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LINEA(S) DE INVESTIGACION:
L. Propiedades de los alimentos (330920)

Sintesis organica no convencional

—_—

Proyecto de Investigacion

Titulo:' ANALISIS DE LA TOXICIDAD DE HIDROLIZADOS PEPTIDICOS CON ACTIVIDADES
BIOLOGICAS OBTENIDOS A PARTIR DE SUBPRODUCTOS DE LA INDUSTRIA
AGROPECUARIA

Resumen del proyecto (maximo 200 palabras)

Los modelos animales aplicados al estudio de toxicidad han sido usados durante afios, en pruebas de nuevos
ingredientes alimentarios, pero principalmente en la caracterizacion y desarrollo de productos farmacéuticos,
sin embargo, actualmente se va optado por métodos que no empleen mamiferos, entre los que se puede
mencionar al pez cebra y nemétodos, El presente trabajo tiene como objetivo, evaluar la toxicidad ocasionada
por péptidos bioactivos, realizando bioensayos en embriones de pez cebra (Danio rerio) y nemétodos
(Caenorhabditis elegans). El proyecto iniciard con la obtencion de hidrolizados peptidicos a partir de
subproductos agropecuarios, tales como plumas, cabezas y patas de pollo, suero de leche, torta de soya, torta

posterior anélisis de los microorganismos al microscopio. Finalmente, en las fracciones peptidicas que

resenten mayor actividad biologica v menor toxicidad, se realizaran digestiones “in vitro” para conocer la
Pre L may Ica y ! p
resistencia de los productos obtenidos, a la digestion.

Palabras clave (4-6): Compuestos bioactivos, gelatina, hidrolizados peptidicos, acidos grasos
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2 | Objetivos, relevancia, productos y resultados esperados de esta propuesta de
investigacion
2.1 Objetivos

2.1.1 Objetivo General

®  Analizar la toxicidad de hidrolizados peptidicos con actividades biolégicas obtenidos a partir de
subproductos de la industria agropecuaria.

2.1.2 Objetivos Especificos

a) Determinar las condiciones 6ptimas para la obtencién de hidrolizados peptidicos a partir de
subproductos agropecuarios
b) Analizar las actividades biolégicas de los hidrolizados peptidicos (antioxidante, antihipertensiva,
antimicrobiana)
¢) Fraccionar los hidrolizados peptidicos mediante membranas de corte de diferentes tamafios
moleculares, con el fin de determinar las fracciones que presenten las mayores actividades
d) Analizar en las fracciones obtenidas, ¢l nivel de toxicidad mediante modelos “in vivo”
Definir el cambio de actividad de las fracciones con actividades biolégicas, tras un proceso de digestion “in
vitro
2.2 Detalle de los resultados esperados (con relacion a los objetivos)

a) Obtener fracciones peptidicas con actividades biolégicas (antioxidante, antihipertensiva,
antimicrobiana) a partir de subproductos agropecuarios.

b) Determinar los niveles de toxicidad de las fracciones peptidicas obtenidas, mediante el uso de dos
modelos “in vivo”

¢) Los resultados de este Proyecto contribuiran a entender de mejor forma la importancia de las
hidrdlisis proteicas en la obtencién de productos con nuevas caracteristicas nutricionales

d) Los resultados del Proyecto contribuirdn a definir una metodologfa, para analizar la posible
toxicidad de nuevos productos, que puedan ser consumidos por la poblacién

3 | Relevancia de la propuesta de investigacion y su relacién con la(s) lineas de
investigacion

El presente proyecto de investigacién se enmarca dentro de alimentos funcionales, sin embargo, marca una
nueva linea de trabajo dentro del Departamento, incorporando técnicas de determinacién de toxicidad, que
aportaran a determinar la inocuidad de nuevos productos o substancias en el organismo humano.

