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1. Resumen






Introduccion

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en todo el mundo, en
2005 provocaron alrededor del 30% de las muertes y se calcula que en 2015 moriran cerca de
20 millones de personas. En la actualidad, el principal factor de riesgo de estas enfermedades
es la hipertension, que afecta a mas del 25% de la poblacion mundial. Por tanto, el control y
tratamiento de la hipertensién es de vital importancia. Una de las vias investigadas para paliar
el problema, consiste en la inhibicion de la enzima convertidora de la angiotensina (ACE). Esta
enzima actla sobre el sistema renina-angiotensina-aldosterona provocando la transformacién
de angiotensina | en angiotensina Il (un potente vasoconstrictor) y sobre el sistema calicreina-
cinina degradando el vasodilatador bradiquinina, todo ello provoca un aumento de la presién
sanguinea. Hoy en dia existen péptidos sintéticos (principios activos de medicamentos)
capaces de inhibir a ACE reduciendo asi la presidon sanguinea. Sin embargo, estos
medicamentos presentan algunos efectos secundarios indeseables. Dada la magnitud del
problema y su importancia para la salud publica, en los ultimos afios se han realizado
numerosas investigaciones dirigidas a la obtencién de inhibidores naturales de ACE
procedentes de la hidrdlisis de proteinas alimentarias, con el objetivo de introducirlos en la
formulacion de alimentos funcionales. Estos péptidos no podrian sustituir al medicamento

pero si ayudar en su tratamiento y prevencién.

Asi, el objetivo de este trabajo de investigacidn es la produccién de péptidos inhibidores de

ACE a partir de las proteinas de leche de cabra.

Para ello se ha estudiado la hidrélisis enzimatica con proteasas de origen animal y bacteriano
(tripsina y subtilisina) de la leche de cabra y de sus proteinas, caseinas y proteinas séricas. Las
fracciones proteicas se obtuvieron mediante ultrafiltracidn con membranas cerdmicas de 0.14
Mm. En el caso de la leche de cabra, se han optimizado las condiciones de operacién que
maximizan el grado de hidrdlisis y la actividad inhibidora de forma independiente, y

conjuntamente mediante optimizacidn biobjetivo.

Los mejores resultados de inhibicion se han obtenido para el sistema caseinas — tripsina —
subtilisina. Se ha realizado la caracterizacién e identificacidon de péptidos de estos hidrolizados
mediante cromatografia de exclusion de tamafios y LC-MS/MS. Las fracciones obtenidas
presentaron valores ICs, comprendidos entre 5y 57 pug/mL. Ademas, se han logrado identificar
11 de los péptidos presentes en las fracciones mas activas. Algunos de estos péptidos (TGPIPN,
LHLPLPL, HLPLPL y EMPFPK) habian sido identificados previamente como inhibidores de ACE
procedentes de caseinas, mientras que otros (WY) se han identificado por primera vez en esta

investigacion.
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Para comprobar la resistencia de los péptidos inhibidores al proceso de digestion, los
hidrolizados obtenidos con mayor capacidad inhbidora ACE se han sometido a un proceso de
hidrélisis en dos etapas sucesivas con pepsina y enzimas pancréaticas, que simulan la digestion
real. Se ha comprobado que los hidrolizados producidos con la combinacién de enzimas
mantienen su poder de inhibicién de ACE, mientras que los hidrolizados obtenidos utilizando la

enzima de origen animal reducen su actividad en mas de un 50%.

La investigacidn realizada se ha completado con el estudio del proceso de purificacion de los
péptidos inhibidores por membranas y del proceso de secado por atomizacién. Para la
purificacién/concentracion se han estudiado dos estrategias, cada una con dos etapas
consecutivas. Como resultado destacable se ha obtenido que el hidrolizado de la fraccidon
proteica de caseinas mejora un 30 % su actividad inhibidora mediante ultrafiltracion a través
de membrana de 50 kDa. El proceso se ajustdé a un modelo de bloqueo completo de poro. Por
el contrario la segunda etapa propuesta (3 kDa) no mejord la capacidad inhibidora. Las
membranas ceramicas usadas en las filtraciones recuperaron totalmente sus caracteristicas
filtrantes después de la limpieza alcalina empleada, lo que permite su reutilizacion. En el
proceso de estabilizacién por secado por atomizacidn, tanto la temperatura de salida del aire
como el rendimiento se correlacionaron con las variables de entrada, temperatura de entrada
del aire y caudal de alimentacién de hidrolizado. Se obtuvo un éptimo para el rendimiento a
170 °C y 4.35 mL/min. El proceso de secado reduce en un 25 % la actividad inhibidora del
hidrolizado original, pero a pesar de ello, éste mantiene un actividad inhibidora adecuada, I1Csq

=273.23 pg/mL, para su inclusion en férmulas para alimentacion funcional.
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Introduccion

2.1. HIDROLISIS ENZIMATICA DE PROTEINAS

La hidrélisis enzimatica de proteinas consiste en la fragmentacién de las proteinas en péptidos
y/o aminodacidos mediante el uso de proteasas. La hidrdlisis enzimatica presenta ventajas

frente a la hidrélisis quimica (acida o alcalina), entre las que cabe mencionar las siguientes:

e Selectividad: Las proteasas son especificas para un tipo determinado de enlace vy, por
tanto, no es frecuente la aparicién de productos de degradacién. En cambio, la poca
selectividad de los ataques acido y basico y su dificil control origina productos no
deseados que pueden llegar a ser tdxicos como la lisinoalanina.

e Condiciones moderadas de operacion. La hidrélisis enzimatica transcurre
generalmente en el intervalo de 40° a 60°C y pH comprendido entre 4-8. Para hidrdlisis
guimicas normalmente se requieren altas temperaturas (superiores a 100 °C) y pH
extremos (altas concentraciones de acidos o bases).

e El valor nutritivo permanece constante. No se produce degradacion de los
componentes separados, mientras que la hidrdlisis alcalina destruye los aminoacidos
arginina y cisteina y la hidrdlisis acida elimina el triptéfano y desamina los aminoacidos

serina y treonina.

La hidrélisis enzimatica de proteinas es, por tanto, un proceso ampliamente utilizado para la
modificacion de las propiedades tecnoldgicas de las proteinas. Como se detallard
posteriormente mejora la solubilidad, adsorcion, capacidad emulsificante o poder espumante.
De igual forma durante la hidrélisis se modifican las propiedades inmunoldgicas y nutricionales
ya que en el proceso se reduce la antigenicidad, se aumenta la digestibilidad y se pueden
generar péptidos que actividad biolégica. Estos pueden ser empleados en la formulacién de
alimentos con alto valor afiadido (alimentos funcionales). Todo estos cambios se producen sin
pérdida del valor nutritivo, lo que hace que sea un proceso muy atractivo para la industria
agroalimentaria. Se pueden encontrar hidrolizados de proteinas en alimentos preparados,

productos dietéticos o en nutricién infantil y clinica.

2.1.1.Quimica del enlace peptidico

La hidrdlisis de proteinas consiste en la ruptura del enlace peptidico que une los aminoacidos

de la cadena peptidica, consumiendo una molécula de agua por cada enlace roto.
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P1-CO-NH -P2= P1-COOH +P2—-NH, (2.1)

Las enzimas proteoliticas catalizan el proceso de fragmentacion de las proteinas. Los productos
liberados pueden volver a ser fragmentados, de esta forma se podrian distinguir diferentes

especies intermedias segun el tamafio molecular de los fragmentos y su solubilidad:
proteinas = proteosas = peptonas = péptidos = aminoacidos

De acuerdo con Svendsen et al. (1976) la catalisis de las serinoproteasas, la principal clase de
proteasas, se produce en 3 reacciones consecutivas. Primero, se forma el complejo Michaelis
de substrato-enzima, luego el enlace peptidico se rompe liberdndose uno de los fragmentos
peptidicos, por ultimo el otro fragmento abandona la enzima debido al ataque nucleofilico de
una molécula de agua quedando la enzima libre para una nueva reaccion. Si la reaccidn se
produce en medio acuoso de forma que se puede despreciar la reaccion inversa, la secuencia

de reacciones puede ser simplificada como se representa en el esquema de la Figura 2.1.

K, Kk, Ky
E+S —= ES —— EP1+H-P2 —— E+P1-OH+H-P2
k., H,0

Figura 2.1. Mecanismo de catalisis de las serinoproteasas. E: enzima; S: sustrato; P1 y P2: péptidos
resultantes; k: constante de velocidad.

Al romperse el enlace peptidico se liberan los grupos amino y carboxilo terminal, que formaran

los siguientes equilibrios acido-base:

NH, - P2+H" = NH; - P2
P1-COOH = COO™ +H*

(2.2)

Los grupos amino y carboxilo se encontrardn mas o menos disociados dependiendo del pH del
medio. Los valores de pK a 25 2C de ambos grupos en el polipéptido se estiman que estdn
entre 3.1-3.6 y 7.5-7.8, respectivamente (Steinhardt y Beychok, 1964; Rupley, 1967). Por tanto,
el grupo carboxilo estard protonado a pH inferior a 2, parcialmente disociado entre pH2y 5y
totalmente disociado para pH mayor de 5. El grupo amino por su parte, se encontrara
protonado a pH menor de 6, parcialmente protonado entre pH 6 y 9.5 y desprotonado para
pH 9.5 o superior. Debido a esto, durante la hidrélisis de proteinas se producira una liberacion
o captacion de protones, lo que genera cambios en el pH. Sélo en la franja de pH comprendida
entre pH 5-6 podrian compensarse la generacién y el consumo de protones de forma que el pH

permaneciera constante. Para el resto de casos, cuando la hidrélisis se produce a valores de pH
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fuera del rango dado por los valores de pK de los grupos amino y carboxilo, serd necesaria la

adicion de base o de acido para mantener constante el pH.

Para determinar la extension de la reaccion de hidrdlisis se emplea el pardmetro grado de
hidrélisis (DH). Este se define como la relacién entre el nimero de enlaces peptidicos rotos y el
numero total de enlaces peptidicos en la proteina. Para su determinacién se emplean distintos
métodos entre los que destaca el método del pH-estato basado en la valoracién del protén
liberado tras la ruptura del enlace peptidico a determinados valores de pH. Es el Unico que

permite una medida continua del grado de hidrdlisis.

2.1.2.Propiedades de los hidrolizados

La hidrdlisis de proteinas induce cambios en la propiedades moleculares de la proteina como la
disminucién del peso molecular, incrementos de carga o exposicion de grupos hidrofdbicos
Estos cambios generan modificaciones tanto en las propiedades tecnoldgicas como en las

nutricionales y fisiolégicas (Nielsen, 1997)

2.1.2.1. Propiedades tecnologicas

Se ha comprobado que la longitud de la cadena peptidica que compone la proteina influye de
manera notable en las propiedades tecnoldgicas (Adler-Nissen, 1979), especialmente en el
poder emulsificante y la capacidad espumante. Muchos autores han descrito cémo las
propiedades emulsificantes mejoran después de una hidrdlisis controlada. Por ejemplo,
Chobert et al. (1988) establecié que para mantener unas buenas propiedades emulsificantes se
debe mantener péptidos con pesos moleculares no inferiores a 5000. En la misma linea
Tuncturk y Zorba (2006) comprobaron como la hidrélisis limitada de caseina mejoraba la
emulsion formada y su densidad, sin embargo, una hidrélisis mayor provocaba la desaparicion
de estas mejoras. Esto puede ser debido a que para grados de hidrélisis bajos se produce un
aumento en la proporcidon de radicales hidrofdbicos expuestos al medio lo que facilita la
formacién de emulsiones (Kato y Nakai, 1980). Al contrario que para la capacidad
emulsificante, grados de hidrdlisis elevados favorecen la capacidad espumante de los

hidrolizados, sin embargo, la espuma formada disminuye su estabilidad (Halling, 1981)

La solubilidad de las proteinas es una de las propiedades mas importantes a la hora de incluir
el hidrolizado en férmulas alimenticias. De forma general, la solubilidad aumenta al producirse
la hidrdlisis, debido a la reduccidon del tamafio molecular y a la exposicidn al medio de un

mayor nimero de grupos polares (Chobert et al., 1988; Abert y Kneifel, 1992).
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2.1.2.2. Propiedades nutricionales y fisioldgicas

Como ya se ha indicado, el proceso de hidrélisis no afecta al valor nutritivo de la proteina, sin
embargo aumenta su digestibilidad y favorece su absorcién intestinal. Ya que los péptidos de
pequeio tamafio presentan una mayor digestibilidad que las proteinas nativas. Por lo que el
uso de proteinas hidrolizadas puede resultar muy beneficioso en personas con problemas
digestivos tales como fibrosis quistica, pancreatitis o sindrome del intestino corto (Frokjaer,

1994; Schmidl et al., 1994).

Otra de las mejoras que la hidrdlisis puede inducir en las proteinas es la eliminacion de su
capacidad antigénica. Como es conocido, el consumo de proteinas puede dar lugar a la
aparicion de reacciones alérgicas en algunas personas y especialmente en nifios. La hidrdlisis
reduce la antigenicidad de las proteinas ya que durante el proceso se destruyen los fragmentos
de la proteina con capacidad para desencadenar la respuesta inmune. Para conseguir un
hidrolizado hipo-antigénico se deben conseguir grados de hidrdlisis elevados de forma que los
tamafios moleculares de los péptidos sean pequefios (<1000 Da). (Otani y Hosono, 1989;

Wroblewska et al., 2004)

Uno de los problemas que presenta el proceso de hidrdlisis es que durante el mismo pueden
generarse péptidos que otorgan al hidrolizado un sabor desagradable. Esto es debido
principalmente a la presencia de péptidos hidrofébicos de pequefio tamafio (Lovsin Kukman et
al., 1996). La aparicion de amargor depende del tipo de proteina y de la especificidad de la
enzima. Por ejemplo para caseinas los mayores grados de amargor se presentan para DH bajos,
mientras que la gelatina practicamente no desarrolla amargor en ningun caso. En cuanto a las
enzimas, aquellas como la tripsina, que rompen especificamente por aminoacidos hidrofilicos
generan menores grados de amargor (Nielsen, 1997). De forma general y del mismo modo que
los problemas de antigenicidad, el sabor amargo de los hidrolizados desaparece para péptidos

de tamafio inferior a 1000 Da (Otani y Hosono, 1989)

Ademas de las propiedades nutricionales que poseen, algunos de los péptidos generados
durante la hidrdlisis han demostrado tener un efecto beneficioso sobre el organismo. Estos
péptidos tienen que ser liberados de la estructura de la proteina para llegar a ser activos y
ejercer su efecto sobre el organismo. Se han identificados humerosos péptidos bioactivos en
distintas proteinas alimentarias. Entre ellas, las proteinas lacteas han sido ampliamente
estudiadas (Schlimme & Meisel, 1995; Korhonen et al., 1998; Xu, 1998; Clare & Swaisgood,
2000; Pihlanto Leppala, 2001; Jakald y Vapaatalo, 2010). También las proteinas de pescado,

carne, cereales, huevos, etc (Kitts y Weiler, 2003; Vercruisse et al., 2005) Los péptidos
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generados a partir de proteinas alimentarias presentan capacidades fisioldgicas muy variadas:

antimicrobiana, antioxidante, antihipertensiva, opioide, antitrombdtica, anticolestorolémica,

inmunomoduladora (Korhonen & Philanto, 2003; Hartmann y Meisel, 2007)

Una de las actividades mds estudiadas debido a la importancia de las enfermedades

cardiovasculares es la actividad antihipertensiva. En apartados posteriores se explicard en

detalle todo lo relacionado con los péptidos antihipertensivos.

2.1.3.Aplicaciones de los hidrolizados

Los cambios en las propiedades de las proteinas como consecuencia de la hidrdlisis abre el

campo de aplicacidn de los hidrolizados en la industria alimentaria:

1)

2)

3)

Modificacién de las propiedades de los alimentos. Los hidrolizados de bajo peso
molecular son empleados como texturizantes especialmente en panaderia, bolleria,
heladeria y elaboracién de salsas. Por otro lado, los hidrolizados de alto grado de
hidrélisis se emplean frecuentemente como potenciadores del sabor (principalmente
en sopas, salchichas, alimentos precocinados y productos carnicos).

Formulacion de dietas. Debido a la mejora de las propiedades nutricionales (mejor
digestibilidad y baja antigenicidad) los hidrolizados de proteinas se emplean como
fuente de nitrégeno en la formulacidon de dietas. Especialmente importante es su
aplicacién en dietas entéricas, disefiadas para ser absorbidas en el intestino sin una
digestion previa que son fundamentales para enfermos con desérdenes digestivos.
Formulacion de alimentos funcionales. Un alimento puede considerarse “funcional” si
se demuestra satisfactoriamente que, ademds de su efecto nutritivo, afecta
beneficiosamente a una o mds funciones del organismo de modo que mejora el estado
de salud o bienestar o reduce el riesgo de enfermedad (Diplock et al., 1990). Esta
definicidn es la que propone el FUFOSE (Functional Food Science in Europe), y en ella
cabe destacar 3 aspectos importantes: 1) el efecto funcional es distinto al nutritivo, 2)
debe demostrarse satisfactoriamente y 3) puede consistir en una mejoria de las
funciones fisioldgicas (incluyendo funciones psicoldgicas como el bienestar) o en

reduccion del riesgo de desarrollar un proceso patoldgico.

Este ultimo punto ha alcanzado gran relevancia en los Ultimos afios debido a que los avances

en nutricion ponen de manifiesto la relacién entre alimentacién y salud (Appel et al., 1997;

W.H.0., 2003). Los consumidores conscientes de ello, valoran positivamente aquellos
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alimentos que les aportan algun beneficio para su salud, bien sea para el tratamiento o

prevencion de problemas de salud o tan sélo para alcanzar “bienestar”.

El uso de péptidos con fines médicos ha sido una practica comun, ya en 1994 se
comercializaban al menos 100 férmulas alimentarias disefiadas especificamente para pacientes
con algun problema digestivo (Schmidl et al., 1994). Actualmente, la agencia europea de
seguridad alimentaria (EFSA) es la responsable de conceder las licencias para comercializar
productos bajo afirmaciones relativas a la posesidn de algin efecto beneficioso para el
organismo. Este organismo exige estudios cientificos de calidad que abalen el efecto sobre el

organismo del compuesto que se va a comercializar..

2.2. HIPERTENSION

La hipertensidn es un trastorno que se caracteriza por la presidon sanguinea continuadamente
alta, constituyendo una de las enfermedades crénicas mas frecuentes. La importancia de la
hipertension radica en que, si no se controla, puede conducir a sufrir graves problemas de
salud. La presion sanguinea es la fuerza ejercida por la sangre sobre los vasos sanguineos, esta
determinada por la cantidad de sangre bombeada por el corazén y por el tamafio y condicidon
de las arterias. Se puede distinguir entre dos tipos de lecturas, la presion sistdlica (SBP) y la
diastélica (DBP), medidas en milimetros de mercurio (mmHg). La primera se refiere a la fuerza
de la sangre expulsada del corazén cuando éste late para bombearla alrededor del cuerpo, y la
diastdlica tiene lugar cuando el corazon se estd llenando de nuevo con sangre en preparacion

para el siguiente latido.

No hay un valor concreto de presidon sanguinea a partir de la cual comiencen las
complicaciones renales y cardiovasculares, por tanto, establecer unos valores de presion
sanguinea a partir de los cuales se considera a una persona hipertensa es algo arbitrario,
aunque necesario para poder asesorar y tratar a los pacientes (Carretero y Oparil, 2000).
Instituciones como la Organizacién Mundial de la Salud, la Sociedad Internacional de
Hipertensidn o las Sociedades Europeas de la Hipertension y Cardiologia, elaboran guias en las
que se define y clasifica la hipertensién. Las Sociedades Europeas de Hipertensién y
Cardiologia presentaron en 2009 una revaluacidn de la Guia Europea de manejo de la
Hipertension Arterial (Mancia et al., 2009). En la guia se recomienda empezar con el
tratamiento farmacolégico al padecer una hipertension grado 1 (ligera), que estaria

comprendida entre 140 - 159 mmHg de presidn sistdlica y 90 — 99 mmHg de presidn diastdlica.

24



Introduccion

Algunos de los factores que favorecen el aumento de la presidn sanguinea son la obesidad, la
resistencia a la insulina, alto consumo de alcohol, alto consumo de sal, edad y muy
posiblemente el sedentarismo, el estrés y el bajo consumo de potasio y calcio (Carretero y

Oparil, 2000).

En un estudio llevado a cabo por Kearney et al. (2005) analizando datos de diversas regiones
del mundo, se estimé que en el aflo 2000 un 26.4 % de la poblacion adulta tenia hipertension,
lo que supone unos 972 millones de personas, en los paises desarrollados 333 millones y en los
paises en vias de desarrollo unos 639 millones. Para el afio 2025 prevé que la cifra de
afectados se incrementard un 60 % hasta los 1.56 billones de afectados. La hipertensién se
estd extendiendo de forma alarmante desde los paises desarrollados a las economias

emergentes como India y China.

La hipertension tiene consecuencias muy negativas para la salud, por un lado, es un factor de
riesgo para enfermedades renales, provocando cambios estructurales y en la funcion del
sistema vascular del rifién (Ruilope, 1999) y por otro es el mayor factor de riesgo para las
enfermedades cardiovasculares (Collins R. y MacMahon, 1994; Kannen, 2000; Mancia et al.,
2009). Entre estas ultimas cabe destacar la enfermedad arterial coronaria, arritmia cardiaca,
accidente cerebrovascular o infarto. De acuerdo con la Organizacién mundial de la salud, las
enfermedades cardiovasculares contintdan siendo la principal causa de muerte en el mundo, en
2008 murieron 17.3 millones de personas por algun tipo de enfermedad cardiovascular, lo que
representa un 30 % del total de muertes. De estas muertes 7.3 millones se debieron a ataques
al corazén y 6.2 millones debido a apoplejias. La OMS estima que de continuar esta tendencia,
en 2030, 23.6 millones de personas podrian morir debido a enfermedades cardiovasculares

(WHO 2011).

Para el control de la hipertensién se han desarrollado diferentes tipos de farmacos, los grupos
mas importantes son los diuréticos, los inhibidores de la enzima convertidora de la
angiotensina (ACE), antagonistas del calcio, antagonistas del receptor de la angiotensina y
beta-bloqueadores. Estos suelen ser empleados conjuntamente para tratar el problema desde
distintos frentes. Las guias para el tratamiento de la hipertensién de la sociedad europea de

hipertension recogen las recomendaciones para su uso.

2.2.1.La enzima convertidora de la angiotensina

Una de las vias para reducir la presidn sanguinea es la inhibicién de la enzima convertidora de

la angiotensina (ECA, ACE) mediante inhibidores de la misma. En 1956, se descubre la enzima
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responsable de la aparicién de la angiotensina Il (Skrbic y Igic, 2009), una de las moléculas mas

importantes implicadas en la hipertensién (Touyz, 2005).

ACE (peptidil-dipeptidasa A o cininasa Il), es una dicarbopeptidasa que contiene Zn®* en su
molécula y cuyo centro activo necesita altas concentraciones de cloruros para activarse (Hong
et al., 2008; Riordan, 2003). Es capaz de hidrolizar una amplia variedad de substratos actuando
tanto como exoenzima como endoenzima (Sturrock et al., 2004). La principal actividad consiste

en liberar el dipéptido del C-terminal en péptidos entre 3 y 20 aminoacidos (Li et al., 2004).

La importancia de ACE en la regulacidn de la presidn sanguinea se debe a que participa en dos
importantes mecanismos bioquimicos (Johnston, 1992; Campbell, 2003). Por un lado actta en
el sistema renina-angiotensina-aldosterona transformando un polipéptido de 10 aminodcidos
sin actividad presora llamado angiotensina I, cuya secuencia de aminoacidos es: Asp-Arg-Val-
Tyr-lleu-His-Pro-Pphe-His-Leu. La enzima convertidora de angiotensina | (ACE), presente en el
plasma, libera el dipéptido His-Leu del extremo C-terminal de la angiotensina |, dando lugar al
octapéptido Asp-Arg-Val-Tyr-lleu-His-Pra-Phe, denominado angiotensina Il que posee una
potente actividad vasoconstrictora. Ademas, esta relacionado también con la liberacién de
aldosterona, un esteroide que aumenta la tensidn arterial al aumentar el Na* y la retencién de
agua. Ademds ACE ejerce su accion sobre el sistema calicreina-cinina, catalizando Ia
degradacion de la bradiquinina, un péptido que originalmente disminuye la presién arterial y
estimula la musculatura lisa, pero que al ser degradado pierde sus propiedades
vasodilatadoras. Por otro lado, se ha descubierto que ACE degrada neuropéptidos como
neurotensinas y encefalinas, que pueden interactuar con el sistema cardiovascular (Johnston,
1992). En la Figura 2.2 se esquematiza el mecanismo de actuacién de ACE sobre los dos

sistemas anteriormente mencionados.

La enzima se encuentra ampliamente distribuida en el cuerpo como en cerebro, corazon,
pulmones, higado, rifiones, tracto gastrointestinal, pancreas, bazo, testiculos, glandula
pituitaria, etc (Murray y FitzGerald, 2007). La mayor parte (90 %) se encuentra como
ectoenzima ligada a la membrana de las células del endotelio vascular. Ademas de la forma
ligada a la membrana hay una forma libre de ACE, que se encuentra basicamente en fluidos

bioldgicos (Elisseeva y Kugaevskaya, 2009; Sibony et al., 1993)
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Sistema Renina-Angiotensina Sistema Calicreina-cinina
Angiotensinégeno Cininégeno
l <+—— Renina Calicreina —» l
. . L Aumento
Angiotensina | Bradiquinina ———»

de la sintesis de prostaglandinas
l +— ACE —MM» l

Angiotensina ll Fragmentos inactivos
/\
Vasoconstriccion Secrecién de Aldosterona Vasodilatacién
l | |
Aumento de la resistencia Aumento de Na* y de Disminucién de la resistencia
vascular periférica retencion de agua vascular periférica
~ |
Aumento de la tensién arterial Disminucién de la tensién arterial

Figura 2.2. Papel de la enzima convertidora de la angiotensina en la regulacion de la presion sanguinea
(Li et al., 2004).

Existen dos isoformas de ACE, ambas transcritas por el mismo gen. La de mayor tamafio posee
1277 aminodcidos, esta presente en la mayoria de tejidos y se conoce como ACE somatica. La
de menor tamano estd compuesta por 701 aminodcidos, se encuentra en los testiculos de
adultos y se le denomina ACE testicular (Natesh et al., 2003). ACE somadtica posee dos
dominios cataliticos, dominio C- y dominio N-, cada uno con distintos sitios activos y distintas
propiedades funcionales y fisicoquimicas. Los dos dominios difieren tanto en especificidad
hacia sustratos o inhibidores como en activacién por cloruros (Pina y Roque, 2009). No
obstante, se ha demostrado que al inhibir el dominio N con un inhibidor selectivo, no varia en
absoluto la presion sanguinea, lo que sugiere que el dominio del C es el determinante para
convertir la angiotensina | (Natesh et al., 2003). El dominio N se encarga de romper
preferentemente la bradiquinina y otros péptidos (Riordan, 2003). ACE testicular muestra un
solo dominio que es esencialmente idéntico al domino C de ACE somatica (Riordan, 2003; Pina

y Roque, 2009)

2.2.2.La inhibicion de ACE

El desarrollo de compuestos capaces de inhibir a la enzima convertidora de la angiotensina
comenzé a raiz del descubrimiento hecho por los doctores Ferreira y Rocha e Silva
(Universidad de Sdo Paulo) en 1965, cuando describieron un factor potenciador de la
bradiquinina en el veneno de la serpiente Bothrops jararaca. Posteriormente se determiné que
este factor era un potente inhibidor de ACE (Skrbic y Igic, 2009) y se comenzaron a aislar y

caracterizar algunos de los péptidos del veneno. El inhibidor mas potente resulté ser un
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nonapéptido (pGlu-Trp-Pro-Arg-Pro-Gln-lle-Pro-Pro), también denominado teprotide (Ferreira,
2000). Otro de los péptidos identificados, un pentapéptido, sirvi6 como base a Squibb
Company para desarrollar el primer inhibidor oral para ACE, el captopril (Ferreira, 2000). Los
péptidos inhibidores de mayor uso hoy en dia, como captopril, lisinopril, ramipril o enalapril,

son potentes inhibidores del dominio C-y del N- de ACE (Pina y Roque, 2009).

Actualmente, estos medicamentos inhibidores de ACE se usan de forma general para el control
de la hipertension y, en paises desarrollados como EE.UU., suponen un gasto anual de
aproximadamente 15 billones de délares (Hong et al., 2008). Sin embargo, el uso continuado
de estos farmacos tiene consecuencias desfavorables. Por ejemplo, se ha determinado que
estos farmacos tienen efectos secundarios, tales como tos seca que puede ser tan debilitante
gue en ciertos casos tiene como consecuencia el cese del tratamiento (Coulter y Edwards,
1987; Riordan, 2003). Otros efectos negativos identificados en pacientes tratados con estos
farmacos han sido hipotensién, incremento de los niveles de potasio, reduccidn de la funcién
renal o erupciones cutaneas (FitzGerald et al.,, 2004). Un efecto mucho mas peligroso es el
angioedema, que tiene una incidencia de 0.1-0.5 %, pero puede poner en riesgo la vida del
paciente (Adam et al., 2002). Por tanto, es deseable una alternativa segura que no tenga estos
efectos secundarios, como podria ser la utilizacion de péptidos derivados de proteinas de
alimentos con actividad antihipertensiva que no presentan efectos adversos para la salud
(Takano, 2002; Riordan, 2003). Estos péptidos han demostrado ser efectivos en el tratamiento
de la hipertension, como demuestran estudios in vivo con ratas espontaneamente hipertensas
y estudios en humanos con péptidos antihipertensivos o alimentos que los contenian

(FitzGerald et al., 2004; Korhonen, 2009).

