

gel concentrador como el separador.
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Tabla AVI1.2. Composicion de los geles separador y concentrador utilizados en la
electroforesis para caracterizar los extractos acuosos

Solucion Gel Separador Gel Concentrador
Poliacrilamida 10 mL 6,1 mL
Gel Buffer 10 mL 10 mL
Glicerol 3,14 mL -
Agua Destilada 6,82 mL 13,9 mL
Persulfato de amonio 150 uLL 150 uL
TEMED 10 uL 10 uL




