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DECIINAENI

La hipertension arterial es una enfermedad que disminuye la calidad y expectativa de vida. Se han estudiado péptidos que actuan sobre el sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA),
regulando la presion arterial. Dichos péptidos pueden ser obtenidos por hidrolisis de proteinas empleando enzimas proteoliticas. Bromelia serra es una especie que crece en el centro-norte de Argentina cuyos
frutos poseen peptidasas de tipo cisteinico al igual que otras especies de la familia Bromeliaceae. El objetivo del presente trabajo consistio en preparar un extracto enzimatico a partir de esta especie vegetal,
utilizarlo para hidrolizar diferentes proteinas alimentarias y evaluar la presencia de péptidos inhibitorios de la enzima convertidora de angiotensina | (ECA), la cual forma parte del sistema SRAA. Se obtuvo un
extracto crudo (EC) empleando frutos inmaduros triturados en presencia de buffer citrico-fosfato 0,1-0,2 M (pH 5, EDTA vy cisteina 5mM). Este extracto fue purificado parcialmente por precipitacion etandlica (-20
" C, 30 min), centrifugado (10.000 rpm, 4~ C, 30 min) y resuspendido en buffer de extraccidn, en un volumen igual al de partida. Esta preparacidn fue denominada PERBs y presentd una actividad caseinolitica de
0,9773 == 0,0936 Ucas/ml y una concentracién de proteinas de 328 = 27 ug/ml. Se prepararon tres sustratos proteicos: aislado de soja (SOJ), lactosuero bovino (LAC) y caseina bovina (CAS) cuyas concentraciones
proteicas fueron 5,1 = 0,6 (S0J), 9,36 &= 0,2 mg/ml (LAC) y 8,2 &= 0,6 (CAS) mg/ml. Se obtuvieron hidrolizados con los tres sustratos empleando el PERBs, en una proporcidn enzima:sustrato de 1:9,a 45y 55 C,
durante diferentes tiempos de reaccién (5, 10, 30, 60, 90 y 180 min), deteniendo las hidrdlisis por shock térmico (100 = C, 5 min). Los controles utilizados fueron: tiempo cero de hidrdlisis (T,, solo sustrato) y blanco
de enzima (BE, sdlo enzima). Los hidrolizados fueron monitoreados por SDS-PAGE con tricina, observandose una degradacion progresiva de los tres sustratos. Se obtuvieron valores de grado de hidrolisis mayores en
los hidrolizados de 55  C que aquellos correspondientes a 45 ~ C. Se alcanzaron los valores maximos luego de 180’ de digestion, correspondiendo el mayor valor de porcentaje al hidrolizado de CAS (32,2 = 0,8
%), seguido por los hidrolizados de SOJ y LAC (18,2 == 0,6 y 12,0 == 0,8 %, respectivamente). Se determiné la actividad inhibitoria de la ECA a todos los hidrolizados de 180’ empleando un método fluorométrico
utilizando como sustrato Abz-PheArglLys(DNP)Pro-OH. En todos los casos se observa un mayor porcentaje de inhibicion de la ECA en los hidrolizados respecto de sus BE y T,, mostrando asi la liberacion de péptidos
inhibitorios como resultado de las hidrdlisis. El hidrolizado de LAC de 55  C presentd el mayor porcentaje de inhibicién (57,5 &= 3,6 %), seguido por los hidrolizados de CASde 45y 55 C (53,8 = 2,0y 52,7 & 0,0,
respectivamente). Por lo tanto se considera que estos hidrolizados podrian ser empleados como ingredientes de alimentos funcionales formulados para regular la presion arterial.
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En las ultimas décadas se ha incrementado la prevalencia de
la hipertension arterial en los paises occidentales. Es por esto que numerosas Preparar un extracto enzimatico a partir de frutos de B. serra.
investigaciones se dirigen hacia la busqueda de tratamientos para mejorar la calidad de
vida de las personas afectadas. Se han estudiado péptidos que actuan sobre el sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), regulando la presion arterial. Bromelia serra

es una especie vegetal nativa de Argentina cuyos frutos poseen peptidasas capaces de Evaluar la presencia de péptidos inhibitorios de la enzima convertidora
liberar péptidos bioactivos encriptados en proteinas alimentarias. de angiotensina | (ECA).

Emplear el extracto purificado parcialmente para hidrolizar diferentes
proteinas alimentarias.

NAATEDIAICC VV NEFTANNAC

Obtencion del extracto enzimatico Obtencion de los hidrolizados Caracterizacion de los productos
de hidrolisis
. Extr];?cto ’crydof(E]f:) | * Sustratos proteicos /. SDS-PAGE con Tricina \
Buffer citrico-fosfato (0,1-0,2 M de pH Proteina aislada de soja (S0J): 5,1+0,6 e Grado de hidrélisis: método
5, EDTAy Cys 5 mM) mg/ml del
, L, ) 1o ) , el TNBS
-Centrifugacion (10.000 g, 30/, 4 °C) -Proteinas de lactosuero bovino (LAC): e Actividad inhibitoria de la ECA
-Recuperacion del sobrenadante (EC) 9,41+0,2 mg/ml (,:IE“C’::A)? 'nhibitoria de 1a
Purificacién parcial -Caseina bovina (CAS): 8,2+0,6 mg/ml ' , .
Precipitacion con 4 volumenes de Condici de hidradlisi -Sustrato fluorogenico: Abz-
> - o
Frutos inmaduros P on ICIO.I1,ES € , Idrofisis PheArgLys(DN P)PFO-OH 0,05
3 serra etanol -Proporcidon enzima:sustrato, 1:9 MM en DMSO
. . 7 ) 0) o
-Centrifugacion (10.000 g, 30’, 4 °C) -Temperatura: 45y 55 °C -
7, , R S -Buffer Tris-HCI 0,1 M de pH 7,
-Resuspension del pellet en buffer de -Tiempos de hidralisis: 0, 5, 10, 30, 60, 90 y
. _ NaCl 50 mM, ZnCl, 10 pM
extraccion = | PER-Bs 180 min Tiempo de reaccion: 0-290 s
(0,9773 + 0,0936 Ucas/ml, 328 + 27 ug -Agitacion: 200 rpm '
proteina/ml) -Inactivacion enzimatica: 100 °C, 5 min k /
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Figura 1
Figura 1. SDS-PAGE con tricina. Hidrolizados de soja, lactosuero vy
i SOJJ/_\ o caseina de 45 y 55 2C. BS: sustrato. Tiempos de hidrolisis: 0-180’. > Empleando eI PER_BS se Obtuvo Ia degradacién
45 =2C 25 QC Patrones de peso molecular (BioRad): multipeptidico (MP) y “Low ] ’ o
a e = ... Range” (LR). o progresiva de SOJ, LAC y CAS, en las condiciones
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& ma T B BS as°c  s5°C » Consideramos que los hidrolizados con mayor AIECA
ey Figura 3. Actividad inhibitoria de la ECA (AIECA). Porcentaje de podrl'an ser empleados como ingredientes de alimentos
inhibicion respecto a la actividad de la enzima total (100%). BE, Blanco . . £ .
5 10 30 60 90 180 BS MP 5 10 30 60 90 180 BS MP de enzima (sin sustrato). BS, Blanco de sustrato (sin enzima). funcionales formulados para regUIar 13 presion arterial.
Hidrolizados de 180’ de soja, caseina y lactosuero, de 45y 55 °C.
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