Ademas de su uso para el control de la hipertension, recientes investigaciones (Hanif et al.,
2010) ponen de manifiesto otros efectos beneficiosos de la inhibicion de la enzima
convertidora de la angiotensina por parte de estos péptidos, como son la inhibicidon de eventos
isquémicos, la estabilizacién de plaquetas o el retraso en la progresiéon de la nefropatia y
neuropatia diabética. Ademas de la vasoconstriccidn, la angiotensina Il induce estrés oxidativo
y promueve la inflamacion, por tanto, los inhibidores de ACE ademas de disminuir la presién
sanguinea pueden reducir la especies de oxigeno reactivas para mejorar las funciones
endoteliales (Aluko et al., 2007). Asi mismo, la excesiva actividad de Angiotensina Il parece
estar detras del desarrollo de diabetes o complicaciones de la misma (Bindom y Lazartigues,
2009), por lo tanto, la inhibicion de ACE resultaria beneficiosa también para este tipo de
enfermedad. Ademas, estudios todavia en curso apuntan a un efecto protector tanto en

desérdenes relacionados con la memoria y el cancer (Hanif et al., 2010)
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2.2.3.Métodos para la determinacion de la actividad inhibidora de

ACE

Existen diversos métodos para el andlisis de la capacidad inhibidora in vitro. Estos métodos
otorgan una medida del potencial efecto antihipertensivo de los compuestos, lo que es muy
atil a la hora de seleccionar entre distintos hidrolizados o péptidos en las etapas iniciales de
una investigaciéon. Sin embargo, para poder afirmar que un péptido tiene un efecto

antihipertensivo, éste debe demostrar su actividad en ensayos in vivo.

2.2.3.1. Métodos in vitro

Los ensayos in vitro para medir la actividad inhibidora de ACE implican la determinacion de la
actividad de la enzima convertidora de la angiotensina con sustratos sintéticos. Usualmente
estos sustratos son di- o tripéptidos modificados que permiten la medida de los mismos o de
sus productos de hidrolizados mediante métodos espectrofotométricos, radioisotdpicos,

fluorométricos y cromatograficos (Vermeirssen et al., 2004)

Aunque los métodos espectrofotométricos son los mas ampliamente utilizados, algunos
métodos fluorométricos estan ganando relevancia. En general los métodos fluorométricos se
basan en la hidrdlisis de un sustrato que contiene un grupo fluorescente que es liberado por la
accion de ACE. Sentadreu y Toldra (2006) propone un método en microplacas usando como
sustrato  o-aminobenzoylglycyl-p-nitro-L-phenylalanyl-proline  (ABZ-Gly-Phe(NO,)-Pro) que
contiene un grupo fluorescente (ABZ-Gly). El ensayo se realiza a pH 8.3, usando un buffer 50
mM Tris-base con 1.125 M NaCl para disolver el sustrato (0.45mM). Las longitudes de onda de
excitacion y emisién dptimas se establecen en 355 y 405 nm, respectivamente. La microplaca
se incuba a 37 2C y se realizan medidas cada 15 min durante 1 h. El aumento de fluorescencia

se relaciona con la actividad enzimatica.

Dentro de los ensayos espectrofotométricos, destacan especialmente los métodos
originalmente propuestos por Cushman y Cheung y por Holmquist que emplean como
sustratos los tripéptidos sintéticos hipuril-L- histidil-Lleucina (HHL) y N-[3-(2-Furil)acriloil]-L-

fenilalanina-glicil-glicina (FAPGG), respectivamente.

El método de Cushman y Cheung (1971) se basa en la hidrdlisis de hipuril histidil leucina (HHL)
mediante ACE, de la que se obtiene como productos acido hipurico y el dipéptido histidil
leucina. El acido hipurico se extrae con acetato de etilo para posteriormente cuantificarlo
mediante la medida de la absorbancia en un espectrofotometro a 228 nm. En el ensayo

original, la enzima utilizada fue obtenida de un extracto de acetona de pulmdn de conejo. Las
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condiciones dptimas para el ensayo que se establecieron fueron la siguientes: pH de 8.1-8.3
con buffer de fosfato potasico 100mM, concentracidon de iones cloruros de 300 mM y una
concentracion de sustrato de 5-10 mM. El método consiste en incubar a 37 2C durante 30 min
la enzima con el sustrato en presencia de distintas concentraciones de inhibidor. La hidrdlisis
se detiene con HClI 1IN y el acido hipurico formado se extrae con acetato de etilo.
Posteriormente se evapora el acetato de etilo y se redisuelve el acido hipurico en agua en la
que se determinard la absorbancia a 228 nm. La cantidad de acido hipurico originado por la
hidrodlisis del sustrato se relaciona directamente con la actividad ACE. La produccién de acido
hipurico a partir de HHL es lineal al menos durante los primeros 30 min con cantidades de

enzima mayores de 12 mU (Cushman y Cheung, 1971).

Los autores de este ensayo también definieron el concepto de unidad de actividad (U) de la
enzima convertidora de angiotensina para el ensayo espectrofotométrico, que se define como
la cantidad de la misma que cataliza la formacién de 1 pmol de acido hipurico en 1 min a 37 ¢C

bajo las condiciones estandar del ensayo.

Este método presenta algunos inconvenientes. Como se ha detallado anteriormente el método
consta de un nimero considerable de etapas. Ademas, algunas de estas etapas requieren un
tiempo elevado para obtener una cantidad significativa de producto. Todo ello hace que se
incremente considerablemente el tiempo global necesario para analizar cada muestra. Sin
embargo, el mayor inconveniente del ensayo se encuentra en la etapa de extracciéon. Durante
esta operacion, ademas del producto de hidrélisis (HA), el solvente puede arrastrar HHL que
absorbe fuertemente a 228 nm (Cushman y Cheung, 1971; Wu et al., 2002), lo que supone una

importante fuente de error.

Posteriormente surgen modificaciones a este método. Algunos autores realizan modificaciones
en la composicién de buffer, la relacién enzima sustrato o el volumen de reaccién (Hernandez-
Ledesma, 2003). Otros autores varian la ultima etapa, con la intencién de eliminar las
interferencias que puede generar la extraccion con acetato. Una de estas modificaciones
consiste en la utilizacidn de 2, 4, 6-tricloro-triazina en dioxano para la determinacién del acido
hipurico sin necesidad de separacién posterior (Hayakari et al., 1978). Otro método para medir
espectrofotométricamente el acido hipurico es usar cloruro de bencenosulfonilo que origina
una reaccion colorimétrica especifica, un método normalmente usado para determinaciones
de este acido en orina (Li et al., 2005). Otra de las posibilidades estudiadas consiste en la
separacion cromatografica después de la inactivacién de la enzima, para cuantificar el acido

hipurico (Wu et al., 2002).
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El ensayo para determinar la actividad de ACE propuesto por Holmquist et al. (1979) basado en
la hidrdlisis del sustrato: N-[3-(2-Furil)acriloil]-L-fenilalanina-glicil-glicina (FA-PGG) fue
adaptado como test para medir la actividad antihipertensiva de péptidos (Vermeirssen et al.,
2002a). En el ensayo original ACE hidroliza el sustrato generando por un lado N-[3-(2-
Furil)acriloil]-L-fenilalanina (FAP) y por otro el dipéptido glicil-glicina (GG), lo que produce un
descenso en la absorbancia. En general, la hidrdlisis de los tripéptidos sintéticos (con grupo FA)
se puede monitorizar en un rango muy amplio de concentraciones de sustrato, para una
concentracién de 0.02 mM la medida se realiza a 328 nm mientras que para concentraciones
altas como 3 mM se mide a 352nm. La medida de la actividad ACE con FAPGG como sustrato
es un método sensible para concentraciones de sustrato por encima de la constante de
Michaelis-Menten (KM = 0.3 mM). En estas condiciones la hidrélisis responde a una cinética de
orden cero, en la que la velocidad de reaccidon es independiente de la concentracion de
sustrato y directamente proporcional a la concentracidon de enzima, ademas, la hidrélisis es
lineal con el tiempo durante al menos el 15 % del tiempo total de hidrélisis. Holmquist et al.
(1979) usa como fuente de ACE extracto de acetona de pulmén de conejo y establece un pH

Optimo de 7.5 con 0.05 M buffer Tris-HCl y una concentracién de NaCl de 0.3 M.

Posteriormente el método se estandariza para la medida de la actividad de ACE en suero. La
medida se realiza a 37 2C, usando la longitud de onda de 340 nm ya que es ésta a la que
trabajan muchos de los equipos automdaticos de medida (Harjanne, 1984). El pH se establece
en 8.2 con buffer borato con 0.3 M de NaCl y la concentracion de sustrato en la reaccion es de
0.73 mM. Vermeirssen et al. (2002a) transforman el ensayo para la determinacién de actividad
de ACE en un ensayo de inhibicion de ACE y lo optimizan usando extracto de acetona de
pulmén de conejo y la relacién enzima-sustrato apropiada. EI método adaptado para la
determinacidn de la inhibiciéon de ACE es basicamente igual que los propuestos anteriormente,
con la diferencia de que a la mezcla de reaccion se afiade el inhibidor en estudio a distintas
concentraciones. En el recipiente de reaccidn se introduce el sustrato FAPGG y el inhibidor
junto con buffer y NaCl que aseguran un pH y una concentracion de cloruros adecuado para
maximizar la actividad enzimatica, posteriormente se afiade la enzima y comienza la reaccion,

gue se desarrollaa 37 2C.

Las condiciones del ensayo varian de unos autores a otros, pero de forma general se establece
un valor de pH de 8.1-8.3, la concentraciéon de NaCl es 0.3 M, necesaria para una mayor
actividad de la enzima (Cushman y Cheung, 1971; Holmquist et al., 1979). La absorbancia se
mide a 340 nm, observandose un descenso lineal en la absorbancia con el tiempo para

concentraciones de sustrato mayores 0.3 mM (Holmquist et al., 1979). Este descenso se
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relaciona con la actividad de la enzima y normalmente el tiempo de medicién no excede de los

primeros 30 min.

Una reciente modificacion a este método consiste en el empleo de microplacas y de lector
espectrofotométrico de microplacas (Shalaby et al., 2006). Este método permite reducir los
voliumenes de reaccidn, realizar un elevado nimero de determinaciones simultaneas y tener
un seguimiento continuo de la reaccién de hidrélisis, consiguiéndose de este modo un ahorro

econdmico y de tiempo.

Los métodos espectrofotométricos son en general mas sencillos y no se ven afectados por los
problemas inherentes a los métodos fluorescentes como presencia de contaminantes,
fotodescomposicion de fluorocromo o ausencia de estandares (Holmquist et al.,, 1979).
Comparando los dos sustratos usados en los métodos espectrofotométricos, el sustrato FAPGG
presenta mejores prestaciones que HHL, ya que tiene alta solubilidad, alta estabilidad y un
valor de Km 8 veces menor que el de HHL. Por otra parte, los dipéptidos liberados por FAPGG
no inhiben a ACE (Holmquist et al., 1979). Comparando los procedimientos de andlisis, en el
método con FAPGG no son necesarias extracciones ni separaciones de ningun tipo, lo que
simplifica enormemente el método. Ademas de la simplicidad, sensibilidad y exactitud son las

principales ventajas.

Generalmente el pardmetro utilizado para comparar la actividad inhibidora de distintos
compuestos es el 1Cs,, que se define como la concentracidn de inhibidor que provoca un
descenso del 50 % en la actividad de ACE. Valores de ICsy bajos indican una buena actividad
inhibidora de ACE ya que es necesaria una concentracién muy pequefa de sustancia inhibidora
para disminuir la actuacidn de la enzima. Hay que tener en cuenta que el valor ICsy obtenido
para un mismo inhibidor, varia segun sea el origen de ACE o segun sea el sustrato utilizado en
el ensayo (Vermeirssen et al.,, 2002a). Ademas, para obtener resultados comparables y
reproducibles es fundamental controlar los niveles de actividad ACE en los ensayos (Murray et

al., 2004).

2.2.3.2. Métodos in vivo

Que un péptido tenga un alto poder inhibidor in vitro, no garantizan que se mantengan activos
in vivo. Ya que en los ensayos in vitro no se tiene en cuenta importantes factores como las
transformaciones fisiolégicas que sufren los péptidos (Vermeirssen et al., 2004). Los efectos in
vivo de los péptidos son testados en ratas espontdneamente hipertensas (SHR), que
constituyen un modelo aceptado para la hipertension humana. En muchos casos el resultado

de estos ensayos pone de manifiesto las diferencias entre actividad in vitro y el efecto que
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producen in vivo (FitzGerald et al., 2004). Los ensayos in vivo permiten diferenciar los
inhibidores de ACE de los péptidos antihipertensivos (Saito, 2008). Los estudios en humanos

son el Ultimo paso para comprobar la seguridad y eficacia antihipertensiva de los péptidos.

Los estudios en ratas suelen llevarse a cabo en condiciones de temperatura y humedad
controladas (Wang et al., 2008; He et al., 2008). El péptido se administra disuelto en una
matriz, como puede ser una disolucién salina, o bien incluido en leche fermentada. En estos

estudios se suelen emplear 3 tipos de ratas:

a) Grupo control positivo, a las que se les administra un medicamento contra la
hipertension de comprobada eficacia, como puede ser el captopril.

b) Grupo control negativo, a cuyas ratas se les administra la matriz sin componentes
antihipertensivos.

c) Grupo de estudio, a las que se les administra el péptido o la fraccion peptidica que

qgueremos estudiar.

En ocasiones se utilizan ratas Wistar-Kyoto (WKY), con tensién arterial normal, para ver el
efecto que los péptidos antihipertensivos tienen sobre individuos con tensidn sanguinea

normal. Se establecerian dos grupos: un grupo control negativo y otro grupo de estudio.

Se pueden realizar estudios a corto plazo, en los que se alimenta a las ratas con el péptido en
la dosis deseada y se mide la presidn sanguinea antes de laingestay alas 2, 4, 6 y 8 h. después
de la administracién. En los estudios a largo plazo, se administra oralmente la dosis deseada de
péptido durante varios dias, normalmente a una hora determinada, y se va registrando cémo
varia la presién. El método mds habitual para tomar la presién sanguinea es el método del
manguito en la cola, que se realiza siempre en las mismas condiciones. Otro método empleado
es implantar un catéter en la arteria femoral que permite registrar la presion sanguinea y el
ritmo cardiaco del animal de forma continua (Davis et al., 2001). Este método presenta la
ventaja de que no requiere sujetar al animal, lo que se cree que es una de las causas de la gran
variabilidad que presentan en algunas ocasiones las medidas obtenidas mediante el método

del manguito de cola.

En algunas ocasiones, se sacrifica al animal una vez finalizado el tratamiento para medir los
niveles de péptidos antihipertensivos en estudio y la actividad de la enzima convertidora de la
angiotensina en distintas partes del organismo: aorta, pulmdn, rifidn, corazén y cerebro

(Masuda et al., 1996; Sanchez et al., 2011). Para el analisis de estas muestras se emplean
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métodos in vitro como los indicados anteriormente. Ademas, también se llegan a medir otros

parametros como hipermetropia cardiaca o composicion lipidica (Aluko et al., 2007)

El siguiente paso en el estudio de los péptidos inhibidores es comprobar su efecto en
humanos. Estos ensayos se realizan con personas que sufren hipertensién y que aceptan
voluntariamente participar en los estudios. Normalmente se excluyen personas que puedan
tener desérdenes de la funcidon hepatica, renal o en el sistema cardiovascular, respiratorio o
endocrino, tampoco personas con diabetes no controlada (Hirota et al., 2007; Ishida et al.,
2011). También es posible ampliar el estudio con individuos sanos, comprobando de esta
forma como les afecta la ingesta de estos péptidos. Estos estudios se realizan mediante el
método del doble ciego, que pretende evitar el sesgo tanto de los participantes como del
propio investigador. Los sujetos se dividen aleatoriamente en dos grupos, a unos se les
suministra el péptido o hidrolizado que se pretende estudiar, al otro grupo se les suministra
un placebo. Tanto las muestras activas como el placebo se suelen preparar en pastillas que los

individuos iran tomando de acuerdo con las indicaciones suministradas.

Se observa cdmo varia la presién sanguinea durante varias semanas y si se producen efectos
secundarios de algun tipo. Las medidas de presion sanguinea se realizan siempre en las mismas
condiciones y siguiendo el mismo procedimiento con el fin de obtener medidas comparables.
Normalmente se registra también cémo evoluciona el peso del individuo. Otras pruebas como
analisis de sangre y orina, electrocardiogramas, etc. suelen realizarse al menos al comienzo vy al

final del experimento.

2.3. PEPTIDOS INHIBIDORES DE ACE DERIVADOS DE
PROTEINAS DE ALIMENTOS

Desde los primeros péptidos antihipertensivos identificados en el veneno de serpiente,
muchos péptidos inhibidores de ACE han sido descubiertos después. Entre ellos, los derivados
de proteinas de alimentos, incluyendo péptidos de origen animal o vegetal. Las secuencias de
péptidos antihipertensivos contenidas en las proteinas deben ser liberadas de éstas para que
puedan ejercer su efecto sobre la tension arterial. Como se indicd anteriormente la hidrdlisis

es una de las vias para la produccién de estos péptidos.

Entre las proteinas de origen vegetal en las que se han encontrado péptidos inhibidores de
ACE, las proteinas de almacenamiento de cereales parecen ser unas fuentes potenciales de

péptidos inhibidores de ACE (Guan y Phillips, 2009). Algunos de los péptidos de origen vegetal
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encontrados provienen de proteinas de germen de trigo, gluten de maiz, proteinas de soja,
proteinas de alubias, semilla de colza, proteinas de girasol, de sake y restos del arroz después
de la fermentacidn, ajo, brdcoli, espinacas, setas o algas (Guang y Phillips, 2009; Li et al., 2004;

Hong et al., 2008).

La capacidad como fuente de péptidos inhibidores de ACE de las proteinas de origen animal ha
sido ampliamente estudiada. Se han identificado gran nimero de péptidos inhibidores de ACE
obtenidos a partir de proteinas musculares de carnes como pollo, cerdo o ternera y de
pescados como sardina, salmén, bonito y atun entre otros (Vercruysse et al., 2005; Ryan et al.,
2011). Las proteinas como actina, miosina o coldgeno entre otras son el origen de estos
péptidos. Otras fuentes animales de péptidos inhibidores ACE son las gelatinas (Kim et al,
2001) y las proteinas de sangre, tanto hemoglobina como proteinas del plasma (Mito et al.,

1996; Hyun y Shin, 2000).

Otra fuente de proteinas animales que han mostrado su capacidad para producir este tipo de
péptidos son las proteinas del huevo. La hidrélisis enzimdtica de ovoalbumina y de clara de
huevo generan hidrolizados con actividad inhibidora de ACE in vitro. De acuerdo con el estudio
de You y Wu (2011) las enzimas como subtilisina y termolisina generan hidrolizados mas

potentes que enzimas gastrointestinales como pepsina y pancreatina.

2.3.1.Péptidos derivados de leche

Pero sin duda, entre los péptidos de origen animal, el grupo mas importante es el de péptidos
derivados de las proteinas lacteas (Fitzgerald y Meisel, 2000; Saito, 2008; Muro-Urista et al.,

2011), ya sean obtenidos a partir de caseinas o proteinas del suero.

En los procesos de hidrélisis de proteinas lacteas se han usado un gran nimero de enzimas
como tripsina (Tauzin et al., 2002; Pan et al., 2012), quimiotripsina (Hernandez-Ledesma et al.,
2002), pepsina (Ruiz-Gimenez et al., 2012), papaina (Jiang et al., 2007), subtilisina (Geerling et
al., 2006), termolisina (Hernandez-Ledesma et al., 2002; Contreras et al.,, 2011), proteasas
obtenidas a partir de Lactobacillus helvéticus (Maeno et al., 1996), proteinasa K (Abubakar et
al., 1998). Estas han sido usadas tanto en caseinas como proteinas del lactosuero de diversas

especies como vaca, oveja, cabra e incluso especies menos comunes como el yak.

En los procesos de fermentacidon también se generan péptidos inhibidores de ACE (Robert et
al.,, 2004). Asi mismo durante la fermentacién de quesos, las proteasas presentes pueden

originar estos péptidos (Sieber et al., 2010).
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Las proteinas bovinas han sido una de las fuentes de péptidos inhibidores de ACE mas
estudiadas. Sin embargo recientemente otros tipos de leche como la de oveja y cabra han
comenzado a estudiarse como fuentes de péptidos bioactivos. La leche de cabra en concreto,
presenta un contenido en proteina similar a la leche de vaca (Park et al., 2007) pero ademas
presenta un perfil de oligosacdridos muy interesante, se han identificado glucidos que
desempenan un importante papel preventivo frente a infecciones y en el desarrollo cerebral
del lactante (Martinez-Férez et al., 2006). Por lo que la leche de cabra se presenta como un
sustrato muy interesante para su aprovechamiento global en la produccién de compuestos

bioactivos. Este trabajo se centra en el estudio de la fraccidn proteica.

En la Tabla 2.1 se indican algunos de los péptidos identificados en las proteinas de la leche de
cabra. Mediante hidrdlisis y usando distintas enzimas, Hernandez-Ledesma et al. (2002)
analizaron los hidrolizados de beta-lactoglobulina caprina, entre todas las enzimas usadas, las
de origen microbiano fueron las que mejores resultados ofrecieron. En el trabajo se consiguid
identificar 3 péptidos del hidrolizado de termolisina con buenas actividades inhibidoras. Los
péptidos MAIPPK y MAIPPKK fueron obtenidos (Manso y Lépez-Fandifio, 2003) al digerir con
tripsina macropéptidos. Estos fueron previamente obtenidos mediante la hidrdlisis de Kappa

caseinas con una mezcla de quimiotripsina (85 %) y pepsina (15 %).

La importancia de estos péptidos viene dada por la presencia de la secuencia IPP que posee
una gran capacidad inhibidora (ICsq = 4.2 uM). Los autores confirmaron ademas que en el
proceso de digestién de estos péptidos se liberaba el tripéptido IPP, por lo que la digestion
mejoraria la capacidad inhibidora. En otro estudio con hidrolizados de caseinas, Minervi et al.
(2003) consiguieron identificar 2 péptidos en fracciones que poseian valores muy altos de
actividad inhibidora. Los péptidos presentaban aminodcidos hidrofébicos en el C-terminal por
lo que muy probablemente sean bueno inhibidores de ACE. Al igual que los autores anteriores,
Lee et al. (2005) identificaron los péptidos AYFY, PYY, YL en las fracciones mas potentes del
hidrolizado de caseinas de leche de cabra con pepsina. Aunque no aislaron ni produjeron
sintéticamente los péptidos, por lo que no se tienen valores de su poder inhibidor concreto.
Por ultimo Geerlings et al. (2006) identificaron 3 nuevos péptidos en hidrolizados de leche de
cabra, en esta ocasion producidos con subtilisina (Alcalasa). Uno de ellos TGPIPN fue el Unico
que fue detectado al someterlos a un ensayo de permeabilidad a la membrana intestinal con
células Caco-2. Ademas comprobaron el efecto positivo sobre ratas espontdneamente

hipertensas.
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Tabla 2.1. Péptidos inhibidores de ACE identificados en proteinas de leche de cabra.

. N2 ENZIMA / 1C50 DIGESTION" 3
TRATAMIENTO PEPTIDO aa FRAGMENTO ORGANISMO (uM) /INVIVOZ REF
Hidrdlisis LLF 3 B-Lg f(103-105) Termolisina 79.8 - 1
LVRT 4 B -Lg f(122-125) Termolisina 2470 -
LOKW 4 B -Lg f(58-61) Termolisina 34.7 -
LKPTPEGDN 9 B -Lg f(46-53) Termolisina >2700 | N
Hidrdlisis MAIPPK 6 Kk-CN f(106-111) Tripsina - G(+) 2
MAIPPKK 7 k-CN f(106-112) Tripsina - G (+)
Hidrdlisis TVDQHQ 8 as2-CN f182-187 Proteasa Lb. - - 3
helveticus
LVYPFPGP 8 B-CN f58-65 Proteasa Lb. - -
helveticus
Hidrdlisis YL 2 as1l-CNy as2-CN pepsin - - 4
PYY 3 K-CN pepsin - -
AYFY 4 as1-CN pepsin - -
Fermentacién YPF 3 B-CN f60-62 kéfir > G 5
1000
IPAIN 5 k-CN f119-123 kéfir 432.6 G
HPFAQ 5 | B-CNf50-54 kéfir 465 G ()
LEIVPK 6 [s1-CN f109-114 kéfir >1000 | G
DKIHPF 6 B-CN f47-52 kéfir >1000 | G (+)
QLLKLK 6 Bs1-CN f97-102 kéfir 342.4 G(-)
KFAWPQ 6 Bs2-CN f174-179 kéfir 177.1 G
ENLLRF 6 Rs1-CN f18-23 kéfir 82.4 G(-)
PYVRYL 6 Rs2-CN f174-179 kéfir 2.4 G(-)
GPFPILV 7 B-CN f203-209 kéfir 424 G(-)
KIHPFAQAQ 9 | B-CNf48-56 kéfir 1326 | G ()
LNVVGETVE 9 B-CN f6-14 kéfir >1000 | G (=)
TGPIPNSLPQ 10 | B-CN f63-72 kéfir >1000 | G (=)
LVYPFTGPIPN 11 | B-CN f58-68 kéfir 27.9 G(-)
GVPKVKETMVPK 12 | B-CN f94-105 kéfir 376.1 G(-)
GVPKVKETMVPKH | 13 | B-CN f94-106 kéfir 2232 | G()
Hidrdlisis SLPQ 4 B-CN f84-87 Alcalasa 330 N 6
SQPK 4 B-CN f181-184 Alcalasa 354 N
TGPIPN 6 B-CN f78-83, Alcalasa 316 S
Fermentacién QP 2 Varios frag. Enz. Queso* 598.1 | - 7
PP 2 Varios frag. Enz. Queso* >1000 | -
VRGP 4 3 CN f(201-204) Enz. Queso* 120.9 -
DKIHP 5 B CN f(47-51) Enz. Queso* 113.1 -
DKIHPF 6 | B-CNf(47-52) Enz. Queso* >1000 | -
Fermentacién WLAHK 5 o-La (104-108) C.parapsilosis | - G(-) 8
y L. paracasei

*Enzimas presente en quesos, en las que se incluyen enzimas nativas de la leche, del cuajo y de cultivos starter.
! Digestidn gastrointestinal: péptido no degradado durante digestidn: G; Péptidos degradados que no pierden
actividad: G (=), que mejoran: G (+); empeora actividad G (-).
2 Estudios in vivo: con actividad (S) y sin actividad (N)

3[1] Hernandez-Ledesma et al. (2002); [2] Manso y Lopez-Fandifio (2003); [3] Minervi et al. (2003); [4] Lee et al.
(2005); [5] Quirds et al. (2005); [6] Geerlings et al. (2006); [7] Gomez-Ruiz et al. (2006); [8] Didelot et al. (2006)

En cuanto a los péptidos identificados en productos fermentados, uno de los estudios mas

extensos se realizd sobre fermento de kéfir (Quirds et al.,, 2005). En este estudio, se

identificaron 16 péptidos en leche de cabra fermentada. Muchos de los péptidos identificados

disminuian ligeramente su actividad al ser sometidos a una digestion simulada. Durante la

curacion del queso, distintas enzimas como las de la propia leche, del cuajo o de cultivos

starter afnadidos hidrolizan las proteinas de la leche generando péptidos activos. Gomez-Ruiz

et al. (2006) estudiaron los péptidos generados en distintos quesos. Los autores extrajeron los
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péptidos e identificaron hasta 4 péptidos con actividad inhibidora de ACE en el queso de cabra.
Otros autores utilizan los microorganismos responsables de la maduraciéon del queso para
realizar la fermentacién y obtener asi los péptidos inhibidores. Es el caso de Didelot et al.
(2006) que fermentaron proteinas del lactosuero caprino con diferentes microorganismos
usados en la fabricacién de queso. Identificaron un péptido con actividad inhibidora, pero éste

no resistié a la digestién con quimotripsina.

2.3.2.Fraccionamiento e identificacion

Es evidente que a la vez que se generan péptidos activos durante la hidrdlisis o fermentacion
también aparecen infinidad de péptidos sin la actividad concreta que se busca. Por lo tanto el
producto final consistird en una mezcla compleja de péptidos en la que sélo algunos serdn

activos.

Seria deseable aislar los péptidos activos para poder, bien concentrarlos y aumentar de esta

forma su capacidad inhibidora o bien aislarlos individualmente para su identificacion.

Usando membranas de distinto tamafio de corte es posible fraccionar el hidrolizado. Pihlanto-
Leppala et al. (1998) emplearon un proceso de ultrafiltracion consistente en 2 etapas de
filtracidn en serie, la primera con un tamafio de corte de 30 kDa y la segunda de 1 kDa para
separar el hidrolizado de a-lactoalbimina y B-lactoglobulina. La fraccion obtenida tras la
membrana de 1 kDa resulté ser mas activa en casi todos los tratamientos ensayados. Los
hidrolizados de caseinas mejoran de igual forma su capacidad inhibidora al hacerlos pasar por
una membrana de 3 kDa (Contreras et al., 2009). Un comportamiento similar fue observado en
los extractos acuosos de queso filtrados a través de distintas membranas (10 y 5 kDa). Estos
extractos que contienen los péptidos liberados durante la maduracidn, mejoraban
sensiblemente su capacidad inhibidora al hacerlos pasar por las membranas mds pequefias

(Pritchard et al., 2010)

En otras ocasiones el fraccionamiento se lleva a cabo mediante cromatografia de exclusion de
tamafios (Otte et al. 2007a). Las columnas separan los péptidos de acuerdo a su tamafio,

obteniéndose varias fracciones de distinto peso molecular en una sola etapa.

Cuando lo que se pretende es aislar los péptidos el método empleado suele ser la
cromatografia liquida de alta eficacia semi-preparativa en fase reversa (RP-HPLC). Si bien esta
etapa suele venir precedida por algun fraccionamiento por tamafos como los comentados

anteriormente, con el fin de que la muestra presente un menor nimero de péptidos y facilitar
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asi el proceso (Ruiz-Giménez et al., 2012; Otte et al., 2007a). Para la cromatografia en fase
reversa, las fases moviles empleadas suelen ser: A) una disoluciéon acuosa de TFA (0.05-1 %) y
B) acetonitrilo con 0.05 -1 % de TFA. Se trabaja en gradiente y con un flujo de 1 — 4 mL/min.
Normalmente se requieren varias etapas de separacion para lograr aislar los péptidos (Otte et
al.,, 2007a) o para lograr una cantidad de péptido apreciable (Pihlanto-Leppala et al., 1998).
Esta técnica es empleada como una etapa de fraccionamiento mas fino, que separaria

individualmente los péptidos para su posterior identificacion.

