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INTRODUCCION

Los péptidos bioactivos son secuencias de aminoacidos inactivos en el interior de la
proteina precursora (“encriptados”), que ejercen determinadas funciones biolégicas tras
su liberacién mediante protedlisis. Generalmente, son péptidos de pequefio tamafio (3
a 20 aminoacidos), que son liberados durante la digestion gastrointestinal o
procesamiento de los alimentos. A partir de las proteinas de las algas rojas se han
obtenido hidrolizados enzimaticos con diferentes propiedades bioactivas (antioxidantes,
antihipertensivas, antimicrobianas, anticoagulantes, entre otras), y en algunos casos, se
han logrado aislar e identificar los péptidos responsables de dicha bioactividad (Harnedy
y Fitzgerald, 2011).

Una alternativa para fraccionar péptidos con un determinado tamafio molecular y
bioactividad, a bajo costo y de forma eficiente es el proceso de ultrafiltracion (Kim y
Wijesekara, 2010). Las membranas empleadas para la ultrafiltacion constituyen una
barrera fisica que retiene todos los compuestos con mayor peso molecular que el corte
del filtro (retenido, R), y deja pasar los de menor tamafio (permeado, P).

OBJETIVOS

El objetivo del presente trabajo fue concentrar péptidos con bioactividad mediante la
ultrafiltracion de hidrolizados con propiedades antioxidantes e inhibidoras de ECA |
(antihipertensivos) obtenidos con distintos sistemas enzimaticos a partir de un extracto
proteico del alga roja Pyropia columbina.

METODOLOGIA
Obtencién de los hidrolizados y las fracciones ultrafiltradas

A partir de un extracto proteico (EP) del alga roja Pyropia columbina se prepararon dos
hidrolizados: A: hidrélisis con Alcalasa 2 h; AF: hidrélisis con Alcalasa 2 h + Flavourzyme
4 h. La temperatura de hidrélisis en ambos sistemas fue 55°C. Los hidrolizados fueron
centrifugados a 2000xg durante 15 min a 25°C. Una alicuota de EP fue centrifugada
conjuntamente con los hidrolizados y el sobrenadante obtenido (material soluble de
partida sin hidrolizar) fue considerado como un blanco (B) del proceso de hidrdlisis.

La ultrafiltracion de B, A y AF se llevdo a cabo con un equipo de ultrafiltracion
Molecular/Por® Stirred Cell S-43-70. Para tal fin, se utlizO una membrana
Molecular/Por® Cellulose Ester, cuyo corte fue 10 kDa. Se obtuvo para cada muestra
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un permeado (P) y un retenido (R), denominados PB y RB para B, PAy RA para A, y
PAF y RAF para AF.

Caracterizacion de las muestras

Las muestras fueron evaluadas en cuanto a: contenido de compuestos fendlicos
extractables en agua (CFE) (Schanderl, 1970) y contenido de aminos libres (Nielsen y
col., 2001).

Evaluacion de propiedades antioxidantes y antihipertensivas de las fracciones
ultrafiltradas (P y R)

Las propiedades antioxidantes de las fracciones resultantes de la ultrafiltracion se
evaluaron mediante los siguientes métodos: 1) capacidad antioxidante frente al radical
ABTS (Cian y col. , 2012); los resultados se expresaron como el contenido de proteinas
gue inhibe el 50% del radical (IC50); 2) capacidad antioxidante frente al radical DPPH
(Brand-Williams y col., 1995) expresada como IC50; 3) capacidad quelante ligada al
cobre frente a la oxidacion del B-caroteno (CQ) (Megias y col., 2008). La CQ se calcul6
a los 180 min de reaccién, en funcién de los controles positivo y negativo. El resultado
se expres6 en mg EDTA g proteina. 4) Capacidad antioxidante por el método del acido
linoleico (CAAL), utilizando el ensayo de blanqueamiento del B-caroteno (Pedroche y
col., 2007). Las muestras fueron evaluadas a una concentracién proteicade 2 gL'y la
CAAL expresada como porcentaje de degradacion del B-caroteno a los 60 min de
reacciéon. 5) Poder reductor (PR) de acuerdo a Oyaizu (1986), expresado como ug de
acido ascorbico (AA) equivalente g* proteina.

Las propiedades antihipertensivas fueron evaluadas mediante el ensayo de inhibicién
de la enzima convertidora de angiotensina | (ECA I) de acuerdo a Hayakari y col. (1978),
y se determind para cada muestra la concentracion proteica que produce una inhibicién
del 50% de la enzima ECA | (IC50).