4 _|Productos esperados

a. Publicaciones cientificas (obligatorio);

b. Disertacion a la Comunidad Politécnica;

¢. Proyecto de Titulacion;

d. Tesis de Grado (maestria o doctorado);

e. Aplicacion tecnolégica construida o implementada;

f. Patente presentada;

g. Perfil de proyecto de mayor impacto cientifico, técnico, pedagégico o de innovacién.
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6.1 Descripcion, metodologia y disefio del proyecto (Mdximo dos carillas)

- Descripcion del proyecto
* INTRODUCCION. ESTADO DEL ARTE

se ha descartado a los roedores como principales individuos de experimentacion, optando por otros modelos
animales (Etheridge, 2010). En el Ecuador atin persiste el uso de mamiferos en estudios de toxicidad,
aunque se tiende a reducir el ntimero de animales a utilizar, debido a que representa menor costo de los
ensayos (Rubio, 2013). El pez cebra (Danio rerio), se ha transformado en los tltimos afios en uno de los
modelos biolégicos con alta importancia, al igual que el nemétodo Caenorhabditis elegans (Berry et al.,
2007); esto se debe a que los resultados obtenidos por medio de modelos animales son mas eficientes en
cuanto a tiempo y costo en comparacién a los realizados de manera in vitro, reemplazando ademas a otros

entre otros (Rocha, Ruiz y Coll, 2002). En la industria agroalimentaria se hace énfasis a los estudios de
toxicidad referentes a residuos de plaguicidas en los alimentos, asi como también de estudios comparativos
de biofertilizantes (Moreno, 2013). Mientras que en nematodos, se han realizado estudios enfocados a la
recuperacion ambiental, anélisis de toxicidad en agua (Kronberg et al., 2014), desarrollo y funcionamiento
de neuronas, analisis de genoma, entre otros (Navarro, 2003). Es posible el uso de peces cebra para este
tipo de anélisis debido a que tiene aproximadamente el 70% de similitud genética con los humanos, y puede
llegar al 80% cuando se trata de genes.

La actividad agropecuaria, al igual que cualquier actividad humana, produce restos y residuos (Alvarez et
al., 2012). La produccién avicola genera subproductos, tales como plumas, visceras, y 6rganos como
cabezas y patas de animales sacrificados que son considerados como productos de escaso interés comercial
Y precios muy bajos. Por lo cual es necesario encontrar alternativas de aprovechamiento que proporcionen
un valor agregado a los mismos (Almeida er al,, 2012). Las patas de pollo son el 4% del peso de pollo y su
composicion tiene un 20% de colégeno, el cual puede ser utilizado en la obtencién de gelatina (Certad &
Pérez, 2001). Las plumas crudas, por su parte, contienen un 71,19% de proteina que también puede ser
aprovechada (A. De Dios, 1996). Las cabezas de pollos, Junto a las patas y plumas son residuos que se

et al, 2012). El suero de leche es también subproducto de la produccién lechera, al cual en la actualidad
se lo ha aprovechado efectivamente en la elaboracion de productos por sus propiedades funcionales y su
alto contenido de nutrientes. (Marshall, 2004; Madureira 2007). Entre los componentes del suero, el de

de arroz (Cuadrado, 2008; Gallardo, Gaggiotti, 2003).

La hidrélisis enzimatica de diferentes tejidos obtenidos a partir de los residuos, dan lugar a la obtencién de
péptidos con una potencial actividad biolégica, lo cuales pueden ser entendidos como agentes nutracéuticos
per se, o bien pueden ser incluidos en la formulacion de alimentos funcionales. El estudio de péptidos con
funcién bioactiva a partir de diversas fuentes proteicas como: leche, ciertos vegetales, huevos, entre otros,
ha alcanzado relevancia en investigaciones nacionales e internacionales (Philanto-Leppild, 2000, Miguel
et al., 2004, Jauhiainen et al. 2007, Pedroche et al. 2007).

Es preciso evaluar la concentracién de toxinas en proteinas hidrolizadas para no sobrepasar la dosis letal
en caso de que éstas sean utilizadas para elaborar productos de interés industrial. En los dltimos afios, la
toxicologia relacionada con los alimentos ha tomado gran importancia. Los productos alimenticios téxicos
pueden provocar desde leves malestares hasta casos fatales (Valle, Vega, 2000).