Para secuenciar los péptidos se suele emplear un equipo de cromatografia liquida en fase
reversa al que se le acopla un espectrémetro de masas en tandem. Usualmente se emplean
espectrometros con fuentes de ionizacién como ESI (ionizacién por electrospray) y MALDI
(desorcién/ionizacidén laser asistida por matriz). El espectro de masas se analiza para
determinar la masa experimental del péptido mientras que el espectro de MSn se procesa con
el fin de llevar a cabo la secuenciacion y calcular la masa tedrica (Ruiz-Giménez et al., 2012 ;
Otte et al., 2007b). La identificacion del péptido se puede realizar mediante la busqueda de las
masas obtenidas en bases de datos como NCBI y usando software online como Mascot (Pany
Guo, 2010). Otro método empleado para la secuenciacion de péptidos consiste en aplicar
repetidamente la reaccion de Edman a un péptido aislado. Mediante esta reaccion se van
extrayendo uno a una los aminodcidos desde el extremo N-terminal, de forma que se obtiene
la secuencia completa. Hoy en dia este proceso puede realizarse automaticamente mediante

secuenciadores automaticos (Pihlanto-Leppala et al., 1998; Otte et al., 2007a).

Una vez que el péptido ha sido identificado, es posible sintetizarlo quimicamente de forma que
se puede comprobar su efecto inhibidor tanto in vitro como in vivo (Pihlanto-Leppéla et al.,

1998; Ruiz-Giménez et al., 2012).

2.3.3.Relacion estructura-actividad

La gran mayoria de péptidos actian como inhibidores competitivos (Li et al., 2004). El
mecanismo concreto por el que estos péptidos inhiben a ACE aun no ha sido clarificado,
debido a la gran variedad de péptidos generados durante la hidrdlisis de proteinas
alimentarias. Cushman y Ondetti (1982) propusieron un modelo para la interacciéon entre
sustrato o inhibidores competitivos y el centro activo de ACE basada en la presumible analogia
de ACE con la zinc-metalopeptidasa carboxipeptidasa A, modelo que sirvi6 como base para el

disefio de potentes inhibidores.
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En el modelo (Figura 2.3), se describen 3 zonas, denominadas S1, S1° y S2°, que pueden
interactuar con los correspondientes radicales de los aminodacidos de sustratos o inhibidores.
El ién zinc de ACE se localiza aproximadamente entre la zona S1 y S1° participando en la rotura
hidrolitica del enlace peptidico que une el antependultimo y el penultimo aminodcido del
sustrato, liberando como producto un dipéptido. Un grupo donor de puente de hidrégeno
situado entre le zona S1°y S2’, podria enlazar con el ultimo enlace peptidico del sustrato. Por
ultimo, un grupo cargado positivamente en el centro activo de ACE establece interacciones
idnicas con el grupo carboxilo cargado negativamente del C-terminal del sustrato. Los estudios
llevados a cabo por los autores del modelo con sustratos y con varias clases de inhibidores

competitivos pusieron de manifiesto que S1, S1" y S2” son zonas mds o menos hidrofdbicas.
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Figura 2.3. Esquema de interaccion enzima — inhibidor para la enzima convertidora de la angiotensina
(Li et al., 2004).

Este es un modelo adecuado para inhibidores como captopril, sin embargo, el mecanismo
preciso de inhibicidon de ACE de los péptidos derivados de alimentos no estd bien descrito. No
obstante, a partir de los datos experimentales, se han encontrado algunos rasgos comunes
para los péptidos que poseen un buen poder inhibidor. Segln las revisiones de Li et al. (2004),

Lépez-Fandifio et al. (2006) y Hong et al. (2008), las principales generalidades son:

a) Los péptidos inhibidores suelen contener de 2 a 12 aminodcidos, aunque se han
determinado péptidos activos de mas de 27.
b) La relacién entre estructura y actividad para los diferentes péptidos inhibidores indica

que el enlace con ACE estd fuertemente influenciado por la secuencia de tripéptidos
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del C-terminal del sustrato. Esta secuencia puede interaccionar con los sitios S1, S1' y
S2’ del centro activo de ACE, segun el modelo propuesto anteriormente.

c) Laenzima parece tener preferencia por sustrato o inhibidores que tienen aminoacidos
hidrofdbicos (aromaticos o cadenas ramificadas) en una de las 3 posiciones terminales
del C-terminal. Muchos estudios han mostrado que dipéptidos o tripéptidos con alta
actividad inhibidora tienen triptofano, fenilalanina, tirosina o prolina en su C-terminal
y aminodcido alifatico ramificado en el N-terminal. Si un péptido tiene propiedades
hidrofilicas, normalmente tendrd una actividad baja o nula, ya que esto le hace
imposible que acceda al centro activo de la enzima. Por ejemplo, ACE muestra poca
afinidad por sustrato o inhibidores competitivos con aminoacidos dicarboxilicos
terminales tales como Acido glutdmico.

d) Los datos de estructura-actividad sugieren también que la carga positiva de lisina o
arginina en C-terminal, contribuyen sustancialmente a la potencia inhibidora.

e) Laintensidad de la actividad inhibidora se ve afectada por el aminoacido adyacente a
la prolina, cuando ésta se sitla en el C-terminal. Para una buena actividad inhibidora,
el aminodcido debe ser hidrofébico.

f) ACE también muestra alta estereoespecificidad hacia radicales de aminoacidos en la
posicion 3 del C-terminal. Es un requisito absoluto para este radical tener una
configuracion L. Por el contrario, ACE muestra una menor esteroespecificidad en

posicion 4.

Como complemento a los estudios experimentales, se han desarrollado estudios con métodos
computacionales para establecer una relacidon cuantitativa entre la estructura de los péptidos y
su actividad inhibidora. Pripp et al. (2004), determinaron estas relaciones en péptidos de
proteinas de leche y establecieron relacidn entre algunas propiedades como hidrofobicidad o
carga positiva en el C-terminal con la actividad inhibidora de péptidos mayores de 6
aminodcidos. Sin embargo, no encontraron relaciéon entre la estructura del N-terminal y la

actividad inhibidora.

Por otra parte, algunos estudios apuntan que en el mecanismo de inhibicién de ACE por parte
de éstos péptidos se pueden ver implicadas otras zonas activas o sub-sitios de la enzima
distintas al centro activo. En el articulo de Pina y Roque (2009) se obtuvieron las interacciones
mas probables entre distintos péptidos y ACE mediante métodos computacionales. Para uno
de los péptidos estudiados, el de menor potencial, las interacciones se producian fuera del

centro activo.
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La mayoria de estudios previos sobre la correlacion estructura-actividad en péptidos
inhibidores de ACE se basaban solamente en el andlisis de la secuencia de aminodacidos. Por
ello, los estudios con métodos computacionales para establecer relaciones cuantitativas
estructura-actividad de los péptidos inhibidores de ACE, se presentan como una herramienta
muy Util para determinar los elementos estructurales de los péptidos que son criticos en la
interaccién con los centros activos de ACE, asi como dilucidar el mecanismo de inhibicién de

estos péptidos (Yin et al., 2010).

2.3.4.Biodisponibilidad

Los péptidos antihipertensivos derivados de alimentos son compuestos naturales y mas
seguros para los pacientes que los medicamentos tradicionales (Takano, 2002; Riordan, 2003;
Cadée et al., 2007; He et al., 2008; Ishida et al., 2011). Pero para que un péptido sea efectivo
contra la hipertensidon no basta con ser buen inhibidor de ACE necesita, ademas, llegar activo a
los 6rganos diana. De hecho, el potencial inhibidor de ACE de estos péptidos no siempre estd
relacionado con su efecto antihipertensivo. Se conocen algunos péptidos con gran potencial
inhibidor de ACE in vitro que no muestran actividad al administrarse via oral o intravenosa. Por
ejemplo, YGGY (ICs,= 16.2 puM) un potente inhibidor aislado del sake, no tiene efecto
hipotensivo cuando se administra oralmente incluso en dosis de 100 mg/kg (Saito et al., 1994).
Otro ejemplo auin mas drastico es el péptido LRIPVA que presentaba un valor ICs, de 0.5 uM en
ensayos in vitro, pero no presento efecto antihipertensivo in vivo aldn en alta dosis (100 mg/kg)
(Yang et al., 2003) Similares resultados han sido descritos por otros investigadores (Fujita et al.,

2000).

Los efectos fisiologicos de los péptidos bioactivos dependen de su habilidad para permanecer
intactos hasta alcanzar sus objetivos, lo que implica resistir la hidroélisis de enzimas digestivas y
la absorcidon a través del epitelio intestinal hasta alcanzar el sistema cardiovascular. A
continuacién se detallan las etapas que pueden alterar la biodisponibilidad de los péptidos

inhibidores de ACE vy los estudios realizados sobre el efecto de estos péptidos in vivo.

2.3.4.1. Etapas implicadas en la biodisponibilidad de los péptidos
Para su estudio se suelen emplear métodos in vitro, como digestiones simuladas o estudios de

absorcion con células Caco-2.

A) DIGESTION GASTROINTESTINAL

42



Introduccion

Las investigaciones sobre digestion gastrointestinal de proteinas de leche o fragmentos de
proteinas y la resistencia a la digestion de secuencias con capacidad inhibidora conocida han
sido probadas en diversos estudios in-vitro, en los que se reproducia el proceso
gastrointestinal mediante una hidrdlisis secuencial con pepsina y enzimas pancreaticas

(tripsina, quimotripsina, carboxipeptidasas y aminopeptidasas).

En muchas ocasiones los péptidos no resisten la digestidon y son degradados por las enzimas
digestivas. El estudio de Tavares et al., (2011) muestra algunos de los posibles efectos de la
digestion sobre los péptidos activos. En él, se estudiaron 11 péptidos inhibidores de ACE (entre
6 y 11 aminodcidos) identificados en un hidrolizado de concentrado de proteinas de
lactosuero. Ninguno de los péptidos resistid la digestion simulada a la que fueron sometidos.
Alguno de ellos como DKVGINYW con un ICsy de 25.2 pg/mL fue hidrolizado en péptidos mas
pequefios como NY; DKVGIN; DKVGI, la capacidad inhibidora in vitro (ICs;) empeord hasta
254.5 pg/mL. Otros péptidos como DAQSAPLRVY o KGYGGVSLPEW fueron degradados, pero la
hidrélisis no provocd un empeoramiento considerable de su actividad inhibidora in vitro. Es
decir, los péptidos originados a partir del péptido inhibidor inicial seguian siendo activos in
vitro. Otros estudios apuntan a que, en algunas ocasiones, el efecto inhibidor de los péptidos

degradados podria mantenerse también in vivo (Miguel et al., 2006).

Otro de los posibles efectos que se pueden encontrar es que el péptido con actividad
inhibidora de ACE in vitro pierda totalmente sus propiedades inhibidoras al ser atacado por las
enzimas gastrointestinales. Aunque el caso contrario también ha sido descrito, es decir,
péptidos que inicialmente no presentan actividad in vitro son degradados dando lugar a
péptidos con mejor actividad inhibidora in vitro e in vivo (Maneno et al., 1996; Manso y Lépez-
Fandifio, 2003). En otros estudios sin embargo, se identificaron péptidos capaces de soportar
la digestidn gastrointestinal sin sufrir ninguna alteracion, es el caso de LHLPLP (ICso = 4 ug/mL)

obtenido a partir de la fermentacién de caseinas (Quirds et al., 2009).

Todos estos estudios apuntan a que la digestién gastrointestinal es un factor esencial en la
determinacidon de la actividad antihipertensiva de los inhibidores de ACE. Puesto que hay
péptidos que pierden o reducen considerablemente su capacidad inhibidora al ser
administrado oralmente mientras que otros péptidos que mostraban actividad inhibidora baja
o nula, se convierten en buenos inhibidores de ACE al ser hidrolizados por las enzimas
gastrointestinales. Los péptidos inhibidores con el aminodacido Prolina, especialmente en C-
terminal, son generalmente mds resistentes a la degradaciéon mediante enzimas digestivas. Los

tripeptidos que contienen en C-terminal Prolina-Prolina se describen como resistentes a las
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peptidasas especificas de prolina (FitzGerald y Meisel, 2000). Por tanto, se postula que la
administracién oral de di y tripéptidos con potencial inhibidor in vitro, que contienen radical
Prolina, deben ser absorbidos en su forma primitiva desde el tracto intestinal a la circulacion
sanguinea y pueden ejercer actividad antihipertensiva. Esta afirmacién esta sustancialmente
confirmada por muchos estudios en los que la simple administracién oral de estos péptidos,
especialmente di-tripéptidos, origina una actividad hipotensiva incluso a bajas dosis (Li et al.,

2004).
B) ABSORCION INTESTINAL

El transporte de péptidos intactos desde el intestino a la sangre es un fenémeno en estudio
gue tienen gran relevancia para el conocimiento de la biodisponibilidad de los péptidos
activos. Los estudios de absorcién celular se hacen con Caco-2, una linea de células
procedentes de un carcinoma de colon rectal humano que presentan actividades enzimaticas y
mecanismos de transporte similares a los del epitelio del intestino delgado. Aunque hay que
tener en cuenta que los resultados de permeabilidad registrados mediante estos ensayos

siempre son menores que los que se obtendrian in vivo.

Generalmente los péptidos presentes en el intestino son introducidos dentro de los
enterocitos (células epiteliales del intestino) mediante transportadores de péptidos (PepT1).
Una vez dentro suelen ser hidrolizados en aminoacidos por diversas peptidasas vy
posteriormente son expulsados a través de la membrana basolateral al torrente sanguineo
(Vermeirssen et al., 2004). Sin embargo, recientes investigaciones ponen de manifiesto que el
transporte de inhibidores de ACE podria diferir de la habitual digestiéon y absorcidn de
alimentos. Los péptidos pueden atravesar la membrana mediante transporte paracelular,
mediante el cual los péptidos hidrosolubles podrian pasar a través del espacio intercelular.
Este mecanismo ha sido propuesto para péptidos como VPP, IPP o VLPVP (Satake et al., 2002;
Folz et al., 2008; Lei et al., 2008). Por otro lado los péptidos liposolubles podrian tener un
mecanismo de transporte transcelular mediante difusién (Knltter et al., 2008). El péptido
ALPMHIR es capaz de atravesar las membranas de Caco-2 intacto, aunque en bajas
concentraciones (Vermeirssen et al., 2002). El estudio llevado a cabo por Knitter et al. (2008)
pone de manifiesto que los transportadores de péptidos (PepT1 y PepT2) no controlan la

absorcion intestinal ni la reabsorcion renal de varios inhibidores de ACE estudiados.

En ocasiones son las peptidasas de la membrana de los enterocitos las responsables de
hidrolizar los péptidos. Por ejemplo el péptido VY genera efecto antihipertensivo in vivo

cuando se suministra en altas dosis. Sin embargo presenta ratios muy bajos de absorcién en

44



Introduccion

células Caco-2, por lo que se deduce que sdlo cuando las peptidasas estdn saturadas se
produce el paso del péptido (Matsui et al., 2002). De esta forma, pequefios péptidos podrian
pasar a la sangre evitando su digestidon total en aminodacidos. Este mecanismo, junto con los

indicados anteriormente permiten a los péptidos llegar intactos al torrente sanguineo.

C) ESTABILIDAD EN SANGRE

Otro aspecto a tener en cuenta es la estabilidad de los péptidos en la sangre. Los péptidos
deben ser resistentes a las enzimas que se encuentran en ella. Entre estas enzimas estd la

propia ACE, que podria hidrolizar a los péptidos inhibidores (Vermeirssen et al., 2004)

Teniendo en cuenta la posibilidad de que los péptidos inhibidores puedan ser hidrolizados por
diversas enzimas del organismo, se puede usar la clasificacién propuesta por Fujita et al.
(2000) basada en la resistencia de péptidos a la hidrélisis de ACE y hacerla extensiva al resto de
enzimas del organismo que pueden alterar los péptidos activos. De esta forma podemos

encontrar 3 tipos de péptidos inhibidores de ACE:

a) Tipo inhibidor: no son modificados por las enzimas del organismo.

b) Tipo sustrato: péptidos que son hidrolizados por ACE o por enzimas gastrointestinales
dando como resultado péptidos con menor poder inhibidor.

c) Tipo pro-inhibidor: péptido que al ser hidrolizado por las enzimas se convierten en

verdaderos inhibidores de ACE.

Los grupos primero y tercero presentan actividades antihipertensivas después de su
administracién oral. Ademds se podria decir que la potencia de inhibiciéon de los péptidos

disminuye cuando aumenta la longitud de su cadena peptidica (Roberts et al., 1999).

2.3.4.2. Estudios in vivo

Las digestiones gastrointestinales o los modelos de membranas Caco-2 presentan modelos
validos para el estudio de las diferentes etapas que pueden alterar a los péptidos activos
durante la digestidn. Pero los estudios in vivo suponen un acercamiento mucho mas real al

proceso de digestidn-absorcion-accidn de estos péptidos.

Por un lado se encuentran los estudios con animales, generalmente realizados con ratas
espontdneamente hipertensas (SHR), que revelan la capacidad de los péptidos liberados
durante la hidrélisis (o fermentacidn) de proteinas para mejorar la evolucion de la hipertension

y en general, reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares.
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Hay numerosos estudios que emplean SHR para comprobar el efecto in vivo de péptidos
inhibidores de ACE. Un ejemplo podria ser el estudio realizado por Sanchez et al., (2011), en el
gue se suministré una dosis diaria de 800 mg/kg de un hidrolizado de caseinas bovinas a ratas
SHR durante 6 semanas. La presién sanguinea aumentd 33 mmHg en el grupo control mientras
qgue en el grupo tratado con el hidrolizado el aumento fue sélo de 18 mmHg. Ademas se
encontraron mejoras en otros indicadores (reduccion del desarrollo de hipertrofia cardiaca y
vascular, reduccién de fibrosis intersticial entre otros) que los hacen adecuados para el
tratamiento de la hipertension. Similares resultados fueron obtenidos para los hidrolizados de

gambas obtenidos mediante un proceso a escala planta piloto (He et al., 2008).

Estudios como los anteriores, realizados con leches fermentadas confirman el efecto
beneficioso de los péptidos liberados. Es destacable que el consumo de leche desnatada por si
sola no produjo ningun efecto beneficioso (Sipola et al., 2002), por tanto, la digestidn
gastrointestinal no parece suficiente para generar los péptidos activos. Dentro de las leches
fermentadas cobra especial interés la presencia de dos tripéptidos: IPP y VPP, generalmente
producidos mediante la fermentacidon con Lactobacillus helveticus. Numerosos estudios han
demostrado la capacidad de estos productos de reducir la presién sanguinea in vivo

(Nakamura et al., 1995; Masuda et al., 1996)

También se han comprobado el efecto de muchos péptidos aislados, como KVLPVPQ, obtenido
de la hidrélisis enzimatica de B-caseina bovina con la proteasa de Lactobacillus helveticus
CP790 que, presenta un efecto antihipertensivo dosis dependiente. (Maeno et al., 1996). Y mas
recientemente: LAP (Ming et al., 2011) o IQP (Lu et al., 2010). Ademds, cuando se suministra
los hidrolizados o péptidos inhibidores a ratas que no presentan hipertension (Wistar Kyoto,

WKY) no se observaron efectos adversos.

Mas interesante aun resulta el estudio de los efectos que tienen los péptidos inhibidores de
ACE derivados de alimentos sobre humanos. Sélo algunos de todos los péptidos identificados
como inhibidores de ACE in vitro, han sido probados en estudios humanos (Saito, 2008;
FitzGerald et al., 2004). En muchos de los ensayos con humanos se ha observado un descenso
en la presidn sanguinea después de la ingesta de hidrolizados de proteinas de leche o de

productos lacteos fermentados.

Un buen numero de los estudios de antihipertensividad de péptidos en humanos se han
llevado a cabo con leches fermentadas, principalmente por Lactobacillus helveticus (Hata et al.,
1996; Seppo et al., 2003; Mizushima et al., 2004; Tuomilehto et al., 2004; Jauhiainen et al.,

2005). Estas leches fermentadas contienen IPP y VPP, dos potentes péptidos inhibidores de
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ACE. Todos estos estudios ponen de manifiesto la disminucién de la presidn sanguinea en
individuos hipertensos después de un tratamiento de 8-21 semanas. Las reducciones de
tensién sistdlica y diastélica obtenidas estdn comprendidas entre 4.1-11 mmHg y 1.8-6,9
mmHg, respectivamente. Ademas, IPP y VPP han demostrado también ser efectivos al
suministrarse en forma de pastillas (Aihara et al., 2005), con la ventaja de no presentar efectos
adversos incluso en altas dosis (Ishida et al., 2011). Sin embargo, otros autores (Hirota et al.,
2007) encontraron que al administrar hidrolizados que contenian estos dos péptidos activos no
se producia un cambio en la presién sanguinea. Si bien, si se observd una mejora en la
disfuncidon vascular endotelial, que podria prevenir la aparicion de  enfermedades

cardiovasculares.

Otros hidrolizados, en este caso de proteinas séricas (Fluegel et al., 2010), redujeron la tension
arterial sistdlica y diastdlica en 8.0 y 8.6 mmHg, respectivamente, en adultos que tenian
previamente elevados valores de las mismas. Sin embargo, individuos con valores de presion
sanguinea normales no sufrieron ninguna variacién. De la misma forma, los hidrolizados de
caseinas también muestran este efecto reductor de la presion sanguinea (Sano et al., 2005;

Cadée et al., 2007).

Por tanto, teniendo en cuenta la ausencia de efectos negativos y que se ha demostrado que
una reduccién de tan sélo 5 mmHg en la presién sanguinea reduce el riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares en un 16 % (FitzGerald et al., 2004), estos péptidos inhibidores

de ACE pueden emplearse para el tratamiento o prevencién de la hipertensién.

2.4. TRATAMIENTO DE HIDROLIZADOS

Los péptidos inhibidores generados durante el proceso de hidrdlisis o fermentacidon pueden ser
comercializados sin modificaciones posteriores. Es decir, el producto del proceso de
fermentacién o hidrdlisis es el producto final que se comercializa. En él los péptidos bioactivos
estaran en una concentraciéon que depende del tratamiento al que se ha sometido la materia
prima de partida asi como de su concentracién proteica inicial. Los productos asi
comercializados suelen ser productos fermentados como Calpis (Nakagama et al., 1989) o
Evolus (Tossavainen et al., 2005) mientras que los hidrolizados se suelen someter a

tratamientos posteriores.

El objetivo principal de estos tratamientos es concentrar el producto en péptidos activos

dando lugar a un nuevo producto con alto contenido en péptidos activos que puede ser
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empleado en la formulacidn de alimentos funcionales. Para concentrar los péptidos de interés

se recurre a procesos de filtracidn y/o secado.

2.4.1.Purificacion

En la mayoria de articulos publicados, los autores proponen un proceso de produccidn a
pequeia escala, en el que una vez liberados mediante hidrélisis o fermentacién los péptidos
son fraccionados mediante membranas y posteriormente aislados mediante procedimientos
cromatograficos con el fin de identificarlos (Otte et al., 2007a; Tavares et al., 2011). Desde un
punto de vista comercial no parece adecuado tratar de aislar estos péptidos. Ya que no
estamos hablando del principio activo de un medicamento, que justificaria el alto coste del
proceso cromatografico, sino de nutracéuticos que seran empleados en férmulas alimentarias.

Por tanto, la purificacién y/o concentracidon con membranas parece una opcién mas adecuada.

Se han desarrollado algunas patentes para la produccién de péptidos antihipertensivos.
Algunos autores proponen filtraciones convencionales (Wu et al., 2009). Pero en general, se
recurre a la filtracion tangencial. Al contrario que en la filtracién convencional con esta forma
de operar el flujo de alimentacion es tangencial a la superficie de la membrana. La separacion
se produce debido a una fuerza impulsora: gradiente de concentracién, presién parcial,

potencial eléctrico o presion.

En este proceso de filtracion la corriente de entrada se divide en dos (corriente de retenido y
de filtrado). La corriente de retenido estaria enriquecida en los componentes que presentan
mayor dificultar en atravesar la membrana mientras que en el filtrado se encontrarian los

componentes cuyo paso a través de la membrana es mas favorable.

Durante la operacién de filtracion debido al paso de solutos a través de la membrana se
produce un ensuciamiento ocasionado por depdsitos de precipitados, particulas, proteinas,
sales, etc. Esta colmatacion o fouling genera una resistencia al flujo. Para eliminar esta

resistencia es necesaria una limpieza profunda para conseguir recuperar la membrana.

Entre las separaciones con membranas destacan las filtraciones en las que la fuerza impulsora
es la presién. Para la purificacion y concentracién de péptidos esta es también la forma de
operar mas comun. De acuerdo al tamafio de particulas que son capaces de separar podemos

identificar 4 tipos de filtraciones:

e Microfiltracién: Se usa para particulas grandes (0.05 — 10 um). No tiene aplicacion en

la purificacidn de péptidos bioactivos.
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e Ultrafiltracion: Se usa para retener moléculas de tamafio medio-grande (2 — 100 nm).
El tamafio de poro suele oscilar entre 0.001 y 0.1 um aungque se suelen describir por su
tamafio de corte (1-100 kDa). Las presiones empleadas suelen estar comprendidas
entre 1y 10 bar.

e Nanofiltracidn: Se emplea para retener moléculas de bajo peso molecular (200 -1000
Da) e iones multivalentes como el calcio. Los tamafios de poro estan comprendidos
entre 0.005 y 0.0005 um y las presiones aplicadas van desde 3 a 20 bares.

e Osmosis inversa: con esta técnica se retienen moléculas de muy bajo peso molecular
como sales. El tamafio de poro es inferior a 0.0005 um y aplicando presiones entre 10

y 50 bares.

Uno de los primeros materiales usados en estas membranas fue el acetato de celulosa. Es
barato y facil de obtener pero presenta muy poca resistencia al cloro, pH extremos y a la
temperatura por lo que no soporta limpiezas severas. Un material mucho mds estable es la
poliamida, usada en osmosis inversa y nanofiltracion, el problema es que se colmata
facilmente y no es resistente al cloro. Las polisulfonas y poliertersulfonas presentan buena
estabilidad quimica y térmica, sin embargo son atacados por agentes oxidantes. La mayoria de
membranas usadas en la obtenciéon de péptidos bioactivos son de materiales poliméricos

(Jiang et al., 2010; Tolton et al., 2003).

La separacion por membranas inorganicas no ha sido tan utilizada en la obtencién de péptidos
bioactivos (Lin et al.,, 2011). Este tipo de membranas presentan ventajas frente a las

membranas poliméricas (Cheryan, 1998), entre las que destacan:

e Muy buena resistencia quimica. Muy pocos productos quimicos pueden degradarlas.

e Alta resistencia a la degradacion por abrasion.

e Rango de pH en el que se puede operar es muy amplio (0.5 a 13)

e Estabilidad térmica, soportan hasta 300 2C

e Soportan altas presiones de trabajo, aunque normalmente se limitan a 150 bar debido
a menor resistencia de los materiales sobre los que van montadas.

e Vida util mayor que las membranas organicas, soportando limpiezas frecuentes
Entre los inconvenientes que presentan estas membranas podriamos sefialas:

e Son quebradizas, siendo sensibles a las vibraciones.

e Tienen una menor variedad de tamanos de corte
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e Requieren mayor capacidad de bombeo para trabajar a velocidades recomendadas (2-
6 m/s)

e Precio elevado

Entre las membranas inorganicas podemos encontrar membranas de material cerdmico, vidrio
o acero. En la fabricacién de las primeras se han utilizado numerosos materiales ceramicos.
Dos de los mas destacados son las membranas constituidas por un soporte poroso de carbono
Yy una capa activa de éxido de zirconio o la formada por una base de a-alimina y una capa

activa de Y-alumina.

Como se indicé anteriormente, los péptidos inhibidores de ACE suelen tener un tamafio
comprendido entre 2 -12 aminodacidos, lo que supone un tamano molecular inferior a 3 kDa. La
mayoria de estudios emplean filtros de celulosa o poli-etersulfona de 10, 5, 3 KDa para el

fraccionamiento de los hidrolizados.

En algunos procesos de produccion propuestos, el tamafio de corte es inferior (nanofiltracién),
en estos casos, se necesita una presion muy alta para el proceso (30 bar) (Tossavainen et al.,

2005).

Dependiendo del tamano de corte de la membrana empleada y de tamafio de los péptidos
inhibidores, éstos pueden ser recogidos tanto en el filtrado como en el retenido. En el caso de
ser recogidos en el filtrado se les suele someter a una etapa posterior de concentracién por
secado. Si son recogidos en el retenido, su concentracion aumentara considerablemente. Para
evitar la concentracién excesiva de sales, se podria re-disolver el retenido con agua y volver a
filtrar para asi reducir la concentracion de sales hasta el nivel deseado (Tossavainen et al.,
2005). Otros autores proponen el empleo de la electrodialisis en conjunto con ultrafiltracion o

nanofiltracion (Tolton et al., 2003)

Si en lugar de concentrar los péptidos en el retenido, lo que se pretende es pasar los péptidos
activos de pequefio tamaino al filtrado, se podria operar mediante diafiltracién. De esta
manera se obliga a que la mayoria de péptidos pequeios pasan a través de las membranas

(Tolton et al., 2003). Posteriormente el permeado puede ser concentrarlo por osmosis inversa.

2.4.2.Estabilizacion: secado por atomizacion

Una de las formas de conservar alimentos es reducir su contenido de humedad por debajo del
13 %, con el fin de reducir la actividad de agua y asi evitar la proliferacidon de microorganismos.

Ademas de facilitar y reducir los costes de transporte y almacenamiento.
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La liofilizacion es el proceso por el que se elimina el agua de un alimento mediante
sublimacién. El proceso se lleva a cabo a bajas temperaturas y a alto vacio, lo que permite
secar el producto sin que el agua pase a estado liquido. De esta forma se generan productos de
gran calidad, que no sufren prdcticamente ninguna alteracién. Sin embargo, los costes son
altos y aumentan considerablemente cuando la cantidad del producto a secar es elevada, ya
qgue se necesita refrigeracion, vacio y largos tiempos de operacién (Filkova et al., 2006). El
secado por atomizacion por el contrario presenta menores costes de operaciéon. En este
secado la velocidad de evaporacién del agua es alta y el tiempo que el producto permanece a
alta temperatura es breve, lo que permite obtener productos de gran calidad. Sin embargo, es
necesario comprobar la estabilidad del producto ya que en algunos casos se podrian producir

alteraciones no deseadas.

El secado por atomizacion es una de los métodos mas comunes en la industria para secar

alimentos liquidos. En la Figura 2.4 se muestra un esquema muy simplificado del proceso.