RESULTADOS
Caracterizacion de las muestras B, Ay AF y sus fracciones ultrafiltradas

El contenido de aminos libres de PA y PAF fue significativamente superior al de PB (2,9
y 3,5 vs 2,4 mEq L-ser g sélido). El valor mas alto se encontré en PAF, lo que estaria
asociado con la accién exopeptidasa de la enzima Flavourzyme.

En cuanto al contenido de compuestos fendlicos, los hidrolizados presentaron mayor
contenido de CFE que B (20,0 vs 14,3 mg equivalente de acido gélico g* sélido), lo que
puede deberse a que la hidrélisis de las proteinas se acompafia de liberacion de
compuestos fendlicos, favoreciéndose su solubilizacién y extraccion. Ademas, se
observé una mayor concentracion de CFE en los permeados de los hidrolizados que en
PB (35,0 vs.29,0 mg equivalente de &cido galico g sélido). Esto indicaria que los CFE
logran dializar a través de la membrana de 10 kDa, luego de ser liberados por las
proteasas.



Evaluacién de propiedades antioxidantes y antihipertensivas de las fracciones
ultrafiltradas (P y R)

Enla Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos de la actividad antioxidante evaluada
utilizando diferentes técnicas.

Tabla 1. Actividad antioxidante de las fracciones ultrafiltradas: inhibicién de ABTS, inhibicion de
DPPH, capacidad quelante (CQ), capacidad antioxidante por el método del &cido linoleico
(CAAL) y poder reductor (PR).

o QT QT o Y
PB 1,3+0,1° 1,88+0,09°  3564+3,93° 13,59+2,09° 9,83+0,10°
RB 4,7+0,3° 3,71+0,30°  1585+1,23° 46,99+0,75° 5,02 +0,45°
PA 0,36 + 0,00° 1,73+0,06°  58,71+3,71° 64,71+1,92° 53,99+1,39
RA 0,88 + 0,00° 1,12+£0,08°  27,30£2,22° 63,98+4,50° 41,62 +1,84°
PAF 0,27 +0,00° 0,50 +0,05°  76,90+4,68° 43,11+2,39° 23,69+0,81°
RAF 0,77 +0,02° 2,08 +0,10°  21,18+3,00° 62,43+3,29° 17,57 +0,48°

X + DE. En cada columna, valores con distintas letras indican diferencias significativas entre las
muestras (p<0,05). P: permeado; R: retenido; B: blanco; A y AF: hidrolizados

Para todos los métodos evaluados, la actividad antioxidante (AAO) fue mayor en los
permeados de los hidrolizados (PA y PAF) que en el permeado del blanco sin hidrolizar
(PB), y en los retenidos de los hidrolizados (RA y RAF) que en el retenido del blanco sin
hidrolizar (RB). Esto podria estar asociado a la liberacion de péptidos antioxidantes
durante el proceso de hidrélisis y al mayor contenido de CFE de los hidrolizados.
Ademas, respecto a las fracciones ultrafiltradas, la AAO fue mayor en el permeado, con
lo cual es posible separar y concentrar en dicha fraccién péptidos bioactivos y CFE con
capacidad antioxidante, de forma eficiente y a bajo costo.

En la Figura 1 se muestra la concentracién de proteina que inhibe el 50% de la ECA |
(IC50).
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Figura 1. Concentracion de proteina que inhibe el 50% de la enzima ECA | (IC50) de las
fracciones ultrafiltradas (R y P) de los hidrolizados A y AF (g L1). Barras con distintas letras
indican diferencias significativas entre las muestras (p<0,05).

El valor de IC50 obtenido para PA fue superior al de PAF. Esto indica que los péptidos
de tamafio intermedio presentes en PA son inhibidores més potentes que los de bajo
peso molecular y aminoacidos libres obtenidos con el sistema enzimatico AF.

Al igual que para la AAO, fue posible observar una mayor inhibicion de ECA en los
permeados que en los retenidos, indicando que el proceso de ultrafiltracién es efectivo
para separar péptidos bioactivos y CFE con actividad antihipertensiva.

CONCLUSIONES

Las fracciones permeadas de hidrolizados de P. columbina se podrian emplear como
agentes antioxidantes para la preservacion de alimentos. Ademas, se podrian utilizar en
la industria farmacéutica como anti-hipertensivos si se corrobora su accién in vivo. El
proceso de ultrafiltracion resulté ser una muy buena estrategia para concentrar ciertas
propiedades antioxidantes y antihipertensivas a bajo costo.
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