PLANTEAMIENTO DEL PROYECTO
* Elproyecto plantea el analisis de Ia toxicidad de fracciones de hidrolizados proteicos, con propiedades

antioxidantes, antihipertensivas (inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina I en angiotensina
I [ACE]) y antimicrobianas, obtenidos a partir del aprovechamiento de subproductos agropecuarios,
tales como cabezas, patas de pollo, plumas, torta de soya, polvillo de arroz y torta de palmiste.
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METODOLOGIA Y DISENO DE LA INVESTIGACION
Para el anilisis de la toxicidad de hidrolizados peptidicos con actividades biologicas, se iniciard con el

dichos hidrolizados proteicos.

1. Determinar las condiciones 6ptimas para la obtencién de hidrolizados peptidicos a partir de
subproductos agropecuarios

Los hidrolizados peptidicos se obtendran mediante el uso de diferentes enzimas, tales como pepsina
(pepsina de mucosa estomacal porcina, Sigma-Aldrich), Alcalasa (proteasa de Bacillus licheniformis,
Sigma-Aldrich), Tripsina (Sigma-Aldrich), Bromelina (Obtenida a partir de corazones de pifia Ananas
comosus) con el fin de obtener péptidos de diferentes tamafios moleculares. La especificidad de la proteasa
afecta no sélo el tamatio, sino también la cantidad y la secuencia de aminoéacidos de los péptidos, que a su
vez influye en la actividad de los hidrolizados (Chen et al., 1995; Jeon et al., 1999; Wu et al., 2003).

2. Analizar las actividades biolégicas de los hidrolizados peptidicos (antioxidante, antihipertensiva,
antimicrobiana)

En los diferentes hidrolizados proteicos obtenidos, se analizara en cada uno de ellos su actividad
antioxidante, antihipertensiva ¥ antimicrobiana. La actividad antioxidante se analizard mediante el método
de ABTS (4cido 2'2-azin0-bis-3~etilbenzotiazol-6-sulfénico) descrito por Re et al (1999). La actividad
antihipertensiva se determinard mediante la capacidad de las muestras para inhibir la enzima ACE. La
actividad inhibidora de la ACE se evaluard por medio de cromatografia liquida alta resolucién en fase
reversa (RP-HPLC), utilizando una columna C18, segiin el método descrito por Wu, Aluko y Muir (2002).
La actividad antimicrobiana de las fracciones peptidicas se realizard de acuerdo al método descrito por
Gomez-Guillén et al. (2010).

3. Fraccionar los hidrolizados peptidicos mediante membranas de corte de diferentes tamaiios
moleculares, con el fin de determinar las fracciones que presenten las mayores actividades

Existe evidencia de que las actividades biolégicas estan fuertemente influenciadas por el tamaiio de los
péptidos, asi como su sitio de corte (Jung et al., 2006 Li-Chan et al., 2012).

En cada uno de los hidrolizados obtenidos, se realizard un proceso de diafiltracion, a través de membranas
de corte (Amicon ultra-15) de 3, 10, 50 y 100 KDa, con el fin de analizar en las diferentes fracciones
peptidicas las actividades biolégicas presentes en los péptidos.

4. Analizar en las fracciones obtenidas, el nivel de toxicidad mediante modelos “in vivo”

En cada fraccién obtenida se procederd a analizar el nivel de toxicidad en 2 modelos “in vivo.

El primer andlisis se lo realizara en el nematodo Caenorhabditis elegans mediante el método descrito por
Wu et al., (2012) con sus materiales y métodos. Un segundo ensayo de toxicidad se realizard en embriones
de peces cebra (Danio rerio), siguiendo el método descrito por Massarsky et al., (2014) con sus materiales
y métodos. Con estos anélisis se pretende analizar la dosis letal de las fracciones peptidicas en los embriones
de ambos organismos, y conocer si son potencialmente seguras para el consumo humano.

5. Definir el cambio de actividad de las fracciones con actividades biolégicas, tras un proceso de
digestién “in vitro”
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6 | Tiempo de dedicacion de docentes, infraestructura, equipos y fondos adicionales.