- Bomba
Atomizacién Salltfla de
aire
Tanque _>—{_j
alimentacién Aire 7
caliente i
7 1\
Are MM Cémara de Aire +
| | Secado solidos
Ventilador
Producto

«—
seco

Figura 2.4. Esquema general de secadero por atomizacion.

La alimentacidn es introducida por la parte superior donde se convierte en espray mediante un
dispositivo conocido como atomizador. El tamafio de las gotas suele estar comprendido entre
10-200 um. Estas pequefias gotas se ponen en contacto con aire caliente en la cdmara de
secado. Debido al pequefio tamafo de las gotas, el drea superficial es muy grande, lo que
facilita la evaporacién de la humedad. Por tanto, el tiempo de evaporacién es rapido,
normalmente entre 1-20 s. Ademads, la mayor parte del secado se produce bajo condiciones
constantes debido al calor latente necesario para evaporar el agua (Brenan, 2006). No

obstante, reduciendo el tiempo de permanencia de las particulas en la cdmara de secado se

51



Francisco Javier Espejo Carpio

reduce el dafio por calentamiento del producto. El producto se recoge en la parte inferior de la

camara de secado. El propio aire de secado arrastra a cierta cantidad de particulas que son

recuperadas por uno o varios ciclones dejando el aire limpio.

El aire empleado en el secado puede ser calentado mediante un intercambiador de calor, que

use vapor a presién o aceite como fluido calefactor. El calentamiento del aire se puede

conseguir también mediante resistencias eléctricas, si bien este sistema suele emplearse para

secaderos de pequefio tamafo como los de plantas piloto.

Hay 3 tipos de atomizadores (Brenan, 2006; Maupoei et al., 2001):

Rodete centrifugo, es un disco o rueda situado al final del conducto de alimentacién
gue gira a 5000-20000 r.p.m. La alimentacién se produce cerca del centro de rotacion
del disco y la fuerza centrifuga de éste empuja al fluido hacia el borde del disco y lo
expulsa al exterior. Inicialmente se forman hilos que se rompen y dan lugar a gotas.
Estos atomizadores son apropiados para fluidos viscosos y son resistentes a la posible
abrasion o bloqueo que pueden producir particulas sélidas en la alimentacién.

Tobera de presién consisten en un pequefio orificio, con diametros entre 0.4-4 mm, a
través del cual se introduce la alimentacién a alta presién (5-50 MPa). Un pequeiio
tubo en el interior de la boquilla genera un movimiento en espiral del liquido, de
forma que al salir por el orificio genera un spray en forma de cono. Las gotas
producidas son homogéneas siempre que la bomba suministre una presion constante.
Se recomienda su uso para soluciones homogéneas de baja viscosidad, ya que el riesgo
de bloqueo o abrasidn por particulas sdlidas es alto.

Toberas neumaticas. Cuenta con una apertura anular a través de la que sale el gas
(normalmente aire) a gran velocidad. La alimentacion sale por un orificio concéntrico
al de la salida de aire. Se crea un efecto Venturi que hace que el liquido alimentado se
convierta en spray. En este caso, la bomba de alimentacién no necesita suministrar el
fluido a alta presidn ya que es el gas el que sale presurizado. Esta boquilla también es
susceptible al bloqueo y abrasion. Ademas, el tamafio de las gotas formadas no suele

ser tan homogéneo como el obtenido con los otros dos atomizadores.

En este tipo de secado existen 3 formas basicas de operar (Filkova et al., 2006; Brenan, 2006),

un esquema basico de cada una es representado en la Figura 2.5.
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temperaturas mas altas se encuentran en la parte superior del secadero. En esa zona
el producto esta en forma de gotas, lo que hace que no sufra un calentamiento severo
debido a la evaporacidn. El aire se va enfriando al evaporar el agua y las particulas
secas estardn rodeadas de aire mds frio. Este sistema es adecuado para secar
compuestos que se puedan alterar por altas temperaturas. Las cdmaras de secado que
operan de esta forma son torres cilindricas de base cdénica a las que se le introduce el
aire verticalmente. Este diseifio es apropiado para secar gotas de gran tamafio de
compuestos sensibles al calor o que tienden a quedarse adheridas en la pared de Ila
camara. La pared de la camara puede ser refrigerada para facilitar la recogida del
polvo. Otra posibilidad es introducir el aire tangencialmente, lo que permite reducir la
altura de la cdmara de secado. El aire describe espirales y arrastra a las particulas, que
tienden a chocar contra las paredes de la cdmara. Este tipo de cdmara es adecuado
para productos no demasiado sensibles al calor y que forman particulas que no se
guedan pegadas a la pared.

Flujo contracorriente. El aire de secado entra por la parte inferior mientras que la
alimentacién se atomiza en la parte superior. En este caso las particulas secas estaran
en contacto con el aire que entra, por tanto, la temperatura de salida del producto
seco sera tan alta como la del aire de entrada. Evidentemente, este modo de operar
no es adecuado para productos termoldbiles.

Flujo mixto. La boquilla de alimentacién se coloca en la parte inferior de la cdamara
proyectando la alimentacion atomizada hacia arriba. En aire caliente se introduce en
parte superior. Las particulas presentan un movimiento en contracorriente al
comienzo para luego caer y circular en paralelo con el aire. Esta forma de operar se
recomienda para camaras de secado pequenas, ya que el tiempo de residencia de las

particulas en la misma es elevado. No se suele emplear en industria alimentaria.

Los productos ricos en grasa o azlUcares tienden a adherirse a la pared de la camara, para
recuperar estos depdsitos en la industria se emplean distintos sistemas como pueden ser
martillos que golpean la pared externa de la cdmara, cepillos o cadenas que barren la
superficie interna. Ademds la temperatura de la cdmara puede ser reducida insuflando aire frio
en el exterior de la misma o circulando agua fria por medio de una camisa de refrigeracion, el

descenso de la temperatura de la cdmara evita la adhesidn de particulas.

El aire que sale de la camara de secado arrastra particulas finas que deben ser recuperadas
debido a su valor econdmico asi como por el posible dafio medioambiental que pudieran

originar. Esta separacién se lleva a cabo generalmente en ciclones. Aunque no son tan usados
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en industrias alimentarias, también se podrian usar filtros industriales para retener las
particulas o scrubbers que lavan la corriente de salida de aire con la corriente liquida de la

alimentacion.
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Figura 2.5. Esquema de dispositivo para secado en paralelo (a), en contracorriente (b) y en flujo mixto
(c). A: alimentacidn; G: gas de secado; P: producto; E: producto atomizado (Filkova et al., 2006).

En el caso de la produccion de péptidos inhibidores de ACE derivados de alimentos, en la
mayoria de los articulos cientificos existentes no se estudia el método de secado. Por otra
parte, las patentes se limitan a nombrar el mecanismo por el que recomiendan secar el
producto sin detallar el proceso (Tolton et al.,, 2003; Schlothauer et al., 2006). Entre los
secados que se emplean en estas patentes se pueden enumerar: el secado a vacio,

evaporacion, liofilizacidn y secado por atomizacion.

Algunos autores advierten de que tanto un tratamiento mecdnico o térmico severo, puede
afectar negativamente a la actividad de los hidrolizados (Hernandez-Ledesma et al., 2011). Sin
embargo algunos autores comprobaron que la actividad no parecia verse afectada en el
secado por atomizacidon en (Tolton et al., 2003; He et al.,, 2008; Lin et al., 2011). Algunas
patentes proponen el secado por atomizacién para la estabilizacion de los péptidos, pero no

detallan las condiciones de operacién (Cedee y Mallee, 2010)
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Objetivos de la investigacion

Con los antecedentes descritos anteriormente, se hace patente el interés cientifico de la
hidrélisis enzimatica de las proteinas de leche de cabra para la obtencidon de péptidos
inhibidores de ACE. Con el fin de estudiar en detalle el proceso, se plantean los siguientes

objetivos:

1. Estudio de la hidrdlisis enzimatica de las proteinas de la leche de cabra centrado en la
produccién de hidrolizados con alto potencial inhibidor ACE.

2. Puesta a punto de un proceso de filtracidn con membrana para la obtencién de
fracciones proteicas de la leche de cabra.

3. Estudio de la influencia del tratamiento enzimatico sobre la actividad inhibidora de
ACE de los hidrolizados de las fracciones proteicas.

4. Caracterizacién de los mejores hidrolizados obtenidos mediante la separacién de
fracciones activas por cromatografia de exclusidon de tamafos e identificacidn de
péptidos presentes mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas.

5. Estudio de la resistencia de los péptidos inhibidores de ACE a la digestion in vitro.

6. Estudio de la purificacién de péptidos inhibidores de ACE mediante procesos de
ultrafiltracién con membranas ceramicas.

7. Estudio y optimizacidn del proceso de estabilizacidén por secado por atomizacidn de los
hidrolizados.
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4.1. MATERIALES

4.1.1.Sustrato

En esta investigacién los sustratos empleados han sido las proteinas de leche de cabra UHT,

cuya composicidn se detalla en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1 Composicion de la leche de cabra.

Componente Cantidad 100 g
Proteina 33g
H. de Carbono 45¢g
Grasa l6g
Calcio 120 mg

El contenido en caseinas de la leche de cabra es ligeramente mayor que en otras especies.
Ademas, B-caseina es la proteina mayoritaria en la leche de cabra (50 % del total de proteinas),
lo que difiere considerablemente de la leche de vaca en la que tanto a-caseina como aS1-

caseina son las mas abundantes (37 % y 30 %, respectivamente) (Bernaka et al., 2011)

4.1.2.Enzimas

Las proteasas empleadas han sido las siguientes:

4.1.2.1. Tripsina (EC 3.4.21.4)

Proteasa de origen animal que se encuentra en el sistema digestivo de numerosos
vertebrados. Su actividad catalitica se produce por la accion del residuo serina (serino-
proteasa). Esta enzima ataca preferentemente en posiciones del carboxilo terminal de residuos
de Arginina (R) y Lisina (K), ambos aminoacidos con grupos cargados positivamente. Ademas,
como se indicod previamente, las enzimas especificas como tripsina generan hidrolizados con
menor grado de amargor. El pH éptimo se encuentra entre 7-9 (Sipos y Merkel, 1970) y es
estable en un rango de temperaturas de 30-60 2C (Guadix et al., 2000). La enzima utilizada en

el estudio es comercializada por Novozymes (Dinamarca) como PTN 6.0S.

4.1.2.2. Subtilisina (EC 3.4.21.62)
Serino-proteasa de origen bacteriano originada por Bacillus nichelliformis y comercializada
como Alcalase 2.4L (Novozymes, Bagsvaerd, Dinamarca). Es una enzima de amplio espectro

aunque ataca principalmente al carboxilo terminal de aminoacidos hidrofébicos (Phelan y
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Kerins, 2011). Es estable en un rango de pH entre 5y 11.5 mostrando mdaxima actividad entre

50y 60 °C.

4.2. OPERACIONES DE FILTRACION

En el presente trabajo se han empleado procesos de filtracidon con dos objetivos distintos. Por
un lado, la separacién de las fracciones proteicas de la leche y por otro la purificacién de
péptidos inhibidores de ACE de un hidrolizado de caseinas. Ambos procesos tienen aspectos

comunes que se detallan a continuacion.

4.2.1.Membranas ceramicas

Aunque las membranas poliméricas han sido empleadas con frecuencia en la purificaciéon de
péptidos bioactivos, en este trabajo se emplearon membranas ceramicas que presentan
ventajas frente a las primeras: mayor resistencia quimica tanto a pH extremos como a altas
presiones, y mayor resistencia térmica, por lo que pueden ser esterilizadas con vapor vy
presentan una vida util mas larga (Shah et al., 2007). Se usaron membranas tubulares que
permiten escalar el proceso con fiabilidad (Cui et al., 1997) vy, para el caso de membranas
ceramicas, requieren menos superficie que aquellas con configuraciones planas en idénticas

condiciones (Grangeon y Lescoche, 2000)

(2:(5‘ \\ﬁ—/

Figura 4.1. Médulo y membranas de 1.2 m.

En concreto para este trabajo se han empleado membranas ceramicas tubulares modelo Inside

Céram alojadas en moédulo de acero inoxidable 316L (Figura 4.1). Los tamafios de corte
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empleados fueron de 0.14 um para obtencién de las fracciones proteicas de la leche y de 50
kDa, 15 kDa y 3 KDa para el fraccionamiento del hidrolizado. Todas ellas suministradas por

TAMI (Nyons, Francia) con las especificaciones técnicas que se indican en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2. Caracteristicas técnicas de las membranas ceramicas empleadas.

Longitud Area de Diametro
Membrana N Canales (m) filtracion (m?)  hidraulico (mm)
0.14 pm 3 12 0.045 36
50 kDa 3 0.25 0.0094 3.6
15 kDa 3 0.25 0.0094 3.6
3 kDa 1 0.25 0.0042 6

Estas membranas estdn constituidas por un soporte tubular de 10 mm de didmetro, formado
por éxidos de aluminio, titanio y zirconio, mientras que el material de la capa activa es dxido
de titanio. Este tipo de membranas pueden operar en condiciones extremas: 10 bar de

presidn, temperaturas de hasta 350 2Cy pH en el rango 0-14.

La membranas se pueden caracterizar usando el modelo de resistencias en serie que describe
el comportamiento observado en el caudal de filtrado en funcion de la presion de trabajo.
Segln este modelo (Cheryan, 1998) la ecuacion que relaciona el flujo de filtrado con la presion

es:

AP

= 4.1
" R, +R.+R, @)

Donde J; es el flujo de filtrado, AP es la presién transmembrana y Ry, R, Rp, son las resistencias

de la membrana, de colmatacion y de la capa de polarizacién, respectivamente.

Las membranas fueron caracterizadas mediante la determinacion de su resistencia intrinseca,
Rm, que se determind utilizando agua pura como alimentacién, ya que en este caso Ry y Rp

serian nulas:

_AP

F agua RM (4'2)

La permeabilidad de la membrana, L, se define como la relacion entre el flujo de filtrado y la
presion transmembrana, es decir, es la inversa de Ry. Por tanto, la ecuacién anterior podria

expresarse de la siguiente manera:
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AP
E =—=L-AP (4.3)
agua R
M
En general, la permeabilidad de la membrana se determind mediante una operacién de
calibrado. Este proceso consistid en pasar agua a través de la membrana a 50 2C y con una
velocidad de 3.3 m/s, midiendo el flujo de filtrado a distintos valores de AP. La permeabilidad

se determiné calculando la pendiente de la recta resultante al representar el flujo de filtrado

frente a la AP, como indica la ecuacioén (4.3).

En los apartados siguientes se determinan las permeabilidades de las membranas virgenes que

serviran de referencia a lo largo del trabajo.

4.2.1.1. Membrana de 0.14 pm

En la Figura 4.2 se muestran los valores experimentales de flujo de agua obtenidos a distintos
valores de presidn transmembrana para la membrana de 0.14 um antes de ser utilizada para la
filtracidn. Por tanto, de acuerdo con la ecuacién (4.3), la permeabilidad de referencia para esta

membrana fue: Ly 14 ym = 0.3624 kg/(mz-s-bar)

0.8 1 y = 0.3624x

2 _
0.7 | R? = 0.9841

0.6 4
0.5 4
0.4 4

0.3 4

J, kg/(m?-s-bar)

0.2 4

0 T T T 1
0 0.5 1 1.5 2

AP, bar

Figura 4.2. Flujo de filtrado de agua en funcion de la presiéon transmembrana (AP) para la membrana
de 0.14 pym.

4.2.1.2. Membrana de 50 kDa
Del mismo modo para la membrana de 50 kDa (Figura 4.3) se determind la permeabilidad de la

membrana virgen: Lso s = 0.1208 kg/(m?*-s-bar)
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y =0.1208x
0.18 ~ R2=0.9910

0.16 ~
0.14 ~
0.12 ~
0.1 4
0.08 ~
0.06 - °®
0.04 ~
0.02 ~

0 T T T 1
0 0.5 1 1.5 2

AP, bar

Jp, kg/(m?-s-bar)

Figura 4.3. Flujo de filtrado de agua en funcién de la presion transmembrana (AP) para la membrana
de 50 kDa.

4.2.1.3. Membrana de 15 kDa
La permeabilidad para la membrana de 15 kDa fue 0.0420 kg/(m?-s-bar). Los valores de flujo de

filtrado y presion transmembrana se presentan en la Figura 4.4.

0.07 1 y = 0.0420x °
2 _
0.06 - R? =0.9881
0.05 -
8 004 -
v
£ 003
S~
oo
X
= 0.02 1 ®
0.01 -
0 T T T 1
0 0.5 1 1.5 2
AP, bar

Figura 4.4. Flujo de filtrado de agua en funcion de la presién transmembrana (AP) para la membrana
de 15 kDa.

4.2.1.4. Membrana de 3 kDa
Por dltimo, para la membrana de 3 kDa (Figura 4.5), la permeabilidad de referencia fue Lsyp, =

0.0238 kg/(m*s-bar).
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0.04 ~
y =0.0238x
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Figura 4.5. Flujo de filtrado de agua en funcion de la presiéon transmembrana (AP) para la membrana
de 3 kDa.

4.2.2.Dispositivo experimental

El sistema utilizado se esquematiza en la Figura 4.6 y en la Figura 4.7 se muestra una fotografia

de dicho dispositivo.

Figura 4.6. Dispositivo experimental de filtracion.

La alimentacion de introdujo un tanque de acero inoxidable de 6 L (1) que se encontraba en
bafio termostatizado (Selecta, Espafia). La temperatura de la alimentacién se monitorizé con
un termdémetro digital (8) (Hanna Instrument HI 98509, USA). La alimentacion se bombed
mediante una bomba de desplazamiento positivo (2) (motor de 0.56 kW y cabezal Procom,
USA) a través de un médulo de membrana ceramica tubular (4). La velocidad de la bomba se
controlé mediante un variador de frecuencia (Omron Sysdrive 3G3JV, Japdn) y la presidon se

controlé mediante una valvula de membrana (6). La presion del sistema se midié mediante 2
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manometros (Wika, 1-60 psi, USA) a la entrada (3) y a la salida (5) de la membrana, el caudal se
midié mediante un caudalimetro magnético (7) (Badger-Meter Type Food Primo V11,
Alemania). En todos los ensayos se operd en modo concentracidon, por lo que el filtrado se
recogié continuamente en un recipiente (9) que fue pesado en una balanza analitica (Mettler

Toledo PB 1502-S, Switzerland), lo que permitié la determinacién experimental del flujo.

N

Variador de
frecuencia | >

Bafio
termostatizado

Manémetro
ntrada
¥ z
Y x L

\

Modulo de / Tanqu.e de
retenido

Manémetro
salida

membrana

Figura 4.7. Fotografia del dispositivo experimental.

La operacidn de filtracion se detuvo cuando se alcanzé el factor de concentracion (FC) deseado
o bien cuando se detectd una caida de flujo del 70 %. Caidas de flujo mayores podrian dafar la

membrana irreversiblemente. El factor de concentracién se calcula mediante la ecuacion (4.4).

FC — \\//inicial (4'4)

retenido

4.2.3.Modelado del flujo de filtrado

El ensuciamiento o colmatacidon de la membranas es un factor clave que en la viabilidad
econdmica del proceso que afecta esencialmente al flujo de filtrado obtenido y a su estabilidad
con el tiempo. El comportamiento del ensuciamiento en una membrana viene determinado
por como los compuestos se comportan en las inmediaciones de la membrana. Los solutos
ensucian la membrana interaccionando con ella y bloqueando sus poros. Como se muestra en
la Figura 4.8 existen varios modelos de bloqueo de poro en funcién de la forma y tamaiio del

soluto y el tamanio del poro:
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a) Bloqueo completo: las particulas individuales bloquean los poros sin superponerse
unas sobre otras.

b) Bloqueo interno: las particulas se depositan sobre el interior de los poros

c) Bloqueo parcial: obstruccion parcial de los poros, puede haber superposiciones de las
particulas depositadas

d) Formacién de torta: las particulas forman una capa sobre la superficie de la

membrana.

FOILRCT O o

(c)

(d)

Figura 4.8. Mecanismos de ensuciamiento de membrana: (a) bloqueo completo de poro; (b) bloqueo
parcial de poro; (c) bloqueo interno de poro; (d) formacion de torta (Field et al., 1996).

Field (1995) basandose en las ecuaciones de filtracién transversal a presién constante para
estos tipos de ensuciamiento (Hérmia, 1982), establece un modelo matemético unificado
capaz de describir la caida de flujo del filtrado en la filtracion tangencial. En esta adaptacién, se
tiene en cuenta la influencia de la velocidad tangencial en la eliminaciéon de los agentes de

ensuciamiento de la superficie de la membrana para cada modelo de ensuciamiento:
dJ .
—E(J ") =k(J-J7) (4.5)

donde J* se considera el flujo por debajo del cual no existiria ensuciamiento. Algunos autores
consideran este flujo como el valor limite (J;) que alcanza el flujo de filtrado en condiciones
de estado estacionario (de Barros et al., 2003). El coeficiente fenomenoldgico k depende del
mecanismo de ensuciamiento, mientras que n indicaria el tipo de mecanismo de
ensuciamiento. A partir de la ecuacion (4.5) se podrian obtener cada una de las ecuaciones

para los modelos de bloqueo de acuerdo al valor que tome el indice n.
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En el caso del bloqueo completo de poros (n=2) se asume que el flujo disminuye debido a la
deposicién de particulas que bloquean los poros de la membrana y disminuyen el drea de
filtracidon efectiva. En este tipo de bloqueo las moléculas que taponan los poros son de un

tamafio mayor que éstos. El flujo se expresaria matematicamente mediante la ecuacion (4.6):

J=J,.+(3,—J,,) e (4.6)

lim

donde J es el flujo de filtrado, Jq es el valor inicial (t = 0) del flujo de filtrado, J;, es el valor
limite del flujo de filtrado en estado estacionario y k, es una constante relacionada con la

cinética del bloqueo de poros.

Para el modelo de bloqueo interno de poros (n=1.5), se considera que las particulas quedan
depositadas o adsorbidas en el interior de los poros reduciendo el volumen del poro. Las
particulas que bloquean el poro son evidentemente mas pequefias que el poro al que
bloquean. El ensuciamiento es independiente de la velocidad de flujo y no hay valor limite para
el flujo (J;m = 0). En este caso, la ecuacion para flujo tangencial, ecuacion (4.7), coincide con la

de flujo transversal:

1 1 K.
W — F [TSJ A% .t (4.7)
0

donde J y J; representan el flujo de filtrado y el flujo inicial de filtrado, respectivamente, A es el
area de la membrana y K,/ es el parametro de Hermia definido para el bloqueo de poro
estandar o interno que se relaciona con la disminucidon del area efectiva de los poros por

unidad de volumen total de filtrado.

En el bloqueo de poro parcial o intermedio (n = 1) las particulas grandes podrian sellar poros
completamente, sin embargo el bloqueo no seria permanente alternandose el bloqueo y
desbloqueo del poro. Este tipo de bloqueo se da cuando el didmetro de las moléculas de
soluto presenta tamanos similares al del poro. Por este motivo, en ocasiones las moléculas de
soluto pueden obstruir la entrada a un poro sin bloquearlo completamente. La ecuacion que

representa a este modelo es:

k,-t= (4.8)
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donde k; representa el area bloqueada de la membrana por unidad de volumen. La ecuacién
anterior se puede transformar para poder calcular el flujo facilmente, quedando de la
siguiente forma:
. . alkidiint)
N

— lim
J = J, +J0(e(k1-3|im-t) ~1) (4.9)

En el caso de la formacion de torta (n = 0), las particulas deben ser de mayor didmetro que el
poro, por lo que no se acumularian en el exterior formando una torta en la superficie de la
membrana. La resistencia total seria la suma de la resistencia de la membrana y la de la torta.

El modelo quedaria de la siguiente manera:

ko.t:iz.m I o= dim ~J, 1 1 (4.10)
J J, J-J J J,

lim lim

donde kg, es la constante de filtracion del modelo de torta que relaciona la masa de capa gel

por unidad de drea de membrana con el volumen de permeado filtrado.

Con el fin de modelar el comportamiento del flujo de filtrado en los experimentos de
purificacién de péptidos, los datos experimentales fueron ajustados mediante regresidon no
lineal a las expresiones de cada uno de los modelos de ensuciamiento, obteniendo en cada
caso el valor de los parametros asi como un coeficiente de correlacién que indica la bondad del

ajuste.

4.2.4.Limpieza

La limpieza consiste en una serie de etapas que buscan recuperar la capacidad de filtracion de

la membrana después de una filtracidn. El protocolo de limpieza empleado constd de 3 etapas:

e Enjuague I. Se realizd justo después de la filtracion. Una vez que se eliminaron los
restos de leche del circuito, se hizo pasar agua des-ionizada a temperatura ambiente
durante 15 s sin aumentar la presién del sistema. Ni retenido ni filtrado se recircularon
durante esta etapa. La duracion de este enjuague fue corto para evitar que se afectara
la resistencia de colmatacidn (Cabero et al., 1999).

e Limpieza. Para la limpieza se empled una disolucién de 20 g/L de NaOH y 2g/L de
dodecilsulfato sddico (SDS, Ci,H,5Na0,S) que actia como agente de superficie. Esta
disolucién se hizo pasar por la membrana en modo de recirculacion total con una

velocidad de 3.3 m/s y 50 eC de temperatura. La concentracidn de agente basico y la
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temperatura se escogieron de acuerdo a las recomendaciones del fabricante.
Temperaturas superiores a 50 2C pueden provocar una disminucién en el flujo maximo
obtenido durante la etapa de limpieza (Bartlett et al., 1995), mientras que
temperaturas inferiores tienen menores eficacias de limpieza. Durante los primeros 5
min se trabajoé con la valvula totalmente abierta. Posteriormente se aplicd una AP de 1
bar y se continud la operacién durante 25 min mas. La aplicacidon de una baja AP en los
primeros momentos de la limpieza permite un mejor desempeiio del agente de
limpieza ya que los contaminantes no son forzados a entrar en los poros de la
membrana (Blanpain-Avet et al., 2004).

e Enjuague ll. Se realizd después de la limpieza y consta de 2 etapas. La primera consistié
en un enjuague igual al descrito previamente en el procedimiento del enjuague I. En la
segunda, se circulé agua por el sistema a una velocidad de 3.3 m/s, AP de 1 bary
temperatura ambiente. El retenido se recirculd continuamente mientras que el filtrado

se desechd. Esta segunda etapa se mantuvo hasta que el permeado alcanzé pH neutro.

4.2.4.1. Eficiencia de la limpieza

Para comprobar la efectividad de las limpiezas, se determind la resistencia hidraulica de la
membrana después de la filtracion y después de la limpieza. Partiendo de la ecuacion (4.1) y
asumiendo que la resistencia total que proporciona la membrana se debe a la contribucién de
la resistencia del material filtrante (la resistencia intrinseca de la membrana, Ry) y la que
proporciona los depdsitos de fouling (R¢) generados en la filtracidn, la resistencia hidraulica

total se podria definir:

R, =—F (4.11)

donde Ry (resistencia hidraulica total) es la suma de las resistencias de la membrana (Ry) y de

colmatacion (R¢). J; el flujo de filtrado y AP la presidon transmembrana.

Esta resistencia total fue calculada para la membrana después de la etapa de filtracién vy
después de la etapa de limpieza. El procedimiento seguido fue igual al desarrollado para
determinar resistencias intrinsecas de las membranas (apartado 4.2.1). Para ello, se pasé agua
a 50 2C a través de la membrana con una velocidad de 3.3 m/s midiendo el flujo de filtrado a
distintos valores de AP. De acuerdo con la ecuacion (4.11), la resistencia se determind
calculando la inversa de la pendiente de la recta resultante al representar el flujo frente a la

AP.
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Para cada membrana se puede definir un indice de eficacia de limpieza, definido por la

ecuacion:

E= (Ro = Ryaonr) -100 (4.12)
(Ro - RM )

donde Ry, es la resistencia intrinseca de la membrana (determinada en el apartado 4.2.1), Ry es
la resistencia hidrdulica después de la etapa de concentracién y Rys,on €s la resistencia
determinada después de llevar a cabo el proceso de limpieza. Este indice de eficiencia
representa el porcentaje de eliminacién de la resistencia de fouling después de la etapa de
limpieza. Cuanto mas cercano esté Ry,on a la resistencia intrinseca, mayor sera este indice. El
maximo valor posible para el indice seria del 100 %, lo que indicaria una recuperacion

completa de la membrana.

4.3. HIDROLISIS

Dependiendo del volumen de muestra a hidrolizar se utilizaron 2 montajes representados en la

Figura 4.9 y Figura 4.10.

(A) Para volumenes de 200 mL se empled un reactor de 250 mL encamisado. Por la camisa
de calefaccion se hizo pasar agua caliente procedente de un bafio termostatizado (B3,
Thermo-Haake; Karlsruhe, Alemania). La temperatura del agua de calefaccién se ajusté
en cada caso para mantener la temperatura constante en el interior del reactor. La
agitacion se generé mediante un agitador magnético (Agimatic-E, Selecta; Abrera,

Espafia) que se mantuvo en posicién 500.
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Figura 4.9. Esquema del montaje de hidrélisis (A), consistente en: bafio termostatizado cerrado (1),
reactor encamisado (2), agitador magnético (3), titrador automatico (4), sonda de pH-T (5) y punta de
dosificacion (6).

(B) Para volumenes mayores (2 L), el reactor usado consistid en un recipiente plastico
introducido completamente en un bafo termostatizado. En este caso y debido a la
menor conductividad del plastico se optd por introducir el sustrato a la temperatura
deseada en el reactor. La agitacion se realizd6 mediante un agitador de ancla unido a un
motor (RZR1, Heidolph; Schwabach, Alemania), que generd una agitacion adecuada

usandolo a la minima potencia.

L/,
N /

Figura 4.10. Esquema del montaje de hidrolisis (B), consistente en: bafo termostatizado (1), recipiente
2 L (2), motor y agitador de ancla (3), titrador automatico (4), sonda de pH-T (5) y punta de
dosificacion (6).
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La reaccidn se llevé a cabo en medio basico, pH 8, lo que supone que durante la reaccién de
hidrélisis se generan protones al romper los enlaces peptidicos. Por tanto, para mantener el
pH constante fue necesario adicionar base. Para controlar la reaccién y monitorizar la
evolucidn de la misma se empled un titrador automatico (718 Stat Titrino, Methrom; Herisau,
Suiza). La unidad dispone de una sonda pH-temperatura y una bureta para dosificar la
disolucién de NaOH (1M o 4M segun sea hidrdlisis tipo A o B, respectivamente) manteniendo

constante el pH.

Una vez fijados la temperatura y el pH de trabajo, se afiadié la enzima para iniciar la reaccion.
Una vez finalizada, la enzima fue desactivada térmicamente. Para muestras obtenidas
mediante procedimiento (A) la desactivacion se produjo introduciendo la muestra en agua a
100 oC durante 15 min. En el caso de hidrdlisis (B) el hidrolizado se desactivd calentandolo
directamente a 90 eC durante 15 min. El hidrolizado, dependiendo de la finalidad, fue enfriado
y conservado (nunca mas de 4 dias) a 4 2C para su posterior secado o purificacién o bien

congelado a -20 2C para su posterior analisis.

4.3.1.Determinacion del grado de hidrdlisis

Se define el grado de hidrdlisis (DH) como el porcentaje de enlaces peptidicos rotos durante la
reaccién enzimatica respecto a los iniciales. Se puede calcular de acuerdo a la siguiente

expresion:

DH = — x100 (4.13)

tot

siendo h el nimero de equivalentes de enlaces peptidicos rotos por gramo de proteina y h. el
numero total de equivalentes de enlaces peptidicos por gramo en la proteina nativa. Este
ultimo se calcula a partir de la composicidon en aminodacidos de la proteina. En concreto, para
las proteinas de la leche se establecen (Adler-Nissen, 1986) unos valores de 8.2 y 8.8 meqv/g

correspondientes a caseinas y proteinas séricas, respectivamente.

Para la determinacién del grado de hidrdlisis se empled el método del pH-estato. Esta técnica
permite el seguimiento continuo del grado de hidrdlisis mediante la medida de la cantidad de
base afadida para mantener constante el pH durante el proceso. La ecuacién que relaciona
ambas variables es la siguiente (Adler-Nissen, 1986):

_ VegxN, 1 1

x —x—x100 (4.14)

M o a hy,

DH
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donde, Vj es el volumen de base afiadido (mL), Ng es la normalidad de la base, M, es la masa
de proteina (g) y hy: s el nimero de enlaces peptidicos de la proteina original (meqv/g). a es
el grado de disociacion medio de los grupos amino liberados durante la hidrélisis. Este término
es funcion del pH del medio y del pK medio de los grupos a-amino liberados y puede calcularse

segun (4.15):

10 pH-pK

@= (4.15)

A continuacion se presentan los valores de la inversa del grado de disociacién tabulados para

distintas condiciones de temperatura y pH:

Tabla 4.3. Valores 1/a para distintas condiciones de temperatura y pH (Adler Nissen, 1986).

pH Temperatura, 2C

30 40 50 60
6.5 - - 5 3.50
7 5.00 3.00 2.27 1.79
7.5 2.27 1.63 1.40 1.25
8 1.40 1.20 1.13 1.08
8.5 1.13 1.06 1.04 1.03

La normalidad de la base se determiné por triplicado al comienzo y al final de un periodo de
experimentos. Para ello se valord la sosa mediante el patrén primario hidrogenoftalato de
potasio (Panreac, Barcelona, Espafia). El proton acido de esta sustancia permite su reaccion
cuantitativa con sustancias que tengan propiedades basicas, como el hidréoxido sddico. La
determinacion se llevé a cabo usando el mismo equipo empleado para la hidrdlisis (718 Stat
Titrino, Methrom; Herisau, Suiza). Una cantidad exacta de ftalato (alrededor de 1 g) fue
disuelta en agua (100 mL). La disolucién de NaOH se adicioné lentamente sobre la de ftalato
con agitacién moderada hasta que se alcanzé pH 8.65 (25 2C). En ese punto el nimero de
equivalentes de ftalato seria igual al de NaOH gastados, lo que permite el calculo de la

normalidad de la base.

4.4. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD INHIBIDORA IN VITRO

En general, los andlisis de la actividad inhibidora de ACE fueron realizados con un método
espectrofotométrico, excepto para el capitulo de “Purificacidn de péptidos inhibidores ACE con

membranas”, en el que se empled un ensayo fluorométrico.
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4.4.1.Método espectrofotométrico

El ensayo empleado para la determinacion de la actividad inhibidora de ACE en este trabajo
fue el originalmente propuesto por Holmquist et al., (1979) y posteriormente modificado por
Vermeirssen et al. (2002) y Shalaby et al. (2006). Este método se basa en la medida de la
disminucién de la absorbancia producida al hidrolizar el tripeptido (FAPGG, Sigma-Aldrich,
USA) con la enzima convertidora de la angiotensina. Este descenso de la absorbancia es una
medida de la actividad de la enzima. Como se comentd anteriormente este ensayo presenta

ventajas frente a otros, destacando la rapidez y exactitud de sus medidas.

La reaccién se llevé a cabo en micro-placa de 96 pocillos. En primer lugar se afiadié a cada
pocillo 10 pL de disolucion de enzima 0.25 U/mL (EC 3.4.15.1; A6778, Sigma-Aldrich, USA) mas
10 pL de muestra. En el caso de la muestra control en lugar de muestra se afiadié agua
desionizada. A continuacion se precalentd la placa durante 15 min a 37 2C. Seguidamente se
afiadieron 150 pL de la disolucion de sustrato (0.88mM FAPGG en buffer 50 mM Tris-HCl a pH
7.5 con una concentracién de NaCl de 300 mM) atemperada a 37 9C. Una vez afadido el
sustrato comienza la reaccidn, por lo que la adicidon de éste debe realizarse lo mas rapido
posible, con el fin de que no existan diferencias entre unos pocillos y otros. Inmediatamente
después de afiadir el sustrato, la placa se introdujo en el lector de placas (Multiskan FC
microplate photometer,Thermo Scientific, Finlandia) termostatizado a 37 2C. Tras 5 s de
agitacién se midio la absorbancia a 340 nm cada 30 s durante 30 min. Cada muestra se analizd

por triplicado.

A modo de ejemplo, tomando como inhibidor de referencia el captopril, uno de los primeros
inhibidores orales de ACE desarrollados, se puede observar el descenso lineal que se produce

en los valores de absorbancia con el tiempo (Figura 4.11).
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Figura 4.11. Medida de absorbancia en funcion del tiempo en el analisis de inhibicién de ACE. CO:
muestra sin inhibidor; C1-C5: concentraciones crecientes de captopril.

La pendiente de estas lineas es el pardmetro que se usa para comparar la actividad enzimatica,
teniendo en cuenta que el 100 % de actividad ACE vendria dado por la pendiente de CO
(muestra sin inhibidor). Debido a su mejor linealidad, los datos de absorbancia comprendidos
entre el minuto 10 y el 25 fueron los utilizados para la determinacién de la pendiente. Para el
calculo del porcentaje de inhibicion de ACE, la pendiente de la muestra control (agua)
representaria el 100 % de la actividad de ACE. Por tanto, el porcentaje de inhibicion de una

muestra dada se calcula:

(%) = (1-%} x100 (4.16)

C
donde p; y p. son las pendientes de la muestra inhibidora y del control, respectivamente.

Para determinar el valor de ICs, es necesario analizar distintas concentraciones del inhibidor a
estudiar, como indica la Figura 4.11. Representando el logaritmo de las concentraciones
ensayadas frente a la inhibiciéon de ACE determinada para cada concentracién de inhibidor, se
obtiene una curva sigmoidea (Figura 4.12). La parte central de la misma se puede ajustar a una
recta y de esta forma determinar la concentraciéon de inhibidor necesaria para producir una
inhibicién del 50 %. Para el caso concreto del ejemplo (captopril) se obtuvo un valor de IC5, de

3.85 nM.
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Figura 4.12. Grafica para la determinacion del valor ICs, de Captopril.

Con el fin de poder preparar diluciones a distintas concentraciones, los hidrolizados de
proteinas de leche de cabra se secaron previamente mediante liofilizacion. Las disoluciones
mas concentradas presentaron valores de absorbancia excesivamente altos, lo que origind
problemas en la medida. Para solucionarlo, las muestras fueron centrifugadas a 20.000 g
durante 10 min (Sigma Laborzentrifugen 6K15, Osterode am Harz, Alemania), de forma que el
liquido clarificado mantuvo la actividad inhibidora de ACE respecto a la disolucidn original, por

lo que pudo ser usado para el analisis.

4.4.2.Método fluorométrico.

El método utilizado fue una variacidn del desarrollado por Sentandreu Toldra (2006) basado en
la hidrélisis del sustrato o-aminobenzonilglicil-p-nitro-L-fenilalanil-prolina (ABZ-Gly-Phe(NO2)-
Pro) (Bubendorf, Switzerland). La enzima convertidora de la angiotensina provoca la liberaciéon

del grupo fluorescente (ABZ-Gly) lo que genera un aumento en la fluorescencia.

El ensayo se llevd a cabo en microplacas negras de 96 pocillos midiendo la absorbancia en un
fluorimetro (Tecan Genios Plus). En cada pocillo se afiadieron 50 uL de disolucion ACE (6
mU/mL) preparada sobre 150 mM Tris-base, pH 8.3 y 50 pL de disolucion de muestra
preparada, siempre que sea posible, con el mismo buffer. El control fue preparado de forma
similar, con agua en lugar de muestra. La microplaca fue agitada y pre incubada durante 10
min a 37 2C. La reaccidn se inicid adicionando a cada pocillo 200 uL de 0.45 mM ABZ-Gly-

Phe(NO2)-Pro en 150 mM Tris-Base buffer (pH 8.3) con 1.125 M NaCl. La fluorescencia
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generada fue medida cada minuto durante 30 min. Las longitudes de onda de excitacion y

emisién fueron 360 y 450 nm, respectivamente. Las muestras se analizaron por triplicado.

Como en el ensayo espectrofotométrico, los datos de fluorescencia son lineales con el tiempo,
por lo que la actividad de la enzima puede calcularse tomando la pendiente. De la misma
forma que antes, la inhibicion de ACE fue calculada usando la pendiente del control como el

100 % de la actividad de la enzima:

| o =|1- P Paezi | 409 (4.17)
pc_pABZ

donde p; es la pendiente de la muestra y p. es la pendiente en ausencia de muestra (inhibidor).
Por otro lado, pasz ¥ Pasz+i Son las pendientes de los blancos, el primero sélo contiene sustrato y

el segundo sustrato con inhibidor, en ninguno de los dos se afiadié ACE.

La determinacién del ICsq se realizdé de forma similar al método espectrofotométrico descrito
anteriormente. Para algunas de las fracciones obtenidas mediante cromatografia de exclusién
de tamafos, la concentracion de proteina no fue suficiente para conseguir inhibiciones
superiores al 50 %. En estos casos fue necesario concentrar la fraccién, para ello se centrifugd

(1000 g, 25 °C) a vacio (0.001 bar) durante 16 h.

4.5. MEDIDA DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA

4.5.1.Método Lowry

La concentracion de proteina de las muestras de sustrato e hidrolizados secos fueron
determinadas con el ensayo espectrofotométrico de Lowry usando el Kit que comercializa

Sigma (Micro Lowry — Peterson’s modification, Sigma-Aldrich, USA).

El procedimiento se basa en dos reacciones quimicas. La primera es la reaccion de Biuret, en la
que el reactivo alcalino compuesto por iones cobre y tartato (reactivo Lowry) forma complejos
con los enlaces de la proteina. Seguidamente se produce la reduccion con el reactivo Folin-

Ciocalteau (acido fosfomolibdotungstico) que genera el color purpura.

A cada mL de muestra se le afiadié 1 mL de reactivo Lowry y se dejé reaccionar durante 20 min
a temperatura ambiente. Seguidamente se afiadidé el reactivo Folin y se agitd la mezcla

vigorosamente. Se dejo desarrollar el color durante 30 min y se midié la absorbancia a 650 nm.
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La medida se realizé en cubetas de 500 plL en un espectrometro de doble haz (Varian Cary 110

Bio, USA) midiendo cada muestra frente al blanco.

Cada muestra se midié por triplicado. En el caso del blanco, en lugar de 1 mL de muestra se
afadié agua Milli-Q. Para determinar la concentracién de proteina se prepard una curva
patrén (Figura 4.13) con seroalbumina bovina (BSA) a las concentraciones de: 50, 100, 200, 300
y 400 pg/mL.

1.2 4
y = -6E-06x2 + 0.0046x + 0.019

1 R? = 0.9993

0.8 -

0.6 -

Absorbancia

0.4 -

0.2 -

0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500

Concentracion de proteina, ig/mL

Figura 4.13. Curva patrén de BSA para la determinacién de proteina mediante el método Lowry.

4.5.2.Método acido bicinconinico

El contenido proteico de las fracciones obtenidas por SEC se determind mediante la técnica
colorimétrica del acido bicinconinico, empleando el ensayo de diagndstico de Sigma

(Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit, Sigma-Aldrich, USA).

El ensayo es similar al método de Lowry, en primer lugar se produce la reduccién del Cu* a
Cu** por parte de las proteinas en medio alcalino (reaccién de Biuret). La interaccién del Cu™
con 2 moléculas de acido bicinconinico da lugar a un complejo de color azul-purpura con un

maximo de absorcién a 562 nm.

El ensayo se realizd en microplacas de 96 pocillos (Sterilin Ltd., UK). En cada pocillo se afiadié
0.25 pL de muestra y 200 pL de disolucion BSA. La placa se incubd a 37 C durante 30 min,
seguidamente se midid la absorbancia a 562 nm en un lector Multiskan EX (Labsystems OY,

Finland). La disolucidn de BSA se prepard de acuerdo con las instrucciones del Kit, disolviendo
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50 partes de reactivo A (acido bicinconinico, carbonato sédico, tartrato sédico y bicarbonato

sodico en NaOH 0.1 N) por 3 partes de reactivo B (disolucidn de sulfato cuprico al 4 %).

Cada muestra se analizé por triplicado. El blanco se determind anadiendo agua Milli-Q en lugar
de muestra. Para la curva de calibrado (Figura 4.14) se prepararon concentraciones de BSA de

25, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500 y 2000 pg/mL.
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Figura 4.14. Curva patron de BSA para la determinacion de proteina mediante el método de BCA.

4.6. FRACCIONAMIENTO DE HIDROLIZADOS

El andlisis de las distintas fracciones de péptidos que componen el hidrolizado se realizd
mediante cromatografia de exclusién de tamafios (SEC). Para ello se empled un equipo FPLC
(Pharmacia LKB Biotechnology AB, Uppsala, Suecia) con una columna empaquetada con gel de

filtracion SuperdexTM 30 prep. grade (2.6 x 61 cm; Amersham Biosciences, Hillergd, Denmark)

El flujo de la fase mavil, hidrogenocarbonato amadnico 0.1 M y pH 8, fue de 2.5 mL/min. Para
cada muestra se inyectaron 5 mL de una disolucion del hidrolizado (70 mg proteina/mL)
preparado en el buffer usado como fase moévil. El efluente se monitorizd a 280 nm y se
recogieron fracciones de 10 mL que posteriormente fueron agrupadas de acuerdo al

cromatograma obtenido.

La columna se calibré con 8 estandares de diferentes pesos moleculares: BSA (PM= 66430
g/mol), citocromo C (PM= 12327 g/mol), Insulina (PM= 5733 g/mol), Insulina B (PM= 3495.9
g/mol), angiotensina | (PM= 1296.5 g/mol), Leu-encefalina (PM= 555.6 g/mol), Gly-Tyr (PM=
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238 g/mol) y L-Trp (PM= 204.3 g/mol). La curva de calibrado obtenida se representa en la

Figura 4.15.
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Figura 4.15. Curva de calibracion para cromatografia de exclusiéon de tamaiios.

4.7. IDENTIFICACION DE PEPTIDOS

Los andlisis para la identificacion de péptidos se llevaron a cabo en un equipo de cromatografia
liguida conectado con un espectrémetro de masas (Agilent 1100 LCMSD Trap, Agilent
Technologies A/S, Dinamarca) controlado mediante el software LC/MSD Trap Control
Software, version 4.1. Para la separacion cromatografica se empled una columna Zorbax 300SB

C18 (2.1 x 150mm?, 5um, Agilent Technologies A/S, Dinamarca).

El flujo de fase mavil se fijé en 0.25 mL/min usando un gradiente consistente en 100 % de
disolvente A durante los primeros 5 min seguido de un incremento lineal hasta alcanzar el 50
% de disolvente B durante 75 min. El disolvente A consistid en una mezcla de agua y acido
trifluoroacético al 0.1 % y el disolvente B fue una mezcla de 90 % acetonitrilo, 0.1 % de acido
trifluoroacético y agua. La columna se lavé con 100 % de disolucién B durante 16 min y se re-
equilibro con 0 % de B durante 11 min mas antes de inyectar una nueva muestra. La

absorbancia del efluente de la columna fue medida a 210y 280 nm.

El espectrometro empled nitrégeno como gas nebulizador y de secado a una presién de 50 psi
y un flujo de 9 L/min. La temperatura de secado fue de 300 2C. Los espectros de masas se

adquirieron en un intervalo entre 50 y 2200 m/z y la masa objetivo se establecié en 1521 m/z.
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Para la obtencion de los perfiles peptidicos, los hidrolizados (previamente liofilizados) se
disolvieron en agua Milli-Q a una concentracién de 20 mg/mL, inyectando 5 pL de la disolucidn
preparada para cada muestra. Por otro lado, para la identificaciéon de péptidos en las
fracciones obtenidas de la cromatografia de exclusién de tamafios se empled un volumen de

inyeccion de 25 L para cada una de las fracciones obtenidas.

Los datos espectrales se procesaron y transformaron en valores de masa mediante el
programa Data Analysis (version 3.0, Bruker Daltonik). El programa Bruker Daltonics BioTools
(version 3.0., Bruker Daltoniks) se empled para procesar los espectros masas/masas (MS/MS) y
llevar a cabo la secuenciacién de los péptidos. Para ello, estos espectros fueron comparados
con fragmentos tedricos de la misma masa que podrian ser encontrados en la secuencia
primaria de las proteinas de leche de cabra. Estas secuencias fueron obtenidas de la base de
datos Swissprot ((as;-caseina P33049, as;,-caseina P18626, k-caseina P02670, y B-caseina,

P33048)

4.8. DIGESTION IN VITRO

Para comprobar la resistencia de los hidrolizados de leche de cabra a la degradacion de las
enzimas digestivas, se les sometié a una digestidn gastrointestinal simulada. Para ello se siguié
el método de Garret et al. (1999) con algunas modificaciones. El estudio consta de 2 fases,

digestion gastrica y digestion gastrointestinal.

La digestion gastrointestinal se llevd a cabo en un reactor encamisado de 250mL al que se
afiadié 2.7 g de hidrolizado (previamente liofilizado por motivos de conservacion). A
continuacién se disolvio el liofilizado con agua hasta alcanzar una concentracion de proteina
de 10 mg/mL. La mezcla reaccionante se agité mediante agitador magnético a 500 rpm
(Selecta, Abrera, Espafia) y se mantuvo a una temperatura constante de 37 2C mediante la

circulacidn de agua caliente a través de la camisa de calefaccion.

Una vez que la mezcla fue homogénea y se alcanzaron los 37 2C se disminuyd el pH con acido
clorhidrico 1M hasta pH 2. En ese momento se afiadid una disolucion 40 mg/mL de pepsina
(107185, Merck, Darmstadt, Alemania) en HCI 0.1M, en una relacién enzima sustrato del 4 %
(w/w). Transcurrida 1 h desde el inicio de la reaccidén con pepsina se afiadié disolucion 0.9 M

NaHCO; para aumentar el pH hasta 5.3 y reducir la actividad de la pepsina.

Para los experimentos de digestion gastrica el proceso finalizé en este punto, desactivando la

enzima térmicamente.
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En el caso de los experimentos de digestidn gastrointestinal, la digestidon continud aifadiendo
pancreatina (un preparado enzimdtico procedente del pancreas de cerdo que contiene
amilasa, tripsina, lipasa, ribonucleasa y proteasas; P1625, Sigma-Aldrich, USA) en una relacion
E/S de 4 % (w/w). La disolucion de la enzima se prepard previamente a una concentracién de 2
mg pancreatina/mL en una solucién de NaHCO; 0.1M. Inmediatamente después de afiadir la
enzima se aumentd el pH hasta 7.5 con NaOH 1M. La reaccién se mantuvo a 37 2C con
agitacion durante 2 h. Transcurrido este tiempo la reaccidn se detuvo desactivando la enzima

como en el caso de la digestidn géstrica.

Una vez desactivadas tanto las muestras de la digestidn gdstrica como las de la gastrointestinal

se liofilizaron para posteriormente analizar su actividad inhibidora de ACE (ICs)

4.9. SECADO POR ATOMIZACION

El secado por atomizacion de los hidrolizados se llevd a cabo en un secadero de laboratorio

Blichi 190 (Flawill, Suiza), esquematizado en la Figura 4.16.

La entrada de aire se encuentra en la parte superior del equipo (2) donde se encuentra una
resistencia eléctrica (5) que calienta el aire hasta la temperatura deseada. El aire entra por la
parte superior de la cdmara de secado (6) donde se encuentra el atomizador (3) que pulveriza
la corriente de alimentacion (1) mediante aire comprimido (4). Las pequefias gotas se secan y
son arrastradas por el aire hasta el ciclén (7) donde son separadas. Las particulas son recogidas
en el recipiente de producto (8) mientras que el aire sale al exterior libre de particulas. A la
salida del cicldn se encuentra el ventilador de aspiracién (9) que genera la circulacién de aire
en el equipo. Dos sondas de temperatura (10) controlan la temperatura del aire a la entrada y

a la salida de la cdmara de secado.

El secado del hidrolizado se realizé siempre a caudal de aire de 25 Nm>/h, que representa un
caudal adecuado para arrastrar las particulas hasta el ciclon y evitar que se escapen con el aire.
Por el atomizador de 0.5 mm de didmetro se hizo pasar 600 L/h de aire comprimido, lo que

proporciond un tamano de gota adecuado.
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VAS

L4

Figura 4.16. Esquema de secadero por atomizacion.

La temperatura y el caudal de alimentacidn se fijaron para cada experimento de acuerdo a las
condiciones experimentales. La curva de calibrado obtenida para la bomba peristaltica de

alimentacién se representa en la Figura 4.17.

18
16

=
N H
1 1

Caudal, mL/min
=
o
1

8 .
6 .
y =-0.0251x2 + 1.4371x - 0.4995
4 1 R2 = 0.9997
2 .
0 T T T 1
0 5 10 15 20

Posicion del dial

Figura 4.17. Curva de calibracién de bomba la peristaltica del secadero por atomizacion.
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El procedimiento de operacion para cada experimento consistio en:

e Periodo de calentamiento. En primer lugar se activd la resistencia eléctrica del
dispositivo para calentar el aire a la temperatura de entrada deseada (T). Una vez
alcanzada T se comenzd a bombear agua al caudal establecido para el experimento
con el fin de estabilizar la temperatura de salida (Ts). Una vez estabilizada se procedié
a bombear el hidrolizado.

e Periodo de secado. Durante este periodo se bombed el hidrolizado para su secado bajo
las condiciones fijadas para cada experimento. Se secaron alrededor de 200 mL de
hidrolizado por ensayo.

e Periodo de parada. Inmediatamente después de secar los 200 mL de hidrolizado se
comenzé a bombear agua de nuevo al sistema. Se desconectd la calefaccion con el
objetivo de producir un paulatino descenso en las temperaturas. El caudal de agua se
redujo gradualmente hasta llegar a cero. Una vez que la temperatura de salida del aire

fue inferior a 70 oC se desconecto el flujo de aire y se recogié el producto seco.

Después de cada secado se llevé a cabo una etapa de limpieza en la que se eliminaron los
restos de producto adheridos al equipo. La camara de secado, el ciclon y el atomizador deben

quedar perfectamente limpios antes del siguiente secado.

El contenido en sélidos del hidrolizado inicial asi como la humedad de las muestras secas se
determind mediante una balanza infrarrojo AD-4714A (A and D, Tokyo, Japon). Cada muestra

se midid por triplicado.

4.10.PROCEDIMIENTOS DE CALCULO Y ESTADISTICOS

4.10.1. Superficies de Respuesta

Las Superficies de Respuesta consisten en una serie de técnicas matematicas y estadisticas
empleadas para modelar y analizar problemas en los que una variable de interés, denominada
variable de respuesta o de salida, es influenciada por otras variables conocidas como factores
o variables de entrada. El objetivo es determinar el éptimo, ya sea local o absoluto, dentro del

rango estudiado de las variables experimentales.

La variable de salida (Y) debe ser medible experimentalmente. Como hemos dicho antes esta

variable depende de las de entrada, de modo que se puede establecer:

86



Materiales y métodos

Y = (X, X5, X500, X)) (4.18)

De acuerdo con lo anterior, la funcidn de respuesta se puede presentar como una ecuacién
polinomial que contenga los distintos factores. Generalmente dicho polinomio serd de primer
(4.19) o segundo (4.20) grado, representando la ecuacién de un plano o una superficie curva

respetivamente.

N N
Y =B+ ). BX+ D BiXX, (4.19)
i=1

i#]

N N N
2
Y:ﬁo"'ZﬁiXi+Zﬂijxixj+2ﬁiixi (4.20)
i=1 i i=1

Una vez que se obtienen los valores de los parametros Bo... Bun  poOr regresion multiple se
puede estimar el vector (x, ..., X,) que hace dptimo (maximo o minimo) el valor de la variable

de salida Y. Para ello se resuelve el sistema de ecuaciones diferenciales siguiente:

A

0%,

g

OX, (4.21)
Y o

OXy

Ademas, para el estudio de las superficies de respuesta en 3 dimensiones se emplean las
gréficas de contornos. Estas facilitan la visualizacién debido a que se grafican Unicamente 2
factores y cada curva representa una valor especifico de la altura de la superficie, es decir un

valor constante de la variable de respuesta.

Por otro lado, a cada modelo se le realiza un analisis de la varianza, estableciendo un nivel de
confianza del 95 %, en el que se estudia entre otros, la importancia de cada uno de los

factores, sus interacciones y la bondad del modelo ajustado.

Para la realizacion de todos estos calculos se empled el software Statgraphics Centurion XV.II

junto con Microsoft Excel 2010.
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4.10.2. Optimizacion biobjetivo

En muchas ocasiones la optimizacion de un solo objetivo no basta para mejorar globalmente
un proceso. La optimizacién multiobjetivo se plantea cuando es necesaria la optimizacién de
varios objetivos que planteen un conflicto entre si. Concretamente en este trabajo se propone

la optimizacién biobjetivo del grado de hidrdlisis y la actividad inhibidora de los hidrolizados.

En general, en una optimizacidn multiobjetivo, el propdsito a alcanzar seria maximizar o
minimizar una funciéon F(X) que es una combinacidn lineal de varias funciones de respuesta
f(X). Estas f(X) son objetivos individuales que dependen de unos determinados factores (xy,...,

Xn) Y que se desean optimizar simultaneamente.
FOX) =[f,(X, 0 X)), (X X ) eens T (X ey X)) (4.22)

Las variables de entrada o factores de los que depende cada una de las funciones de respuesta
estan sometidas a restricciones de tipo técnico de modo que los valores que pueden tomar

estos factores pertenecen a un conjunto acotado.

X, rin <X <X, (4.23)

i,mi i,max

El espacio formado por las variables independientes X (Xy,..., X,) se denomina espacio de
decisién, puesto que mediante combinaciones de éstas obtendremos los distintos valores
Optimos. Dados dos puntos cualesquiera X1(Xy,..., X,) ¥ X2(Xy,..., X,), dentro del espacio de

decisién podemos encontrar:

e Que una solucién (X1) domine sobre otra (X2), es decir X1 genere mejores valores en
todos los objetivos individuales que X2.
e Una solucidon (X1) no domina sobre otra (X2), si al menos uno de los objetivos

individuales alcanzados con X1 es peor al obtenido con X2.

Un punto del espacio de decision (Xi) es un dptimo de Pareto si no existe otro punto que
mejore alguno de los objetivos obtenidos con Xi sin empeorar de forma simultanea alguno de
los otros objetivos individuales. En general, la solucién en el sentido de Pareto al problema de
optimizacidon multiobjetivo no sera Unica: la solucidn estara formada por el conjunto de todos
los valores no dominados, a los que se conoce como frente de Pareto. En él, ninguna solucion

es mejor que las demas si atendemos a todos y cada uno de los objetivos individuales.

El método utilizado para obtener el conjunto de soluciones no dominantes o no inferiores es el

método de las sumas ponderadas (WSM — Weighted-Sum Method) (Kim & Weck, 2005), en el
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que la funciéon objetivo es expresada como combinacién lineal de las variables dependientes f;

y fo.

F(X)=a-f(X)+Q-a)- f,(X) (4.24)

Donde a representa el factor de ponderacidn (0 < a < 1) que cuantifica la importancia relativa
de alcanzar el objetivo individual. Es decir, para a = 1, el problema de optimizacion se

simplificaria convirtiéndose en la optimizacion individual de f;.

Por tanto, el problema de optimizacién biobjetivo consiste en determinar los valores de las
variables de entrada (X) pertenecientes al espacio de decisién que maximizan el valor de la
funcién objetivo para un valor determinado de a. El frente de Pareto se conforma con el
conjunto de soluciones que maximizan la funcién objetivo para cada valor de a. La seleccién de
una Unica solucidon dptima entre el set de soluciones no dominantes se podria realizar

eventualmente basandose en criterios técnicos, econémicos o de seguridad.

Para la realizacién de la optimizacion biobjetivo se empleé el software Microsoft Excel 2010.

4.10.3. Comparacion de muestras

Para comprobar si los tratamientos (digestion in vitro o secado por atomizacién) tienen un
efecto sobre la actividad inhibidora de los hidrolizados, se comparé la muestra original y la
sometidas a tratamientos mediante un analisis simple de la varianza (One-way ANOVA).
Valores de p-valor inferiores a 0.05 indican que existen diferencias estadisticamente

significativas entre las muestras.

En el caso de que existan diferencias significativas en la actividad inhibidora para el global de
las muestras analizadas, se puede determinar si el efecto sobre la actividad inhibidora
producido por un tratamiento concreto es significativo o no. Para ello los datos
experimentales se analizaron mediante el procedimiento de la diferencia menos significativa
de Fisher (LSD), que consiste en comparar parejas de valores medios, permitiendo identificar si

dos medias son estadisticamente diferentes a un nivel de confianza del 95 %.