6.1 Tiempo méximo de dedicacién semestral del Director del proyecto, de los docentes participantes
Y otros colaboradores.
El tiempo de dedicacién maximo serd de acuerdo al tipo de proyecto:

Proyecto Director | Colaboradores
Pily PIS 16 HSS 8 HSS
| PUyPIMI | 20HSS 10 HSS
B - Rol Horas de
Nombre (director o c?lxhorarjur) dedicacién Departamento

Mauricio Mosquera Director 16 DECAB
Jenny Avila Colaborador 8 DECAB i
Marco Sinche Colaborador 8 DEMEX {

6.2 Infraestructura y equipos
- HPLC-ICP-MS:; PpHmetro, Redmetro, neveras Y congeladores, laboratorios

6.3 Breve justificacién del equipo requerido
- Para la realizacién de este proyecto se solicita una cabina de bioseguridad tipo II. Este equipo
servird para llevar a cabo todos los experimentos de manera inocua, el congelador de -80 °C
ayudard a conservar las enzimas, cepas microbianas y las muestras. El liofilizador es de suma
importancia para deshidratar las muestras para su conservacion y posteriores andlisis

6.4 Fondos Adicionales
- Otros fondos de otros organismos (si los hubiere)

7__|Declaracién del Director del Proyecto
Declaro que la presente propuesta es de mi autoria y de los colaboradores mencionados y que no ha sido
presentada en ninguna convocatoria de otra institucion publica o privada solicitando el financiamiento

total del proyecto.
/é,-// 59

y LYE Quito, 18 de Julio de 2016
DIRECTOR'DEL PROYECTO (lugar y fecha)
Nombre: 07D S0 pfEE
cc: [Fl5935U/

DECLARACION DEL JEFE DE DEPARTAMENTO
Es? propuesta ha sido aprobada por el Congejo del Departamento de .. DECAR ... » en sesién del dia
A8 dudiozon. mediante resolucion NP7 kg3 instalaciones, incluyendo personal, edificios, equipo y
recursos financieros estan a disposicj us colaboradores de acuerdo con las especificaciones

qQue se encuentran en esta propuest e
&
. 2o\
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L > Sz Quito, 18 de Julio de 2016
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(lugar y fecha)
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C CPI‘WSGI: 6n Sesial Proyecto de Investigacién Junior
) CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES DEL PROYECTO
Thuio del Provect ANALISIS DE LA TOXICIDAD DE HIDROLIZADOS PEPTIDICOS CON ACTIVIDADES BIOLOGICAS OBTENIDOS A PARTIR DE
0 C6LTTOVeLRY: SUBPRODUCTOS DE LA INDUSTRIA AGROPECUARIA
] ~ ARO1
8
1[2[a[a|1]2]3]a| 1] 2] 3] al1]2]3]a|1]|2]3]a|1]|2]|3]|a|1]|2|3]a]1]2]|3]|4]1]2]3]a]1f2]3]a|12]|2]3]4]1]2]3]a
1 Purificacién de proteinas X % fx |x |x [x |x {x
< Andlisis de las propiedades de las proteinas X x| x |x
3 Hidrélisis enzimaticas y fraccionamiento X% 0% X x| x fx fx
4 G 3 i TR T
Determinacién de dades biolégicas de los | X x| [x [x [x |x {x
2 Establecimiento de las poblaciones de paces X e lx % xx|x|x
8 Establecimiento de las poblaciones de nem&odos X fx fx fx |x
t Determinacién del tamafio molecular de los hidrolizados X% % |x
. Redaccién de informes y publicaciones P 0w fx fx [x fx 115 % |x % |x
9
10

; 2 g 1) 2|3 af1]|2]3|al1]2|3]a]1]2]3]|a]|2|2]|3]a|1]2]|3]4]1 4|1{2|3{4|1)2|3|4]1[2|3|4|1|2|3]4[1]2|3(4
1 Andlisis de toxicidad de hidrolizados en embriones de peces
cebra x 1 P D ] | e e b e e e ]x I x| x
2
Anélisis de toxicidad de hidrolizados en nemétodos % [ P |3 ] |x dx fx Dxfx D |x [x |x %

3 ¢ "

Digestiones de Ia fracciones peptidicas %[ % |x|x |x
4

Determinacién de actividades biolé de los digeridos XX |xx|x|x

5 Determinacién del tamafio molecular de los digeridos X% [x|x
6 = " £

Redaccion de informes y publicaciones X 1% )X |x [x [% ]X [x
7
8
9
10

Firma del Director del Proyecto
Mauricio Mosquera, PhD.
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