Para realizar estos analisis se utilizd el software Statgraphics Centurion XV.II (Statistical

Graphics Corp., Rockville, USA) y Microsoft Excel 2010.
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Optimizacién de la hidrdlisis enzimatica de leche de cabra

5.1.1.Planteamiento

La hidrélisis enzimatica es uno de los procesos que pueden dar lugar a péptidos inhibidores de
ACE, como se detalld en la “Introduccion”, la leche de cabra ha mostrado ser una buena fuente
de estos compuestos. Por otra parte, los péptidos inhibidores de ACE suelen presentar
tamafios moleculares pequeiios, para lograr este tipo de péptidos se necesitan grados de
hidrodlisis elevados. Por tanto, el grado de hidrdlisis es una de las propiedades del hidrolizado
gue se debe controlar. El objetivo de este capitulo es estudiar el proceso de hidrélisis de leche
de cabra con 2 enzimas: subtilisina y tripsina. Para ello, se determinard cémo afectan los
parametros de operacion, temperatura de reaccidn (T) y relacién enzima sustrato (ES), sobre el
grado de hidrdlisis (DH) y la actividad inhibidora de ACE (ACEI). Se obtendran los modelos
matemadticos que ajusten estas relaciones y se procederd a optimizar individualmente cada
una de las variables de salida para cada enzima. Por ultimo, y debido a la incompatibilidad de
los 6ptimos encontrados se realizara una optimizacidon biobjetivo con el fin de llegar a una

solucién de compromiso.

5.2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

El efecto de las variables de entrada, T y ES, sobre las variables de salida DH y ACEI han sido
estudiadas para cada enzima con un disefo factorial 5x6 y mediante superficies de respuesta
(RSM). Los niveles de T han sido elegidos de acuerdo a la estabilidad térmica de las enzimas:
45, 50, 55, 60, 65 y 70 oC para subtilisina y 30, 35, 40, 45, 50 y 55 2C para tripsina. Mientras

que los niveles ensayados en el caso de ES hansido 1, 2, 3, 4 y 5 % para ambas enzimas.

Las hidrélisis se han llevado a cabo con el dispositivo experimental A (descrito en apartado
4.3), un reactor encamisado de 250 mL, durante un tiempo de reaccidn de 2.5 h. La medida de
la actividad inhibidora de ACE se ha realizado mediante el ensayo espectrofotométrico descrito
en el apartado 4.4.1. En esta ocasién se ha empleado para el analisis una dilucidn 1:10 de las
muestras originales con el fin de evitar obtener valores de absorbancia demasiado elevados

que generarian medidas no lineales.

Las variables de salida (Y) se han relacionado con las de entrada mediante un polinomio de

segundo orden:

Y =b,+b-T+b,-ES+b,-T?+b, -T-ES +b, -ES? (5.1)
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Mediante un anadlisis ANOVA se ha podido determinar la relevancia estadistica de cada uno de
los coeficientes, asociando un p valor a cada uno de ellos. Para un nivel de confianza del 95 %,
los términos con p-valores inferiores a 0.05 tendrian una influencia significativa en la variable
de salida. El modelo ajustado mediante RSM ha permitido la optimizacion de las variables de
salida, mediante la determinacidn de las variables de entrada que maximizan las variables de

salida.

Por udltimo, se ha planteado una optimizacidn biobjetivo para cada una de las enzimas
ensayadas. Para ello se ha escogido el método de la suma ponderada (véase apartado 4.10.2),
en el que se define una funcién objetivo (OBJ) que es la combinacidn lineal de las variables de

salida (DH y ACEI):

OBJ =a-DH +(1-a)- ACEI (5.2)

5.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Se han llevado a cabo un total de 30 experimentos para cada enzima, los resultados de DH y

ACEl tras 2.5 h de hidrdlisis pueden verse en la Tabla 5.1.
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Tabla 5.1. Disefio experimental y variables de salida medidas (valores en tanto por uno).

SUBTILISINA TRIPSINA
T,°C ES, % DH ACEI T,°C ES, % DH ACEI
45 1 0.156  0.296 30 1 0.094 0.355
45 2 0.178  0.291 30 2 0.109 0.378
45 3 0.182  0.281 30 3 0.122  0.341
45 4 0.193 0.333 30 4 0.128  0.309
45 5 0.204 0.284 30 5 0.136 0.294
50 1 0.1770  0.290 35 1 0.104  0.371
50 2 0.185 0.336 35 2 0.130 0.395
50 3 0.198 0.347 35 3 0.126  0.367
50 4 0.200  0.327 35 4 0.133  0.263
50 5 0.204 0.338 35 5 0.136  0.287
55 1 0.171 0.316 40 1 0.108 0.364
55 2 0.192  0.297 40 2 0.123 0.325
55 3 0.199 0.316 40 3 0.133  0.280
55 4 0.204 0.314 40 4 0.136  0.276
55 5 0.218  0.327 40 5 0.146  0.317
60 1 0.181 0.322 45 1 0.120 0.319
60 2 0.198 0.307 45 2 0.134 0.274
60 3 0.206  0.285 45 3 0.145 0.254
60 4 0.213  0.307 45 4 0.153  0.276
60 5 0.223  0.294 45 5 0.158  0.241
65 1 0.178 0.318 50 1 0.127 0.334
65 2 0.194  0.306 50 2 0.141  0.270
65 3 0.201 0.309 50 3 0.148  0.240
65 4 0.210 0.306 50 4 0.156  0.270
65 5 0.215 0.303 50 5 0.159 0.273
70 1 0.175 0.265 55 1 0.130 0.326
70 2 0.187  0.255 55 2 0.142  0.313
70 3 0.200  0.251 55 3 0.145 0.260
70 4 0.203  0.253 55 4 0.152  0.227
70 5 0.212  0.250 55 5 0.159  0.270

5.3.1.Grado de hidrolisis

Para cada uno de los experimentos planteados se obtuvo la curva de hidrélisis en la que se
representa como varié DH a lo largo de la reaccién. Las curvas de hidrdlisis obtenidas para
cada temperatura ensayada con subtilisina se representan en las Figura 5.1 - Figura 5.6,
mientras que las obtenidas para tripsina pueden observarse entre la Figura 5.7 - Figura 5.12.
Todas estas curvas describen la tipica forma de las curvas de hidrélisis, con un periodo inicial
de velocidad de reaccién constante (zona lineal) en el que se produce un incremento muy
acentuado del grado de hidrdlisis. Posteriormente la velocidad va disminuyendo a medida que

disminuye la concentracién de sustrato.
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Figura 5.1. Curvas de hidrdlisis para la hidrélisis con subtilisina a 45 2C y distintas relaciones
enzima/sustrato.
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Figura 5.2. Curvas de hidrdlisis para la hidrdlisis con subtilisina a 50 2C y distintas relaciones
enzima/sustrato.
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Figura 5.3. Curvas de hidrdlisis para la hidrdlisis con subtilisina a 55 2C y distintas relaciones
enzima/sustrato.
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Figura 5.4. Curvas de hidrélisis para la hidrélisis con subtilisina a 60 2C y distintas relaciones
enzima/sustrato.
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Figura 5.5. Curvas de hidrdlisis para la hidrdlisis con subtilisina a 65 2C y distintas relaciones
enzima/sustrato.
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Figura 5.6. Curvas de hidrdlisis para la hidrdlisis con subtilisina a 70 2C y distintas relaciones
enzima/sustrato.
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Figura 5.7. Curvas de hidrolisis para la hidrélisis con tripsina a 30 2C y distintas relaciones
enzima/sustrato.
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Figura 5.8. Curvas de hidrdlisis para la hidrdlisis con tripsina a 35 2C y distintas relaciones
enzima/sustrato.
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Figura 5.9. Curvas de hidrdlisis para la hidrdlisis con tripsina a 40 2C y distintas relaciones
enzima/sustrato.
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Figura 5.10. Curvas de hidrdlisis para la hidrdlisis con tripsina a 45 2C y distintas relaciones
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Figura 5.11. Curvas de hidrdlisis para la hidrdlisis con tripsina a 50 2C y distintas relaciones
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Figura 5.12. Curvas de hidrdlisis para la hidrdlisis con tripsina a 55 2C y distintas relaciones

enzima/sustrato.
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Los grados de hidrélisis finales obtenidos (Tabla 5.1) variaron entre 0.155 y 0.223 para
subtilisina y entre 0.0936 y 0.159 en el caso de tripsina. Como puede verse, los valores finales
de DH obtenidos con tripsina fueron inferiores a los de subtilisina, esto puede atribuirse a su
menor capacidad hidrolitica (sélo ataca a dos tipos de enlaces peptidicos). Ademas puede

observarse que cuanto mayor fue ES, mayor fue el DH obtenido.

Para establecer un modelo que relacione DH con los factores ensayados (T y ES), los datos
experimentales se ajustaron a un polinomio de segundo orden. Las ecuaciones resultantes

para subtilisina (5.3) y para tripsina (5.4) son:

DH =-0.130862 +0.00948341-T +0.0207456 - ES —0.0000764304 - T?

(5.3)
~0.0000474746-T - ES —0.0013855- ES?

DH =-0.0114855+0.00386439-T +0.020085- ES —0.0000285231-T*

(5.4)
—-0.0000726439-T - ES —0.00143005- ES?

Para cada uno de estos ajustes, se realizd un analisis de varianza (ANOVA), los resultados
obtenidos se presentan en la Tabla 5.2. Considerando un nivel de confianza del 95 %, para
ambas enzimas, DH se vié afectado tanto por T como por ES debido a que el p-valor asociado a
los términos lineales y cuadraticos de las variables de entrada fueron menores de 0.05. Sin
embargo, el término de interaccién (T¢ES) no ejercié un efecto significativo sobre DH para

ninguna de las enzimas.

Tabla 5.2. Andlisis ANOVA para DH de las hidrdlisis con subtilisina y tripsina.

Subtilisina’ Tripsina®

Coeficiente ci:g]rzgss p-valor Coeficiente ci;r;raac?c?s p-valor
Indep. -1.31E-01 -1.15E-02
T 9.48E-03 6.65E-04  <0.001 3.86E-03 3.27E-03  <0.001
ES 2.07E-02 5.65E-03  <0.001 2.01E-02 4.25E-03  <0.001
T? -7.64E-05 6.82E-04  <0.001 -2.85E-05  9.49E-05 0.027
T-ES -4.75E-05 9.86E-06 0.361 -7.26E-05 2.31E-05 0.256
ES? -1.39E-03 1.61E-04 0.001 -1.43E-03  1.72E-04 0.004
Modelo 7.17E-03  <0.001 7.81E-03  <0.001
Residuos 2.73E-04 4.08E-04
Total 7.44E-03 8.22E-03

"R? = 0.963; Error estandar de estimacion = 0.003; Media de error absoluto = 0.002
’R? = 0.950; Error estandar de estimacion = 0.004; Media de error absoluto = 0.003
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La relevancia del modelo completo se evalué mediante su p-valor, que resulté ser menor de
0.001 para ambas enzimas. Conjuntamente, el coeficiente de determinacién (R?) proporciona
una medida de la proporcién de variacidon observada en DH que puede explicar el modelo
propuesto. Como se puede ver en la nota al pie de Tabla 5.2, los valores obtenidos para este
coeficiente fueron 0.9634 para subtilisina y 0.9503 para tripsina, lo que demuestra que el
modelo obtenido ajustd los datos adecuadamente. En la Tabla 5.2 también se proporciona
informacion sobre los residuos (diferencias entre valores observados y calculados). Estos
errores se distribuyen alrededor de un valor medio (media del error absoluto) y presentan una
desviacion estandar (error estandar de estimacion) que es indicativa del grado de ajuste del

modelo.

Ademas del estudio ANOVA, en la Figura 5.13 se representan, para cada enzima, los valores de
DH calculados con el modelo propuesto (valores predichos) frente a las medidas
experimentales. Los puntos se ajustan a una linea recta mediante regresion lineal, de forma
gue el grado de coincidencia existente entre la recta de ajuste y la diagonal indicaria la bondad
del ajuste del modelo polinomial. En estas graficas (Figura 5.13) también se representan dos
lineas de puntos de color gris a ambos lados de la diagonal que representan una desviacidn de
+ 10 % respecto de la misma. Como se observa en estas figuras, todos los puntos se
encuentran dentro de estas lineas discontinuas y alineadas con la diagonal, la desviacion del

modelo es, por tanto, pequefia.

(a) (b)
0.25 — 0.25 —
y = 0.9634x + 0.0071 y=0.9503x +0.0067 .
Rz = 0.9634 s Rz = 0.9503
0.20 - ’ 0.20 - g
T 0.15 - A §0.15 -
T s i T
o ,//,’// (@)
010 4 o7 0.10 -
0.05 # ‘ w 0.05 ‘ ‘ ‘
005 010 015 020 0.25 005 010 0.15 020 025
DH exp DH exp

Figura 5.13. Valores de grado de hidrdlisis calculados y experimentales para subtilisina (a) y tripsina

(b).
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Como se ha comprobado, los modelos calculados para DH tanto para subtilisina como para
tripsina ajustaron bien los datos experimentales. La influencia de cada una de las variables de
entrada puede observarse en la Figura 5.14, donde se representan los valores de DH en
funcién de T y de ES. Para subtilisina los valores de DH alcanzaron un dptimo dentro del
intervalo de temperaturas ensayadas. Este dptimo puede observarse para cada uno de los
valores de ES. Sin embargo, para tripsina el maximo valor de DH obtenido se alcanzé a la
temperatura mas alta ensayada. Respecto a la variacion de DH con ES se observa un

comportamiento similar para ambas enzimas, alcanzandose los mayores valores de DH a

mayores ES.
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’,’ - e e 39 - e 502C
0.18 A 0.18 A eeseee 702
g /‘\ cecees 5% g 70 °C
0.16 A 0.16 -
0.14 A 0.14 -
0-12 T T 1 0-12 T T T T T 1
40 50 60 70 0O 1 2 3 4 5 6
T, °C ES, %
(b.1) (b.2)
0.18 - 0.18 -
0.16 - ES 0.16 - T
.-"... Py s
0.14 - L — ] % 0.14 A 30¢9C
S o
x 0.12 -+ -7 - 3% T 0.12 - - e e 459C
[a) eesses 5% (] eesses 552C
0.1 A 0.1 +
0.08 - 0.08 A
0.06 T T T T T T 1 0-06 T T T T T 1
25 30 35 40 45 50 55 60 0O 1 2 3 4 5 6
T, 2C ES, %

Figura 5.14. Variacion de DH para subtilisina (a) y tripsina (b) en funcion de T (1) y ES (2).

En los graficos de contornos (Figura 5.15) los niveles de la variable de salida (DH) se
representan en funcion de las variables de entrada (T y ES). Al igual que en la Figura 5.14(a.2) y
la Figura 5.14(b.2), los graficos de contorno muestran que altos valores de ES generaron
hidrolizados con elevados valores de DH (esto se cumple para todas las temperaturas). Un
resultado esperado debido a que al aumentar la concentracién de enzima, aumenta el nimero

de centros activos disponibles y como consecuencia el sustrato es atacado mas rapidamente.
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Por tanto, a un valor del 5 % de ES (el maximo nivel ensayado) se encontraria el 6ptimo para
ambas enzimas. Con respecto a la temperatura, para subtilisina se identific6 un maximo de DH
a 60.5 °C (Figura 5.15a), lo que indica que temperaturas superiores provocarian una
desactivacién enzimatica que impediria mejorar DH. Para tripsina (Figura 5.15b), sin embargo,
no fue posible identificar el dptimo de temperatura dentro del rango experimental, el mejor
valor de temperatura encontrado coincidié con el mayor valor de T ensayado (55 2C), lo que
indica que la desactivacién térmica no seria relevante. En resumen, los maximos determinados

para el grado de hidrdlisis fueron 0.218 para subtilisina y 0.159 para tripsina.

(a) (b)

0.21

17\\\.\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\7
45 50 55 60 65 70

T,°C T,°C

Figura 5.15. Graficos de contorno de DH para subtilisina (a) y tripsina (b).

5.3.2.Actividad inhibidora de ACE

Como se puede ver en la tabla de resultados (Tabla 5.1), los valores de ACEI (en tanto por uno)
obtenidos oscilaron entre 0.250 y 0.347 para subtilisina y entre 0.227 y 0.395 para tripsina. De
igual forma que para DH, los datos experimentales se ajustaron a un modelo cuadratico
relacionando las variables de entrada (T y ES) con ACEI, obteniéndose las siguientes ecuaciones

de ajuste para subtilisina (5.5) y tripsina (5.6).

ACEI =-0.474512+0.0279707 - T +0.0232398- ES —0.000246967 - T *

(5.5)
—0.000391206 - T - ES —0.0000582342 - ES®

ACEI =0.699206-0.0109427 - T —0.0618087 - ES +0.0000853372-T?

(5.6)
+0.00027879-T - ES +0.00524259 - ES?
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El andlisis ANOVA realizado (Tabla 5.3) reveld que cuando se utilizé subtilisina sélo los
términos lineal y cuadrdtico de T influyeron significativamente en la actividad inhibidora con
un nivel de confianza del 95 %. En el caso de tripsina, sélo T y ES resultaron significativos con
un efecto negativo sobre ACEI. La bondad del ajuste de estos modelos fue inferior al obtenido
para DH. De hecho, teniendo en cuenta el coeficiente de determinaciéon (R?), el modelo
ajustado de ACEl para subtilisina explicaria el 64.8 % de la variabilidad de los datos

experimentales mientras que para el de tripsina explicaria el 69.4 %.

Tabla 5.3. Analisis ANOVA para ACEI de las hidrélisis con subtilisina y tripsina.

Subtilisina’ Tripsina®

Coeficiente ci:g]ric?gs p-valor Coeficiente ci:?rzc?oes p-valor
Indep. -4.75E-01 6.99E-01
T 2.80E-02 5.63E-03  <0.001 -1.09E-02 1.78E-02  <0.001
ES 2.32E-02 9.41E-06 0.862 -6.18E-02  2.05E-02  <0.001
T? -2.47E-04 7.12E-03  <0.001 8.53E-05 8.50E-04 0.301
T-ES -3.91E-04 6.70E-04 0.150 2.79E-04 3.40E-04 0.510
ES? -5.82E-05 2.85E-07 0.976 5.24E-03  2.31E-03 0.095
Modelo 1.34E-02  <0.001 4.18E-02  <0.001
Residuos 7.27E-03 1.83E-02
Total 2.07E-02 6.01E-02

"R = 0.648; Error estandar de estimacién = 0.017; Media de error absoluto = 0.013
R?= 0.696; Error estandar de estimacion = 0.027; Media de error absoluto = 0.020

Esta diferencia en el ajuste puede observarse también en la Figura 5.16, donde la dispersién de
los puntos respecto a la diagonal es mas amplia que la observada en los modelos de DH. Sin
embargo, la mayoria de estos puntos se encuentran dentro de las lineas grises discontinuas

que marcan el 10 % de desviacién respecto del comportamiento ideal.

La variacidn de ACEI en funcidn de las variables de entrada puede observarse en la Figura 5.17.
Para subtilisina se encontré un valor dptimo de temperatura que maximizaba ACEl para
cualquier ES (Figura 5.17-al-). Sin embargo, para tripsina (Figura 5.17-b.1-) los mejores valores
de inhibicion se obtuvieron para las temperaturas mas bajas ensayadas. Los valores ES parecen
afectar de forma diferente al ACEl obtenido con subtilisina dependiendo de la temperatura
(Figura 5.17-a2-). Para tripsina, sin embargo, valores de ES bajos favorecieron la actividad

inhibidora (Figura 5.17-b.2-).
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Figura 5.16. Valores de inhibicion de ACE calculados y experimentales para subtilisina (a) y tripsina (b).
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Figura 5.17. Variacion de ACEIl para subtilisina (a) y tripsina (b) en funcién de T (1) y ES (2).
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Los graficos de contorno obtenidos para ACEI (Figura 5.18), muestran la influencia de T y ES
conjuntamente sobre la actividad inhibidora de los hidrolizados. En el caso de subtilisina, a
bajas temperaturas, ACEl aumentd hasta alcanzar un maximo de 0.325 a 52.7 2Cy para una ES
=5 % (nivel mas alto ensayado). Mientras que para tripsina se observé que el maximo valor de
ACEI (0.399) se encontraba a los niveles mas bajos ensayados (T =30 2Cy ES = 1 %). Resultados
similares han sido descritos por Var den Ven et al. (2002) para la Corolase PP (una mezcla de
enzimas de pancreas porcino que contiene tripsina) y para enzimas presentes en extracto de

cardo (Tavares et al., 2011).
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Figura 5.18. Graficos de contorno de ACEI para subtilisina (a) y tripsina (b).
Para identificar la posible relacién entre ambas variables de salida, se realizé un ajuste lineal
de ACEI frente a DH (Figura 5.19). En el caso de subtilisina, no se observé ninguna relacién (R*=
0.005). Sin embargo, para la tripsina se obtuvo un R de 0.6132 con una pendiente de -2.1258.

El mismo efecto negativo fue determinado por Van der Ven et al. (2002) para el grado de

hidrélisis en la hidrélisis de proteinas del lactosuero.
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Figura 5.19. Correlacién entre ACEl y DH para subtilisina (a) y tripsina (b)

5.3.3.0ptimizacion biobjetivo

En las optimizaciones individuales realizadas previamente, se observa que los dptimos de DH y
ACEl se obtuvieron en condiciones distintas. Sin embargo, el objetivo global era obtener
hidrolizados con alto DH (para asegurar una alta proporcion de péptidos de bajo peso
molecular) y al mismo tiempo que posean altos valores de ACEl. Esta discrepancia fue
abordaba mediante el planteamiento de una optimizacidon biobjetivo con el propdsito de

obtener un set de soluciones que satisficiesen los dos objetivos en un grado adecuado.

Para ello se siguié el método de la suma ponderada, en el que el factor de ponderacion (a)
toma valores de 0 a 1 de acuerdo con la importancia relativa que se desee asignar a DH frente
a ACEI. Es decir, cuanto mas cercano esté a a la unidad mayor sera la preferencia hacia la
optimizacion de DH, mientras que valores bajos de a favorece la maximizacién de ACEI. Para
cada valor a, se determina una solucién no inferior, esto es la combinacién de valores de Ty ES

gue maximiza la funciéon objetivo.

Los resultados generados mediante la optimizacion biobjetivo en la hidrdlisis de subtilisina se
presentan en la Figura 5.20a, donde los valores 6ptimos de las variables de entrada (T y ES) son
representados en funcion de a. Como se observa, al aumentar de 0 a 1, el éptimo de T
aumenté desde 52.7 a 60.5 oC siguiendo una curvatura convexa. Por otro lado todas las

soluciones no inferiores se correspondieron con el valor maximo de ES ensayado (5 %).
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Figura 5.20. Set de valores 6ptmios de temperatura (linea continua)y relacion enzima-sustrato (linea
discontinua) para subtilisina (a) y tripsina (b) en funcién del factor de ponderacion.

Los valores de las variables de salida (DH y ACEI) asociadas a la optimizacién biobjetivo de
subtilisina se muestran en la Figura 5.212. Esta representacidon también es conocida como
frente de Pareto. Los valores de DH incrementaron su valor continuamente desde 0.213 para a
= 0, hasta alcanzar un valor maximo de 0.218 para a = 1, que coincide con el valor maximo
obtenido en la optimizacidn individual de DH. La curva presenta un punto de inflexién en torno
a a = 0.9 que implica un cambio de convexo a cdncavo. Para ACEI, sin embargo, la curva
obtenida desciende desde un maximo de 0.325 para a = 0 hasta 0.310 para a = 1. Este
descenso es mucho mads pronunciado para valores de a superiores a 0.6, por lo que dentro del
rango 0 < a < 0.6, el valor de DH podria mejorarse (elevando T hasta 55 2C) manteniendo ACEI
en un valor préximo a su maximo (ACEl = 0.324). Por el contrario, el ligero incremento en DH
producido en el intervalo 0.6 < a < 1 significaria un descenso importante de ACEIl. Ademas esta
posible mejora de DH iria acompafiada de un aumento de T que no seria deseable desde un

punto de vista econémico.
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Figura 5.21. Set de valores 6ptimos para del grado de hidrdlisis (linea continua) y para inhibicion de
ACE (linea discontinua) para subtilisina (a) y tripsina (b) en funcién del factor de ponderacion

Los valores éptimos de T y ES para la optimizacién biobjetivo de la hidrdlisis con tripsina se
representan en la Figura 5.20b. Al contrario que para subtilisina, donde se observaba un
comportamiento continuo, para tripsina sélo se obtuvieron 2 soluciones oéptimas que
maximizaban la funcién objetivo. Para cualquier valor de a < 0.70, el problema de optimizacion
convergid a una Unica solucién no-inferior que se corresponde con los menores valores
ensayados de T (30 2C) y ES (1 %). Cuando a es superior a 0.70, lo que indicaria mayor
preferencia por la optimizacién de DH, los valores éptimos de T y ES se corresponden con los

mas altos ensayados (55 2Cy 5 %, respectivamente).

Con respecto al frente de Pareto (Figura 5.21b), los valores de DH y ACEl muestran las 2
soluciones dptimas encontradas, separadas por a = 0.70. Como se puede ver, para valores de o

comprendidos entre 0 y 0.7, DH tomd un valor éptimo de 0.095. Para valores superiores a a =
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0.7, el valor de DH 6ptimo fue 0.159. En el caso de ACEI las soluciones dptimas fueron 0.399 (a

<0.7)y0.254 (a=0.7).

Aunque el conjunto de soluciones propuestas mediante este método originan resultados
igualmente 6ptimos, de acuerdo al proceso y a criterios, fundamentalmente de tipo
econdmico, se podria seleccionar un valor concreto para a. En este supuesto, si se trabajara
con subtilisina un a = 0.6 permitiria obtener un DH (0.21) mayor que el obtenido para a
inferiores manteniendo sin embargo una ACEI (0.32) no muy alejada de la mas alta obtenida.
Para tripsina sélo tendriamos dos posibilidades, debido al ahorro energético que supone
trabajar a bajas temperaturas se podria escoger a=0 lo que supone trabajar a bajas T y ES,
obteniendo bajos DH (0.09) pero altos ACEI (0.40). Ante estos resultados subtilisina parece una
mejor opcion para la hidrélisis, ya que optimizando T y ES permite generar hidrolizados con

altos DH y ACEI simultdneamente.

5.4. CONCLUSIONES

El grado de hidrélisis (DH) y el porcentaje de inhibicién de ACE (ACEIl) de los hidrolizados de
leche de cabra producidos con subtilisina y tripsina han sido optimizados mediante la técnica
de superficies de respuesta. Para DH los valores maximos se obtienen para las siguientes
condiciones de operacion: enzima subtilisina DH=0.218, T=60.5 2C y ES=5 % - enzima tripsina
DH=0.159, T=55 oC y ES=5 %. Para ACEI los valores maximos se obtienen para las siguientes
condiciones de operacion: enzima subtilisina ACEI=0.320, T=52.7 2Cy ES=5 % - enzima tripsina
ACEI=0.399, T=30 oC y ES=1 %. La optimizacidn conjunta de DH y ACEIl genera un pareto de
soluciones de compromiso en funcién del valor de a, que pondera la priorizacién de DH frente
ACEI. Para subtilisina si o aumenta de 0 a 1, la temperatura se incrementa de 52.7 a 60.5 ©C,
mientras que ES permanece constante al 5%. En el caso de tripsina, para a < 0.70, el 6ptimo se

encuentra a 30 2Cy 1 %, mientras que para a > 0.70, el éptimo estda a 55 2Cy 5 %.
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Fraccionamiento de proteinas de leche de cabra con membranas

6.1. PLANTEAMIENTO

Para estudiar el comportamiento de las distintas fracciones proteicas de la leche de cabra
frente a la hidrdlisis, es necesaria una separacion previa de las fracciones de la leche: caseinas
y proteinas séricas. De acuerdo con Brans et al., (2004) el tamafio de las caseinas puede variar
entre 20-300 nm mientras que las proteinas del lactosuero tienen un tamafio entre 3-6 nm. La
tecnologia de membranas permite obtener dos fracciones a partir de la leche: una rica en
caseina y otra enriquecida en las proteinas del suero. Las membranas mas usadas para este fin,
son las ceramicas, cuyo tamano de poro oscila entre 0.05 y 0.2 um (Pouliot et al., 1996;
Punidadas y Rizvi, 1998). Toda la bibliografia encontrada coincide en que la leche se ha de
desnatar como paso previo a la filtracion. Teniendo en cuenta lo anterior, en esta investigacion
se empleard un proceso de ultrafiltracion por una membrana ceramica de 0.14 Um con un
desnatado previo, con el objetivo de retener las caseinas y dejar pasar las proteinas del

lactosuero.

6.2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

La leche de cabra previamente desnatada mediante centrifugacion a 4 °C y 4500 rpm (4845 g)
durante 30 min (Sigma Laborzentrifugen 6K15, Osterode am Harz, Alemania) se ha sometido a
un proceso de ultrafiltracion con una membrana ceramica tubular (TAMI, France) con un
tamanfio de corte de 0.14 um. La membrana tiene 1.2 m de longitud, 3 canales y un area de

filtracién de 0.045 m>.

Previo a la filtracidn, se ha realizado un acondicionamiento de la membrana consistente en
circular agua durante 1 h en recirculacion total y en las mismas condiciones de temperatura
(50 2C), velocidad de circulacién (3.3 m/s) y AP (1 bar) de la filtracidn. La leche desnatada se ha
calentado a 50 2C antes de la filtracién, manteniéndose a esa temperatura durante todo el
proceso. La filtracidn se ha llevado a cabo con un caudal de 400 L/h (3.3 m/s) y una presion
transmembrana de 1 bar. Se ha operado en modo de concentracién, siguiendo la evolucién del
flujo de filtrado con el tiempo hasta alcanzar un factor de concentracion de 3. Al final del
proceso, con el fin de recuperar todo el sustrato, el liquido remanente en el circuito se ha
recogido y juntado con el retenido. Las fracciones obtenidas han sido conservadas a 4 2C (no

mas de 4 dias) hasta su hidrélisis.

Una vez terminada la filtracién, la membrana se ha limpiado siguiendo el proceso descrito en

el apartado 4.2.4 evaluandose la recuperacion de la membrana después de la limpieza.
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6.3. RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 6.1 se muestra la evolucidn del flujo de filtrado a lo largo de la etapa de
concentracion. El flujo disminuyé desde 22.68:10° kg/(m?*-s) hasta 6.80-10" kg/(m>-s) debido al
ensuciamiento progresivo de la membrana, lo que supone una pérdida de flujo cercana al 70
%. El flujo disminuyé continuadamente durante el proceso, no alcanzdndose un valor

estacionario en las 2 h que se emplearon para alcanzar un factor de concentracion 3.
25 -
20 +
15 A

10 +

J-103, Kg/(m?2:s)

t,h

Figura 6.1. Evolucidn del flujo de filtrado para la membrana de 0.14 um en la separacion de fracciones
proteicas.

El ajuste de los datos experimentales a los modelos de ensuciamiento se representa en la
Figura 6.2. Sélo fue posible ajustar los datos a los modelos de bloqueo completo de poro y

bloqueo interno.

30
25
20
15

10

J-103, Kg/(m?:s)

t,h

Figura 6.2. Ajuste a modelo de bloqueo de poro completo (a) y bloqueo interno (b) para membrana
de 0.14 pm. Datos experimentales (0), modelo ajustado (—).
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Los datos del ajuste se presentan en la Tabla 6.1. El modelo que mejor ajusta los datos
experimentales fue el de bloqueo completo de poro. Algo que no es sorprendente debido a
que las caseinas son solutos grandes que podrian bloquear completamente el poro. El valor
para el parametro J;,, fue 0, lo que indica que no se alcanzaria el estado estacionario en ningln
momento. La membrana se iria colmatando hasta que no hubiera flujo de filtrado. Por este
motivo, hay que tener muy en cuenta no sobrepasar una reduccidn de flujo superior al 70 % ya
gue de superarse podria producirse una colmatacion irreversible que haria mucho mas dificil la

recuperacion de la membrana.

Tabla 6.1. Parametros estimados para modelos de ensuciamiento para membrana de 0.14 pm.

Jo - 10%, Jim- 10%, ko - 10°, Ks’, 2

Modelo Kg/(mz_ s) Kg/(mz_ s) - (kg-S).O's R
Completo 12.26 0.04 5.64 0.9966
Interno 12.68 23.41 0.9926

Debido al tamafio de poro usado en la filtracidn, las caseinas permanecieron en el retenido
mientras que las proteinas séricas atravesaron la membrana y pasaron al filtrado. Puesto que
no se trabajoé en diafiltracién, algunas proteinas séricas permanecieron en el retenido, si bien
se pueden considerar despreciables frente a la cantidad de caseinas en el mismo. De acuerdo
con la concentracion proteica de las fracciones obtenidas (Tabla 6.2), se observé una
importante concentracion de proteina en el retenido, algo légico si tenemos en cuenta que las
caseinas suponen alrededor de un 70 % de las proteinas y que la mayor parte del agua se retira
en la corriente de filtrado.

Tabla 6.2. Concentracion de proteina de la leche (inicial) y de los productos de su filtracion (retenido y
filtrado).

Muestra Concentracién proteica, g/L

Inicial 25.14
Retenido 63.50
Filtrado 3.15

Una vez finalizada la filtracion de la leche, la membrana se sometié a un proceso de limpieza
siguiendo el protocolo descrito en el apartado 4.2.4 de la secciéon de “Materiales y métodos”.
Es muy importante recuperar la membrana correctamente, ya que el proceso de obtencion de
las fracciones proteicas se utilizard en numerosas ocasiones durante el trabajo para producir
los sustratos de partida. Es necesario que estos sustratos de partida sean lo mas parecidos

posibles entre si, para ello la membrana siempre debe presentar unas condiciones de filtracién
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similares. Con el objetivo de asegurar la adecuada recuperaciéon de las caracteristicas filtrantes
de la membrana hasta valores de permeabilidad similares a los iniciales, se realizaron
calibrados con agua tras la filtracién y después de la limpieza quimica. En la Figura 6.3 se
muestran los flujos de filtrado obtenidos en la filtraciéon de agua a distintos valores de presién
transmembrana para la membrana después de la filtracion (0) y para la membrana después de

la limpieza (A ). La permeabilidad se determind con la pendiente de estas rectas.

0.8 -
0.7 A
0.6 _z
0.5 P

04 -

J, kg/(m?:s)

0.3 H

0.2

O T T T 1
0 0.5 1 1.5 2

AP, bar

Figura 6.3. Flujo de agua frente a presidon transmembrana para membrana de 0.14 um. Flujo antes de
limpieza (o), después de la limpieza (A ) y permeabilidad de membrana virgen (linea discontinua).

Como se observa en la Figura 6.3, la permeabilidad de la membrana se recuperd totalmente
después de la limpieza, coincidiendo practicamente con la linea discontinua que determina la
permeabilidad de la membrana virgen. La limpieza hizo que la permeabilidad de la membrana
pasara de 85.58:10° Kg/(m?s-bar) a 354.75-:10% Kg/(m?s-bar) lo que supone una eficacia de la

limpieza del 99.3 %, por lo que no fueron necesarias mas etapas de limpieza.

6.4. CONCLUSIONES

El proceso de ultrafiltracién por membranas ceramicas de 0.14 um, con v= 3.3 m/s, T=50°C y
AP=1bar, permite la separacién de las fracciones proteicas, caseinas y proteinas séricas, de la
leche de cabra. El descenso de flujo observado durante el proceso se ajusta al mecanismo de
blogueo completo de poro. La etapa de limpieza alcalina propuesta (20 g/L de NaOH y 2g/L de
SDS, T=50 ©C, v=3.3 m/s, AP =1 bar y 30 min) recupera las caracteristicas filtrantes de la

membrana al 99%, lo que permite su reutilizacion.
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Influencia del sustrato y de la enzima en la actividad inhibidora de ACE

7.1. PLANTEAMIENTO

Debido a la diferente especificidad de las enzimas, los péptidos generados durante la hidrdlisis
pueden variar considerablemente y con ellos las caracteristicas inhibidoras de ACE de los
hidrolizados. Por tanto, seria interesante comprobar cdmo afecta a la hidrdlisis de las
proteinas de la leche de cabra el empleo de distintas enzimas tanto individualmente como en

combinacion.

En este apartado se detallaran los cambios producidos en la actividad inhibidora durante la
hidrélisis de proteinas de leche de cabra al ser sometida a distintos procesos de hidrdlisis. Los
sustratos empleados en el estudio son caseinas, proteinas séricas de leche de cabra, asi como
la propia leche de cabra desnatada, mientras que las enzimas seleccionadas son subtilisina,
tripsina y su mezcla. Para cada una de las combinaciones posibles (3 sustratos X 3
tratamientos) se determinara la evolucion de la actividad inhibidora y el grado de hidrdlisis con
el tiempo. El objetivo principal es determinar cémo se ve afectada la actividad inhibidora y el
grado de hidrdlisis a lo largo de la reaccidon enzimatica para las distintas fracciones proteicas

gue componen la leche de cabra.

7.2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Las fracciones proteicas de la leche (caseinas y proteinas del lactosuero) han sido obtenidas
previamente mediante el procedimiento descrito en el capitulo anterior (“Fraccionamiento de
proteinas de leche de cabra con membranas”). Cada una de estas fracciones (retenido y
filtrado), asi como la leche desnatada, han sido sometidas a 3 procesos de hidrélisis con las

siguientes enzimas:

1) Subtilisina (S).
2) Tripsina (T)

3) Con la combinacidon de ambas simultaneamente (ST)

La temperatura de reaccién se ha mantenido en 50 2C y la concentracion de enzima se ha
variado de acuerdo al sustrato empleado siendo de 5, 0.5 y 1.6 g/L para retenido, filtrado y
leche desnatada, respectivamente. Todas las reacciones enzimaticas se han llevado a cabo en
el dispositivo experimental A (reactor encamisado de 250 mL) cuya forma de operar se detalla
en el apartado 4.3. El tiempo de reaccidn ha sido 3 h, durante el cual se ha monitorizado

continuamente el grado de hidrélisis (DH) mediante el método del pH-estato.
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La evolucion de la actividad inhibidora se ha determinado extrayendo muestras (100 uL) a 5,
10, 20, 30, 40, 50, 60, 75, 90, 105, 120, 150 y 180 min. Estas muestras han sido desactivadas
térmicamente a 100 2C durante 15 min y congeladas a -20 2C hasta su analisis posterior. La
medida de la actividad inhibidora (ACEI) se ha realizado mediante el procedimiento
espectrofotométrico descrito en el punto 4.4.1. En esta ocasion, para el andlisis de inhibicién
de ACE, se han empleado unas diluciones de 1:10 y 1:50 para las muestras de hidrolizado de
leche y caseinas, respectivamente. El objetivo de estas diluciones es evitar la obtencién de

valores de absorbancia elevados que generarian medidas no lineales.

7.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Las hidrolisis llevadas a cabo permiten estudiar la evolucidn del grado de hidrélisis y la

actividad inhibidora de ACE a lo largo de la reaccion.

7.3.1.Grado de hidrolisis

Como se observa en la Figura 7.1, todas las curvas obtenidas presentaron la forma
caracteristica de una reaccidon enzimatica. Inicialmente, la enzima ataca los enlaces del
sustrato a una velocidad constante, esta etapa se corresponde con la zona en la que se
observa un aumento lineal de DH. A medida que avanza la reaccién, se van agotando los
enlaces susceptibles de ser atacados, disminuyendo la cantidad de enlaces rotos por unidad de
tiempo (disminuye la velocidad de la reaccién), lo que se manifiesta en forma de curva
asintoética en la grafica. Dependiendo de las condiciones del ensayo y del tipo de enzima, el
tiempo de la etapa inicial puede variar significativamente. Las curvas obtenidas mostraron un
periodo de velocidad constante breve (inferior a 20 min) sin duda debido a la concentracion
relativamente alta de enzima. En especial, las hidrélisis con tripsina presentaron periodos
iniciales mas cortos, debido a la menor concentracidén de sustrato, es decir, debido al menor

numero de enlaces susceptibles de ser atacados.

El comportamiento de DH en los distintos tratamientos fue parecido para todos los sustratos
estudiados. La hidrélisis que combina ambas enzimas siempre origind unos DH mayores,
mientras que la hidrdlisis con tripsina fue la que menores DH generd. Estos valores bajos de
DH para tripsina pudo ser debido a la mayor especificidad que posee esta enzima, lo que limita
el nimero de enlaces a los que puede atacar. En la Tabla 7.1 se detallan los valores finales de

DH alcanzados en cada hidrdlisis, que confirman lo anteriormente dicho.
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Figura 7.1. Curvas de hidrdlisis de distintos tratamientos en leche (a), retenido (b) y filtrado (c).
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Tabla 7.1. Valores finales de DH para cada uno de los tratamientos y sustratos empleados.

Sustrato Tratamiento DH final

S 0.299

Leche T 0.233
ST 0.344

S 0.295

Retenido T 0.217
ST 0.325

S 0.201

Filtrado T 0.165
ST 0.214

Los valores de DH alcanzados fueron altos, lo que permitiria obtener una gran cantidad de
péptidos de pequefio tamafio. El que los péptidos originados durante la hidrdlisis presenten
tamafios moleculares reducidos favoreceria su actividad inhibidora de ACE, ya que, como se
indicé en la “Introduccién”, los péptidos inhibidores de ACE suelen presentar cadenas
peptidicas cortas (2-12 aminoacidos). Ademas, se ha comprobado cémo a mayor longitud de la

cadena peptidica, menor potencial inhibidor in vivo del péptido (Robert et al., 1999)

7.3.2.Actividad inhibidora de ACE

En la Figura 7.2, Figura 7.3 y Figura 7.4 se representa la evolucion de ACEI con el tiempo para
cada uno de los sustratos estudiados. En estas graficas se representan los valores de inhibicion
de ACE obtenidos (en tanto por uno) en funcién del tiempo para cada uno de los tratamientos.
Conjuntamente con estos resultados de ACEI se representan las curvas de hidrélisis para el
tratamiento correspondiente, lo que permite observar en qué momento de la reaccién

enzimatica se tomd cada muestra.

En todos los casos la actividad inhibidora de la proteina sin hidrolizar, representada por la
muestra tomada a tiempo 0 (antes de afiadir la enzima) fue despreciable. Por lo tanto, fue el
inicio de la hidrélisis lo que provocd un aumento considerable de la actividad inhibidora de
ACE. Para todos los tratamientos estudiados, en los primeros 5-10 min de reaccion se produjo
un gran aumento en la capacidad inhibidora. En esos primeros instantes la reaccidon de
hidrélisis se encontraria en el periodo de velocidad constante, generandose gran cantidad de
péptidos nuevos que mejoran el poder inhibidor del hidrolizado. Cuando la velocidad de
hidrélisis disminuye, el nUmero de péptidos generados es menor y existe mayor probabilidad
de que las enzimas ataquen a péptidos activos ya formados por lo que la actividad inhibidora

podria disminuir.
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Las actividades de los hidrolizados obtenidos con distintas enzimas parecen comportarse de
forma distinta entre si. Para los obtenidos con subtilisina, después del aumento inicial en la
actividad, ésta permanecié constante o descendid ligeramente durante algunos minutos.
Alrededor del minuto 30-40 la actividad comenzd a aumentar de nuevo hasta alcanzar un
maximo. Este aumento pudo ser debido a que la estructura de la proteina se abrid,
permitiendo a la enzima liberar péptidos de la zona interior de la proteina, que por lo general
contiene mas grupos apolares. Como se indicé en la “Introduccién”, los grupos apolares en el
tripéptido terminal favorecen la actividad inhibidora. Este aumento fue mucho mads acusado
para las caseinas. Tras este maximo y durante el resto de la hidrdlisis, la actividad se mantuvo
en un valor constante cercano (aunque mas bajo) a este Ultimo maximo. Durante este periodo
final, la pérdida de actividad debida a la destruccidn de péptidos activos seria compensada por

la aparicion de nuevos péptidos activos de forma que la actividad inhibidora no varia.

En el caso de la hidrdlisis con tripsina, el maximo de actividad se encontrd en todos los casos
en los primeros instantes de la hidrdlisis, es decir, con grados de hidrélisis muy bajos. A partir
de ese momento ACEI parece disminuir con DH. Al igual que en el caso de subtilisina, algunos
de los péptidos activos formados serian degradados por la enzima. Pero en este caso debido a
la alta especificidad de la misma, el nUmero de enlaces disponibles seria menor y la posibilidad
de generar nuevos péptidos activos se reduciria. Por tanto, la actividad inhibidora del
hidrolizado disminuiria. El descenso de actividad fue evidente en el caso de caseinas (Figura
7.3) y mas suave en el caso de proteinas del lactosuero (Figura 7.4). Estas diferencias
confirmarian lo anteriormente expuesto, ya que el contenido en Lisina y Arginina que tienen
las proteinas del lactosuero es mayor que el de las caseinas. Por tanto, para caseinas, al haber
menos enlaces atacables, llegaria un momento en el que no seria posible generar nuevos
péptidos activos y la actividad inhibidora se veria reducida. Se realizé6 una estimacion del
numero medio de enlaces atacables por tripsina en cada una de las fracciones. Para ello, se
tuvo en cuenta las proteinas mayoritarias de cada fraccion y su proporcion (Bernaka et al.,
2011) asi como su secuencia (base de datos UniprotKB). Obteniéndose unos valores medios de
18.7 y 23.2 enlaces/g proteina para caseinas y proteinas séricas, respectivamente. Un
comportamiento similar se observo en el capitulo 5, “Optimizacién de la hidrélisis enzimatica
de leche de cabra”, donde la actividad de los hidrolizados de leche con tripsina disminuia al

aumentar DH.
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Figura 7.2. Evolucidn de los valores de inhibicion de ACE durante la hidrdlisis de leche mediante

subtilisina (S), tripsina (T) y la mezcla de ambas (ST).
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Figura 7.3. Evolucidn de los valores de inhibicion de ACE durante la hidrdlisis de retenido mediante
subtilisina (S), tripsina (T) y la mezcla de ambas (ST).
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Figura 7.4. Evolucidn de los valores de inhibicion de ACE durante la hidrdlisis de filtrado mediante
subtilisina (S), tripsina (T) y la mezcla de ambas (ST).
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Cuando la hidrdlisis se realizd con las dos enzimas simultdneamente, el comportamiento fue

similar al descrito para la hidrdlisis con subtilisina aunque algo mas suavizado. Es decir, una vez

alcanzado el maximo de actividad, se mantuvo practicamente constante hasta finalizar la

hidrdlisis.

Para estudiar de forma mds exhaustiva la posible relacién entre DH y ACEI, se representd un

valor frente al otro (Figura 7.5). Como se observa, los valores del coeficiente de determinacién

lineal fueron muy bajos, lo que indica que no existe una relacidn lineal entre DH y ACEI.

Tampoco resultaron apropiados ajustes a polinomios de mayor orden. Lo que hace pensar que

no existe una relacidon entre ambas variables de salida.
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(S), tripsina (T) y la mezcla de ambas (ST).
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A pesar de esta falta de relacién aparente, se puede destacar que los ajustes fueron similares
cuando se empled la misma enzima. De forma que si, en la hidrdlisis participé subtilisina, la
pendiente de la recta de ajuste fue siempre positiva, lo que indicaria un aumento de ACEI con
DH. Sin embargo, cuando se empled tripsina aisladamente para la hidrdlisis de cualquiera de
los sustratos, la pendiente de la recta de ajuste fue negativa, lo que indicaria un
empeoramiento de la actividad inhibidora al aumentar DH, que es un resultado similar al

encontrado anteriormente (capitulo 5).

7.4. CONCLUSIONES

Los hidrolizados obtenidos con mezclas de enzimas de origen animal y bacteriano, tripsina y
subtilisina, presentan los mejores valores para DH y ACEI. Sin embargo, no se encontro relacién
entre grado de hidrélisis y actividad inhibidora de ACE. La actividad inhibidora de ACE
permanece practicamente constante una vez transcurrida la primera hora de reaccién. No
obstante en los hidrolizados con tripsina se observa un leve descenso de la actividad

inhibidora con el tiempo, especialmente apreciable en la hidrélisis de caseinas.
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8.1. PLANTEAMIENTO

La actividad inhibidora de ACE del hidrolizado ofrece una informacién muy importante del
hidrolizado en su conjunto. Sin embargo, en el proceso de hidrélisis enzimdtica se producen
gran cantidad de péptidos, entre los que puede haber péptidos activos y otros que no lo son.
Por tanto, es importante caracterizar el hidrolizado con el fin de conocer qué fracciones
peptidicas son mds activas, qué tamario tienen los péptidos de esas fracciones o incluso llegar

a identificar alguno de los principales péptidos presentes.

Los hidrolizados generados mediante los distintos tratamientos descritos en el capitulo
anterior serdn caracterizados mediante la obtencion de su perfil peptidico. Ademas, para los
de mayor capacidad inhibidora se llevard a cabo la separacién de sus fracciones por
cromatografia de exclusién de tamafios. Por ultimo, se identificaran algunos de los péptidos

presentes en las fracciones mds activas.

8.2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Un total de 9 hidrolizados han sido producidos como se describe en el capitulo anterior. Pero
en esta ocasion, tras la desactivacion enzimatica, los hidrolizados han sido estabilizados
mediante liofilizacidn. Todo el tratamiento y analisis posterior descrito en este capitulo se ha
llevado a cabo dentro del grupo de investigacién Food Chemistry en el departamento de Food

Science de la Universidad de Copenhague.

La actividad inhibidora de la enzima convertidora de la angiotensina (ACEl) se ha determinado
mediante el método fluorométrico descrito en el punto 4.4.2, mientras que la proteina ha sido

determinada mediante el método acido bicinconinico (apartado 4.5.2).

Los perfiles peptidicos de los hidrolizados han sido obtenidos mediante cromatografia liquida
con el mismo procedimiento usado para la separacidon cromatografica empleada en la
identificacion de péptidos. Para ello las muestras liofilizadas han sido disueltas en agua Milli-Q
a una concentracién 20 mg/mL inyectando 5 plL de esta disolucion. El fraccionamiento se ha
llevado a cabo mediante cromatografia de exclusién de tamafios (SEC), siguiendo el
procedimiento detallado en el apartado 4.6. Por ultimo, la identificacién de péptidos en las
fracciones obtenidas con SEC se ha realizado como se describe en el apartado 4.7. El volumen

inyectado para el andlisis de cada fraccidn ha sido de 25 pL.
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8.3. RESULTADOS Y DISCUSION

8.3.1.Caracterizacion de hidrolizados

La actividad inhibidora de los 9 hidrolizados producidos se presenta en la Tabla 8.1, los cédigos
utilizados para identificar cada hidrolizado son los mismos que los empleados en el capitulo

anterior.

Los valores de inhibicién de ACE fueron obtenidos para disoluciones con una concentracién de
proteina similar, lo que permite comparar los hidrolizados entre si. Los valores de inhibicién
obtenidos estuvieron comprendidos entre 30 % y 65 %. El filtrado siempre dio porcentajes

menores de inhibicién (p< 0.0015 en todos los tratamientos)

Tabla 8.1. Valores de inhibicion de ACE de los hidrolizados producidos.

Hidrolizado Sustrato Enzima A((;,E)Il
M-S Leche Subtilisina 60.5 +2.3°
M-T Leche Tripsina 50.9+0.5°
M-ST Leche Subtilisina + Tripsina 63.2+2.8°¢
R-S Retenido Subtilisina 60.7 +1.0°

R-T Retenido Tripsina 54.4 +2.3°
R-ST Retenido Subtilisina + Tripsina 64.3+0.2°
F-S Filtrado Subtilisina 41.9+1.0°
F-T Filtrado Trypsina 33.0+0.6'
F-ST Filtrado Subtilisina + Tripsina 50.6 +2.4°

! cada hidrolizado fue disuelto a una concentracién de 0.8 mg proteina/mL que se corresponde con 0.133 mg/mL en

el ensayo. Valores de inhibicién ACE con el mismo superindice no son estadisticamente diferentes (método LSD).
Respecto a los tratamientos, se observd que la hidrélisis con tripsina siempre generaba los
hidrolizados con menor actividad mientras que la combinacién de ambas enzimas producia los
hidrolizados mas activos. Esta tendencia se observé para todos los sustratos aunque sdlo para
retenido y filtrado hubo una diferencia significativa entre los 3 tratamientos (p = 0.004 y 0.006,
respectivamente). Con la combinacidn de enzimas, los 3 sustratos generaron un hidrolizado

con una capacidad inhibidora entre 50-70 %, la mayor fue la correspondiente al retenido.

Los perfiles peptidicos de los hidrolizados de filtrado se muestran en la Figura 8.1. Las

muestras de filtrado tenian una concentracién de proteina demasiado baja, lo que impidio ver

132



Caracterizacion e identificacion de péptidos inhibidores de ACE

correctamente los péptidos a la concentracién de liofilizado ensayada (20 mg/mL). Para
conseguir una concentracién adecuada para su analisis fue necesario preparar una disolucién a
una concentracion mas alta de liofilizado. Sin embargo, para concentraciones elevadas de
liofilizado aparecieron problemas de precipitacién que hicieron imposible su analisis. Este
problema junto con los valores de inhibicidn de ACE inferiores al resto de hidrolizados, hicieron

qgue el estudio se centrara en los dos sustratos que mejores resultados habian dado: leche y

retenido.
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Figura 8.1. Perfiles peptidico de los hidrolizados de filtrado con subtilisia (S), tripsina (T) y la mezcla de
ambas (ST). Cada hidrolizado fue disuelto a 20 mg/mL antes de su analisis.

Tanto los hidrolizados de leche como los de retenido mostraron distintos perfiles peptidicos
para cada tratamiento. Sin embargo, cuando la misma enzima fue usada, los cromatogramas
de hidrolizados de leche y retenido fueron muy parecidos (Figura 8.2). Lo que es ldgico si se
tiene en cuenta que, al menos para subtilisina y la mezcla de ambas, los valores de inhibicién
de ACE obtenidos en leche y retenido no fueron estadisticamente diferentes. Ademas, se
puede apreciar como la combinacion de enzimas generd nuevos péptidos que no aparecian
cuando subtilisina o tripsina se emplearon aisladamente. Lo que podria explicarse teniendo en
cuenta que el grado de hidrélisis alcanzado con la combinacién de enzimas fue ligeramente
mas alto, lo que indica que mas enlaces fueron atacados y como consecuencia, nuevos

péptidos fueron generados.

Atendiendo a la similitud entre los hidrolizados de leche y retenido se podria asumir que las
proteinas del lactosuero, que estarian presentes en mayor proporcién en la leche, no afectan
significativamente a la actividad del hidrolizado final. Dado que el retenido esta constituido
basicamente por caseinas, supone un sustrato mas concentrado y sencillo de estudiar que la
leche. Debido a estas ventajas y a los buenos resultados de inhibicion de ACE registrados, los
hidrolizados de retenido fueron los seleccionados para los siguientes fraccionamientos vy

analisis.

133



Francisco Javier Espejo Carpio

(Leche) (Retenido)
200 - (S) 200 - (S)
150 - 150 -
100 100
50 - 50 -
0 - 0 -
-50 - -50 -
-100 - -100 -
-150 - -150 -
200 - (T) 200 - (T)
g 150 150
S 100 - 100 -
p 50 | 50 |
& 0 1 0 1
S 50 - 50 -
S8
= -100 - -100 -
§ -150 - -150 -
<
200 - (ST) 200 1 (ST)
150 - 150 -
100 - 100 -
50 - 50 -
0 - 0 -
-50 - -50 -
-100 - -100 -
-150 . . . -150 . . .
0 20 40 60 0 20 40 60

Tiempo de elucién, min

Figura 8.2. Perfil peptidico de los hidrolizados de leche (izquierda) y retenido (derecha) con subtilisina
(S), tripsina (T) y la mezcla de ambas (ST). Cada hidrolizado fue disuelto a 20 mg/mL antes de su
analisis.

8.3.2.Fraccionamiento de hidrolizados

Los perfiles de elucién obtenidos mediante el fraccionamiento de exclusidn de tamafos de los
tres hidrolizados de retenido fueron muy similares (Figura 8.3). Basicamente se pueden
distinguir 4 picos mayoritarios denominados P1, P2, P3 y P4 de menor a mayor tiempo de
elucién. En todos los casos, el primero (P1) fue alto y estrecho, el segundo incluso mas alto que
el primero y bastante ancho mientras que los dos ultimos picos fueron mucho menores. Se
observd que cuando se empleaban enzimas aisladamente, habia un aumento de la
concentracién de péptidos en la parte inicial de P2, mientras que las ultimas fracciones (P3 y

P4) se reducian. Este hecho, junto con el menor grado de hidrélisis de estos hidrolizados (véase
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punto 7.3.1), apunta hacia una mayor concentracién de péptidos de mayor tamafio en R-Sy R-
T. Para poder analizar estas variaciones, los picos mayores (P2) de los hidrolizados de
subtilisina y tripsina fueron fraccionados en varias partes. Las distintas fracciones recolectadas
se representan separadas por lineas verticales en la Figura 8.3. En total se recolectaron 5

fracciones en R-S, 8 en el caso de R-T y sélo 4 para el hidrolizado R-ST.

Mediante la curva de calibracién (Figura 4.15) fue posible determinar aproximadamente el
rango de tamanos de cada fraccidn. En todos los casos, la fraccion P1 contenia péptidos con
tamafios moleculares entre 70.2 y 22.3 kDa. En el caso de P2, los péptidos tendrian un tamafio
menor de 4 kDa para R-T y R-S, mientras que para la fraccién P2 de R-ST el limite superior se
situé en 1.7 kDa. Los volumenes de elucidn de P4 y P5 fueron mayores que el volumen total de
la columna, por lo que muy probablemente estas fracciones contuvieran péptidos que

interactuaron con el gel de la columna, lo que retraso su salida.

La actividad inhibidora de ACE de las fracciones se muestra en la Figura 8.4. El valor de ACEI
mas alto (> 80 % de inhibicion) se obtuvo siempre en la fracciones P2 de los hidrolizados. Para
el hidrolizado R-ST esta fraccién tendria un tamafio comprendido entre 1700-55 Da. Sin
embargo, para el hidrolizado de subtilisina (R-S), la actividad inhibidora medida en la fraccidn
P2a fue muy baja, por lo que la mayoria de péptidos activos se recuperaron en la fraccion P2b
(que posee un rango de tamanos = 1300-75 Da). Para el hidrolizado R-T, la actividad inhibidora
de ACE se concentré en P2b, P2c, P2d y P2e (rango de tamafos = 2300-55 Da). Las fracciones
P3 y P4 tuvieron porcentajes menores de inhibicidn en todos los casos, sin embargo, la
concentracién de proteina en estas fracciones fue también mas baja. Especialmente P4 tuvo
un valor relativamente alto de inhibicién con una concentracién de proteina mucho mas baja
que cualquier otra fraccion. Las fracciones P4 que mejores resultados mostraron fueron las de
los hidrolizados R-ST y R-T, ya que fueron capaces de inhibir a ACE al 40 % conteniendo tan
so6lo una concentracion de proteina equivalente al 4 % del contenido de proteina que presenta
la fraccidén P2. Por tanto, los péptidos de estas fracciones podrian ser muy buenos inhibidores

de ACE.
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Figura 8.3. Perfiles del fraccionamiento por exclusion de tamanos para los hidrolizados de retenido
con subtilisina (S), tripsina (T) y la combinacién de ambas (ST).
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137



Francisco Javier Espejo Carpio

Mediante la determinacién de los valores de ICsy (concentracidon de péptidos que reduce la
actividad de ACE al 50 %) fue posible comparar la capacidad inhibidora de las distintas
fracciones. En general, los valores ICsy obtenidos (Tabla 8.2) fueron bastantes similares y
variaron entre 5 y 57 pug/mL. Estos resultados mejorarian los obtenidos por Minervi et al.
(2003), que obtuvieron valores de ICs, entre 16 y 100 pg/mL para fracciones de hidrolizado de
caseinas producido con una proteinasa procedente de Lactobacillus helveticus. La capacidad
de las fracciones obtenidas en este estudio fue muy alta, en especial para las fracciones P4. De
hecho, los valores obtenidos fueron tan sélo ligeramente inferiores al obtenido para IPP, uno
de los mejores inhibidores de ACE identificados. Este tripéptido posee un ICs, de 1.8 pug/mL
(Nakamura et al., 1995) y ha demostrado su actividad antihipertensiva tanto en animales como
en humanos (Jakala y Vapaatalo, 2010; Xu et al., 2008). Ademss, los resultados de inhibicién de
ACE obtenidos apuntan hacia que las fracciones con menores tamafios moleculares presentan
mejor actividad inhibidora. El mismo fendmeno fue descrito por Mao et al. (2007) y mas tarde
por Jiang et al. (2010), sin embargo, el mejor ICsy que obtuvieron fue tan solo de 461 pg/mL
para la fraccidn filtrada a través de una membrana de 3 kDa de un hidrolizado de caseina
bovina. De acuerdo con los resultados presentados en la Tabla 8.2, todas las fracciones P2
(especialmente las de menor peso molecular) y las fracciones P4 obtenidas contendrian
potentes péptidos inhibidores de ACE.

Tabla 8.2. Valores ICs, de las fracciones obtenidas por exclusiéon de tamaiios a partir de los
hidrolizados de retenido.

IC50

y i Fraccid
ydrolizado raccion (pg proteina/mL)

R-S P2b 14.63 + 3.47
R-S P4 5.53+0.71°
R-T P2b 56.96 + 5.99
R-T P2c 17.74 +1.34
R-T P2d 15.37+2.39
R-T P2e 8.04 +4.08
R-T P4 5.12+1.32°
R-ST P2 13.13+2.68
R-ST P4 9.28 +0.52°

?|Cso determinado previa concentracidn a vacio de la fraccién
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8.3.3.1dentificacion de péptidos.

Con el objetivo de identificar alguno de los péptidos que componen las fracciones mds activas
anteriormente obtenidas, éstas se analizaron mediante RP-HPLC-MS/MS. Los cromatogramas
obtenidos para las fracciones de P2 se muestran en la Figura 8.5 junto con las masas
observadas para cada uno de los compuestos. Estas fracciones presentaron gran nimero de
péptidos, sin bien, no se conocia cuales de ellos eran los que proporcionaban la actividad
inhibidora en cada hidrolizado. Esta podria ser originada por la combinacién de numerosos
péptidos inhibidores asi como por la acciéon de péptidos “estimuladores”, que no inhibirian

directamente a ACE pero que podrian favorecer la actividad inhibidora de otros.
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Figura 8.5. Perfiles peptidicos de las fracciones de P2 de la hidrolisis de retenido con subtilisina (R-S),

tripsina (R-T), y su mezcla (R-ST), respectivamente. Los nimeros sobre los principales picos

representan las masas de los péptidos ([M+H]").
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Para la determinacidn de las masas de cada uno de los péptidos se empleé el software Data
Analysis (Bruker). Como ejemplo, en la Figura 8.6 se representa el espectro de masas promedio
generado a partir del penultimo pico cromatografico obtenido en R-T P2b y R-T P2c (Figura 8.5,
tiempo de retencion de 55 min). Tras un proceso de deconvolucidn se obtuvieron los estados
de carga de cada uno de los péptidos, lo que permitié determinar la masa molecular de los

mismos.

Intens. +MS, 54.8-55. 2min #(1790-1805)
%1068
1.5 14

16039
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Figura 8.6. Espectro de masas correspondiente al pico cromatografico de R-T P2b con tiempo de
retencion de 55 min.

Las dos sefiales que destacan sobre el resto, 802.5 y 1603.9 m/z, serian las masas de los iones
de los posibles péptidos que componen el pico cromatografico (R-T P2b -55 min). De acuerdo
con este espectro de masas, uno de los compuestos tendria el doble de masa que el otro.
Ademas, si se observan los espectros de fragmentacién para cada uno de estos dos iones
(Figura 8.7), se puede comprobar como el compuesto de 1603.9 m/z presentd un espectro
muy parecido al de 802.5 m/z. Sin embargo, el espectro MS/MS del ién de mayor masa (Figura
8.7b) contenia una sefial mayoritaria a 802.5 m/z, por lo que se podria asumir que la sefial a
1603.9 m/z se corresponderia con un agregado de 2 péptidos cuya masa individual seria igual a
802.5 m/z. Y por tanto, la masa experimental del péptido eluido a los 55 min en el andlisis de la

fraccion P2b del hidrolizado R-T, se establecié en 802.5 m/z.

De la misma manera se determinaron el resto de las masas de los péptidos dominantes en las
fracciones P2 que se presentan en la Figura 8.5. Tanto la fraccion P2d como la P2e del
hidrolizado R-T contienen principalmente péptidos con valores de m/z de 459, 329, 553, 515,
496, 699, 648, 668, 803, 1140, 799 y 814. Las otras fracciones ademads contienen péptidos con
m/z 598, 652, 748, 751, 690, 978, 995, 1005 y 1152. Todas estas masas representan a péptidos

con carga simple.
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Figura 8.7. Espectros MS/MS de los iones con m/z 802.5 (a) y 1603.9 (b). lones presentes en fracciones
R-T P2b y RT-P2c (tiempo de elucién de 55 min).

Continuando con el ejemplo anterior, en la Figura 8.8 se muestra el espectro MS/MS del i6n
precursor de 802.5 m/z y la secuencia de aminoacidos del péptido identificado. Este espectro
es el resultado de promediar los espectros de fragmentacién presentes en el pico
cromatografico. Es decir, que los espectros de fragmentacién del agregado de 2 péptidos
también participan de ese promedio. Es por esta razén que el ion original aparece con un valor

alto de intensidad y no totalmente desfragmentado.

Siguiendo el procedimiento conocido como secuenciacién de novo seria posible determinar la
secuencia directamente del espectro de masas, sin consultar bases de datos. Este método de
identificacion se basa en que bajo condiciones suaves de disociacion los péptidos se rompen
por el enlace peptidico (C-N). Por tanto, se generarian 2 tipos de iones, codificados como
“iones b” e “iones y”. Debido a que los iones sucesivos “b” o “y” difieren en un aminoacido, se
podria deducir la secuencia calculando las diferencias de m/z que existen entre 2 iones
contiguos. La masa calculada se compararia con las masas de los distintos aminodcidos para
determinar de qué aminodcido se trata. En la Figura 8.8 se identificaron los distintos iones
generados en la fragmentacién del péptido que se ha tomado como ejemplo. Los iones y1y bl
no fueron detectados, mientras que los iones mas intensos fueron los iones y2, b5, y5, b2, y4y
b3. Tanto y2-b5 como y4-b3 se generan al romperse el enlace Leu-Pro. Parece ser que los

ratios mas altos de ruptura del enlace N-terminal adyacente a Pro se generan cuando Leucina
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(Val, His, Asp o lle) preceden a Pro (Breci et al., 2003), lo que explicaria que presenten una

sefial tan elevada.

60 -
)2
b3 439.3
50 - 364.2
b5
574.4

40 A
<
o
-
x
¢ 30
[ y5
=
= 552.4

20 { V2

229.1
b2
551 802.5
10 -
6
342.1 b4 ~ Y
161.2 ® 3 l
O n A 1 l Ill A U 1
200 300 400 500 600 700 800 900
m/z

lones b 1 2 3 4 5 6
SRR
6 5 4 3 2 1

Figura 8.8. Espectro de MS/MS del ién con 802.5 m/z. Los fragmentos formados se designaron de
acuerdo a la nomenclatura de Roepstorff y Fohlman (1984).

lones y

Sin embargo, en general y debido a la ambigliedad en la identificacién de los picos, diferentes
secuencias podrian ser identificadas para un mismo espectro. Mas dificil aun resulta si los
espectros no muestran sefiales claras de todos los iones “b” e “y”. Por tanto, para la
identificacion se empled una técnica alternativa, utilizando un software especializado que

permite comparar las sefiales del espectro con bases de datos de secuencias de proteinas. De
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esta manera se identificarian diversas secuencias a las que se le asigna una puntuacién en

funcién de la probabilidad de que la identificacion sea correcta.

En este trabajo la identificacion fue llevada a cabo mediante el procesado de los espectros
fragmentacion de masas de cada péptido con un software BioTools, la identificacidn se realizé
utilizando una base de datos con la secuencia de las proteinas de leche de cabra y sus
diferentes variantes genéticas. Soélo algunos iones y sus correspondientes espectros de
fragmentacion pudieron asignarse a fragmentos originados por hidrdlisis de las caseinas. De
esta manera fueron identificados los péptidos originados a partir de B-caseina, asl-caseinay k-
caseina que se presentan en la Tabla 8.3. El péptido TGPIPN procedente de B-caseina ha sido
identificado como un inhibidor de ACE previamente en hidrolizados de caseina producidos con
tripsina (Geerlings et al., 2006). Otros péptidos originados a partir de B-caseina como LHLPLPL,
HLPLPL y EMPFPK son similares a los identificados en B-caseina bovina (Pihlanto-Leppala et al.,
1998; Quirds et al., 2009). Ademds la actividad inhibidora de LHLPLPL parece verse
incrementada después de la digestiéon (Quirds et al.,, 2009). Otras de las secuencias
identificadas en este trabajo son muy parecidas a las de péptidos inhibidores previamente
conocidos, es el caso de VLPVPQ (Maeno et al.,, 1996) y YPVEPF (Robert et al., 2004). Con
respecto a los péptidos identificados que proceden de k-caseina, YPSYGLNYY es muy similar al
péptido inhibidor de ACE desarrollado por Chiba y Yoshikawa (1991). El péptido FLPYPY no ha
sido identificado como un inhibidor de ACE, sin embargo podria estimular el crecimiento de
neuritas (dendritas o axones) en ratones, lo que podria ser util para el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas (Sakaguchi et al.,, 2004). Los péptidos VVAPFPEVF y
FVVAPFPEVF liberados de as-caseina coincide con parte de la secuencia del péptido
FFVAPFPEVFGK, identificado en hidrolizados de a.-caseina con tripsina y que presenta
actividad in vivo (FitzGerald et al., 2004). Del mismo modo, Ong et al. (2007) identificaron un
péptido similar (FVAPFPEVF) con actividad inhibidora de ACE en queso Cheddar. Es destacable
que todos estos péptidos, incluyendo el identificado en este trabajo, podrian ser atacados por
quimotripsina durante la digestién en el lado carboxilico del aminoacido fenilalanina (F),

liberando el mismo péptido, PEVF, y ejercer un efecto antihipertensivo in vivo.

Por lo tanto, muchos de los péptidos identificados podrian contribuir en la actividad inhibidora
de los hidrolizados de leche de cabra. Ademas de los péptidos mencionados, los hidrolizados
contenian muchos otros péptidos en bajas concentraciones, algunos de los cuales podrian

también contribuir a la bioactividad final.
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Por otra parte, debido a la presencia de tirosina en el C-terminal de algunos de los péptidos
identificados (FLPYPY e YPSYGLNYY), es de esperar que estos péptidos tengan buena actividad
antioxidante (Tsopma et al., 2011). Por lo que se podria plantear un estudio sobre la actividad

antioxidante de los hidrolizados de leche de cabra.

Tabla 8.3. Péptidos identificados en los fracciones P2 de los hidrolizados R-ST.

Tiempo . Masa
Masa Fraccion retencién Posible calc.(M+H) Score Origen
[M+H]* . peptido :
(min)
459.3 | R-T-P2d 23.8 n.i'
553.3 R-T-P2d 30.0 n.i.
496.5 R-T-P2d+e 33.9 n.i.
696.6 R-T-P2d 36.6 VPNSAE(lP)2 696.7 96 a1-CN f72-77
648.7 R-T-P2d 39.9 n.i.
667.5 R-T-P2c +d 44.2 n.i.
803.0 R-T-P2b + ¢ 55.0 LHLPLPL 802.5 130 B-CN f133-139
1140.6 | R-T-P2d+e 42.0 YPSYGLNYY? 1140.2 322 k-CN f35-43
799,7 R-T-P2d 44.9 FLPYPY 799.4 64 k-CN f55-60
814.9 R-T-P2d >0.4 n.i.
R-ST-P2,
598.6 | R-S-P2b, 25.1 TGPIPN >98.7 65 | PB-CNf63-68
R-T-P2b+c
R-STP2,
652.7 R-S-P2b, 32.6 VLPVPQ? 652.4 47 3-CN170-175
R-TP2b
R-ST-P2, 748.9
748,8 R-T-P2c 35.0 EMPFPK 92 B-CN f108-113
R-ST-P2,
751.5 R-T-P2c 40.0 YPVEPF 751.9 65 B-CN f114-119
R-ST-P2,
690.0 R-S-P2b, 48.5 HLPLPL 689.9 63 B-CN f134-139
R-T-P2b+c
R-ST-P2, 37.0 n.i.
978.0 R-T-P2b
995.1 R-T-P2b 51.0 n.i.
1005.0 | R-T-P2b+c 54.1 VVAPFPEVF 1005.2 79 as1-CN24-32
1152.1 | R-T-P2b+c 59.0 FVVAPFPEVF 11524 350 as1-CN23-32

'n.i. = no identificado en las secuencias usadas
2Secuencia incierta

En cuanto a las fracciones P4, al contrario que para las anteriores, estaban compuestas
basicamente por un solo componente, con un tiempo de retencion de 28.5 min (Figura 8.9).
Basandose en la alta absorbancia ultravioleta que presenta y en el elevado tiempo de
retencion en SEC y en RP-HPLC, es de esperar que el compuesto contenga triptéfano (W) y/o

tirosina (Y). Debido a que el tiempo de elucién en RP-HPLC del componente de P4 es mayor
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que el de W, y éste es el aminoacido mds hidrofébico y, por tanto, el que posee el mayor
tiempo de elucién (Parrot et al., 2003; Broncano et al., 2010), el compuesto de P4 debe ser un
di o tripéptido que contiene al menos un aminoacido aromatico. Este compuesto tiende a ser
fragmentado durante el analisis LC-MS dando lugar a numerosas masas, las mayores fueron
368, 351, 159 y 144 m/z. Lo mas probable es que se trate del dipéptido WY que se
corresponde con f164-165 en oy -caseina, y que tiene una m/z de 368.2, cercana a los 368.3

m/z que fue determinada experimentalmente.
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Figura 8.9. Perfiles peptidicos de las fracciones de P4 de la hidrolisis de retenido con subtilisina (R-S),
tripsina (R-T) y su mezcla (R-ST), respectivamente.

Esto también encajaria con la pérdida de un grupo amino durante la fragmentacién
(Rogalewicz et al., 2010) dando sefial a 351 m/z. Este dipéptido no ha sido identificado
previamente en caseinas, pero se ajusta a los requerimientos estructurales del C-terminal para
inhibidores ACE obtenidos mediante modelos de relacidn cuantitativa estructura-actividad

(Quantitative structure—activity relationship, QSAR) (Wu et al., 2006). El péptido sintético ha

146



Caracterizacion e identificacion de péptidos inhibidores de ACE

mostrado tanto actividad inhibidora de ACE como actividad antioxidante (Hernandez-Ledesma

et al., 2007)

8.4. CONCLUSIONES

Los hidrolizados de caseinas de leche de cabra con tripsina y subtilisina presentan la mayor
actividad inhibidora de ACE en las fracciones de tamafio molecular inferiores a 2.3 kDa con
valores de ICs; comprendidos entre 5 y 57 pg/mL, lo que supone una actividad inhibidora
cercana a la de algunos de los mejores inhibidores de ACE descritos en bibliografia. Algunos de
los péptidos identificados en las fracciones activas, como TGPIPN, LHLPLPL, HLPLPL y EMPFPK,
coinciden con inhibidores de ACE identificados previamente por otros autores. El péptido WY
es el Unico componente de una de las fracciones con mayor potencial inhibidor de ACE, que se

identifica por primera vez en hidrolizados de caseinas.
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Digestidon simulada de péptidos inhibidores de ACE

9.1. PLANTEAMIENTO

Como se indicé en la “Introduccién”, la actividad antihipertensiva de los péptidos inhibidores
de ACE depende de su capacidad para permanecer activos hasta alcanzar el torrente
sanguineo. Entre las modificaciones que pueden sufrir, el ataque de las enzimas digestivas es
uno de los mds importantes. En este capitulo se llevara a cabo la digestién simulada de los
hidrolizados de retenido caracterizados en el capitulo anterior. El objetivo es comprobar cémo

se ve afectada la actividad inhibidora tras el ataque de las enzimas digestivas.

9.2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

La digestion simulada es un proceso de hidrdlisis con enzimas digestivas llevado a cabo en las
condiciones mas préximas a las que se dan en el organismo. El procedimiento se describe
detalladamente en el apartado 4.8 de “Materiales y métodos”. El hidrolizado original ha sido
digerido mediante dos estrategias para simular la digestion estomacal y la digestion completa
(estébmago e intestino), respectivamente. Las digestiones se han realizado en un reactor
encamisado con agitacién constante, la temperatura se fijé en 37 2Cy los pH se han variado de
acuerdo a la etapa de digestidon que se pretendia simular, registrandose la evolucion del pH a
lo largo de las reacciones. Un total de 6 experimentos (3 sustratos x 2 tratamientos) han sido
llevados a cabo, repitiendo cada uno de ellos por triplicado. Mediante un analisis simple de la
varianza (one-way ANOVA) se ha determinado si existen diferencias significativas en la
actividad inhibidora de las digestiones y el hidrolizado sin digerir. Seguidamente se ha
establecido, mediante el método de la minima diferencia significativa (LSD), qué digestion ha

producido una variacién en el poder inhibidor del hidrolizado original.

9.3. RESULTADOS Y DISCUSION

En las digestiones gastricas el pH se mantuvo siempre constante (Figura 9.1), mientras que en
las digestiones intestinales hubo mayores variaciones del pH (Figura 9.2). En estas se comenzé
a registrar el pH en el momento que se afiadié la enzima (pH 5.5) seguidamente el pH se elevo
hasta 7.5 por la adicidn de NaOH 1M. Una vez alcanzado este pH se observé cémo, en todos
los casos, se produjo un descenso inferior a 2 décimas en pH, sin embargo el pH volvid a subir

muy suavemente hasta alcanzar pH 7.5 en la parte final.
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Figura 9.1. Evolucién del pH durante la digestion estomacal de los hidrolizados de subtilisina (a),
tripsina (b) y la mezcla de ambas (c).
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Figura 9.2. Evolucion del pH durante la digestion completa de los hidrolizados de subtilisina (a),
tripsina (b) y la mezcla de ambas (c).

Los valores medios de la actividad inhibidora de ACE de los hidrolizados, determinada tras ser
sometidos a las digestiones, asi como los valores de inhibicion de ACE previos a la digestidn, se
presentan en la Figura 9.3. En todos los casos estudiados se observé como la digestion
estomacal redujo ligeramente el valor ICsq del hidrolizado, lo que indicaria una mejora de la
actividad inhibidora, ya que se necesitaria menor cantidad de hidrolizado para reducir la
actividad de la enzima al 50 %. En cambio, la digestion completa empeord ligeramente la
actividad inhibidora para R-S y R-ST y supuso una pérdida importante (53 %) de poder inhibidor

cuando la enzima empleada en la obtencion del hidrolizado fue tripsina.

En el andlisis ANOVA se asume la homogeneidad de las varianzas de los tratamientos. Para
comprobar que esto es cierto se empleé el método de la F,,,, de Hartley. En la que se compara
Fmax tabulado para 2 grados de libertad y 3 tratamientos (F...=87.5) con el valor de F,.
calculado para cada muestra: 1.65, 59.39 y 23.38 para R-S, R-T y R-ST, respectivamente. Todos

los valores calculados fueron menores que F,,., tabulado, por tanto, no existieron diferencias
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significativas entre las varianzas, cumpliéndose la condicidon necesaria para el analisis simple de

la varianza.
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Figura 9.3. Valores de inhibicion de ACE de los hidrolizados iniciales y de los sometidos a digestion

estomacal (e) y completa (e+i).

En la Tabla 9.1 se presentan los resultados obtenidos del analisis de la varianza. El estadistico F

tabulado para este caso, teniendo en cuenta que cada andlisis se compone de 3 tratamientos

con 3 repeticiones, tuvo un valor de 5.143. Como se observa, los valores de Fgcuada fueron

siempre mayores que Fypuada- POr lo tanto, en todos los casos, se rechazd la hipdtesis de que

las medias fueran iguales, es decir, existid una diferencia significativa en la actividad inhibidora

de los hidrolizados digeridos respecto al inicial (sin digerir), como asi lo reflejan los p-valores

inferiores a 0.05.

Tabla 9.1. Analisis simple de la varianza para los hidrolizados iniciales y digeridos para cada uno de los
tratamientos.

Suma de

Grados

Fuente de Promedio
variacion cuadrados . de cuadrados  calculada p-valor tabulada
(SS) libertad
Intragrupos 1974.25 2 987.12 6.416 0.032 5.143
R-S Intergrupos 923.07 6 153.85
Total 2897.32 8
Intragrupos 44290.71 2 22145.35 70.839 >0.01 5.143
R-T Intergrupos 1875.69 6 312.62
Total 46166.40 8
Intragrupos 7340.06 2 3670.03 9.452 0.014 5.143
R-ST  Intergrupos 2329.72 6 388.29
Total 9669.78 8
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Para determinar qué digestion altera la actividad de los inhibidores se empled el método de la
minima diferencia significativa (LSD), que permite comparar las actividades de las digestiones
(estomacal y completa) respecto de la del hidrolizado sin digerir. El resultado de este andlisis
se presenta en la Tabla 9.2 donde se muestra la minima diferencia significativa (LSD) para un
nivel de confianza del 95 %. Para que dos muestras sean estadisticamente significativas a ese

nivel de confianza, la diferencia entre sus medias debe ser mayor que el LSD.

Tabla 9.2. Andlisis de la minima diferencia significativa entre los hidrolizados iniciales y digeridos.

Muestra Contraste Diferencias Limite (5% LSD) Sig. diferentes
R-S Inicial — D. estomacal -27.89 +24.78 Si
Inicial = D. completa 6.15 +24.78 No
RT Inicial — D. estomacal -9.84 +35.32 No
Inicial = D. completa 143.65 +35.32 Si
R-ST Inicial = D. estomacal -33.74 +39.37 No
Inicial — D. completa 36.2 +39.37 No

Aunque como se observo en la Figura 9.3, en todos los casos pudo apreciarse un aumento de
la actividad inhibidora tras la digestién estomacal, sélo en el caso de R-S llegé a ser
significativa. La pepsina degradaria algunos péptidos no activos o de actividad inhibidora baja,
convirtiéndolos en péptidos activos, lo que haria disminuir el 1Cs,. En el caso del hidrolizado
producido con tripsina la digestion completa provocé un descenso muy acusado en la
actividad, aumentando en mas del 50 % el valor de ICs, del hidrolizado inicial. Debido a que la
digestion estomacal no generd un aumento significativo en la actividad inhibidora para los
hidrolizados R-T, se podria asumir que la mayoria de la actividad inhibidora provenia de los
péptidos que ya estaban en el hidrolizado original (R-T). Estos péptidos tendrian arginina o
lisina en la Ultima posicién del C-terminal, que podrian ser liberados si el péptido fuese atacado
por carboxipeptidasa A (exoenzima) durante la etapa de la digestiéon intestinal. Muy
probablemente la modificaciéon del tripéptido final de estos péptidos modificaria
sustancialmente la capacidad inhibidora, de modo que se empeoraria la capacidad inhibidora

de los mismos.

Por ultimo, los valores 1Cs, determinados para las digestiones de hidrolizados R-ST no fueron
estadisticamente distintos de los valores del hidrolizado original, lo que indicaria que la
actividad inhibidora no se vio afectada por la digestidn. Las variaciones detectadas en ICs
pudieron ser debidas a la degradacion de algunos péptidos activos, sin embargo no fueron

suficientes para disminuir considerablemente la actividad inhibidora.
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9.4. CONCLUSIONES

La digestion gastrointestinal completa simulada no provoca pérdidas significativas de la
actividad inhibidora del hidrolizado de la fracciéon proteica de caseinas de leche de cabra
cuando la enzima utilizada es subtilisina o la mezcla subtilisina y tripsina. Sin embargo se han

detectado pérdidas superiores al 50% en dicha actividad cuando la enzima utilizada es tripsina.
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10.1.PLANTEAMIENTO

Los péptidos inhibidores de ACE generados durante los procesos de hidrdlisis forman parte de
una mezcla muy compleja de péptidos, muchos de los cuales no poseen actividad inhibidora.
Por tanto, seria deseable llevar a cabo una etapa de purificaciéon con el objetivo de separar los
péptidos con buena actividad de aquellos inactivos. Entre las posibles alternativas descritas en
el apartado 2.4.1 de la “Introduccién”, en este trabajo se ha seleccionado la filtracion
tangencial. Este tipo de separacién es la mas adecuada para la purificacion de nutracéuticos,
debido, fundamentalmente, a razones econdmicas. Ademas el uso de membranas ceramicas

presenta ventajas frente a las orgdnicas, como también se ha sido indicado en este trabajo.

Debido a los buenos resultados de inhibicion de ACE y resistencia a la digestion obtenidos, el
hidrolizado de retenido producido con subtilisina y tripsina conjuntamente (R-ST) ha sido
seleccionado para estudiar el proceso de purificacién. Ademas, basdndose en los resultados
del andlisis de las fracciones obtenidas por cromatografia de exclusién de tamanos en el
capitulo 8, la maxima actividad de los hidrolizados se concentra en la fraccién de tamafio
inferior a 1.7 kDa. Para el estudio de la purificacién de péptidos se plantearan inicialmente dos
estrategias de filtracidon consistentes en dos filtraciones en serie con distintos tamafios de
corte. La primera etapa consistird en una filtracion por un tamano de corte superior al limite
establecido por las fracciones activas (1.7 kDa) con el objetivo de eliminar todos los péptidos
de mayor tamafio. Para la segunda etapa se seleccionara un tamafio de corte que permita

concentrar los péptidos activos de pequefio tamafio.

Para cada filtracién se estudiard cémo mejora la actividad inhibidora de las fracciones (filtrado
y retenido) obtenidas asi como las pérdidas de flujo de las membranas y su recuperacion tras

la limpieza.

10.2.PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Mediante una etapa previa de microfiltracién (0.14um), como la realizada en el capitulo 6, se
ha obtenido la fraccidn caseinica a partir de leche de cabra desnatada. El volumen necesario
para las filtraciones del estudio (>2 L), ha hecho necesario el empleo de un dispositivo
diferente al que se habia utilizado hasta el momento para la hidrélisis (montaje “B” del
epigrafe 4.3). La principal novedad es que el tanque de reaccidén se sumerge en un bafo

termostatizado. La hidrdlisis se ha realizado con la mezcla de subtilisina y tripsina,
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manteniendo las condiciones de operacion descritas en el capitulo 7: 3 h de reaccién, 50 eCy

unas concentraciones de enzima de 5 g/L para subtilisina y tripsina.

El hidrolizado de caseinas producido se ha sometido a un proceso de filtracién en serie a través
de dos membranas ceramicas tubulares. Es decir, como alimentacidn de la segunda etapa de
filtracion, se ha empleado el filtrado de la primera etapa. El dispositivo utilizado para cada
etapa de filtraciéon ha sido el detallado en el apartado 4.2.2. Previo a cada una de las
filtraciones, la membrana se ha sometido a un acondicionamiento consistente en circular agua
durante 1 h en recirculaciéon total y en las mismas condiciones de temperatura, velocidad de
circulacidn y presion transmembrana (AP) de la filtracidn. Las dos alternativas estudiadas han

sido:

I El hidrolizado ha sido filtrado en primer lugar por una membrana de 50 kDa (TAMI,
France) a 50 2C, con un caudal de 400 L/h (3.3 m/s) y una AP de 1 bar. Se ha operado
en modo de concentracion hasta alcanzar un factor de concentracién de 3. El filtrado
obtenido en esta primera etapa se ha ultrafiltrado de nuevo a través de una
membrana de 3 kDa (TAMI, France). En este caso la membrana tenia un solo canal, por
lo que el caudal empleado ha sido de 335 L/h, manteniéndose la temperatura a 50 C.
El tiempo de operacion esta limitado tanto por el ensuciamiento, se deben evitar
caidas de flujo mayores del 70 %, como por el peligro de crecimiento bacteriano en el
producto, limitandose el tiempo de operacién a 10 h.

Il. El procedimiento ha sido exactamente igual que el anterior, pero utilizando una

membrana de 15 kDa en la primera etapa de filtracion.

Durante cada una de las etapas, se ha hecho un seguimiento del flujo de filtrado como se
indica en apartado 4.2.2. Después de cada etapa de filtracidn, la membrana se ha sometido a
un proceso de limpieza (apartado 4.2.4) determinando posteriormente la eficacia de la misma
de acuerdo a la ecuacién (4.12). La actividad inhibidora de la alimentacién, asi como de las
corrientes de salida han sido evaluadas mediante el ensayo espectrofotométrico descrito en el

apartado 4.4.1.

10.3.RESULTADOS Y DISCUSION

Para llevar a cabo las ultrafiltraciones de este capitulo se empled el hidrolizado obtenido a
partir de 2 L de la fraccién proteica de caseinas con la mezcla de proteasas subtilisina +
tripsina. Los resultados de esta hidrélisis fueron muy similares a los obtenidos previamente

para el mismo tipo de hidrdlisis llevada a cabo en el reactor de 250 mL (capitulo 7). De hecho,
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las curvas de hidrdlisis de ambas reacciones (Figura 10.1) fueron practicamente idénticas,
alcanzando grados de hidrélisis muy similares: 32.5 % y 31.4 % para la hidrdlisis reactor

encamisado (dispositivo A) y recipiente en bafio (dispositivo B), respectivamente.

En este caso, el indice ICs, para el hidrolizado fue de 218.50 pg/mL, valor que no difiere del
obtenido para la hidrdlisis llevada a cabo en el reactor encamisado, 230.66 pig/mL. Por tanto,
se puede asumir que las diferencias entre los hidrolizado R-ST producidos con los dos

dispositivos experimentales fueron despreciables.
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Figura 10.1. Evolucién de DH para la hidrolisis de retenido con la combinacion de subtilisina y tripsina
en dispositivo de hidrdlisis A (linea de puntos) y B (linea continua).

Los resultados obtenidos para las dos estrategias de purificacion/concentracion por

membranas planteadas se discuten paralelamente a lo largo del capitulo.

10.3.1. Evolucion del flujo de permeado

En la Figura 10.2 y Figura 10.3 se muestra la evolucidon del flujo de permeado para cada una de
las etapas que componen las estrategias planteadas. En todos los casos se observa que el flujo
descendié con el tiempo y, aunque la velocidad de descenso se fue reduciendo, en ningln caso
se alcanzd un valor estacionario dentro del periodo de operacidn. Para las primeras etapas de
ambas estrategias (filtraciones de 50 y 15 kDa) se alcanzé el factor de concentracion 3. Sin
embargo, en las segundas etapas (3 kDa) no fue posible alcanzar factores de concentracion

altos vy, tras un tiempo de filtracién de aproximadamente 10 h, se detuvo la operacion.
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En el primer planteamiento propuesto (Figura 10.2), la membrana de 50 kDa sufrié una
pérdida de flujo de 11.56-10° a 4.59-10° Kg/(m®'s) durante las 5.2 h de operacién, lo que
supuso un descenso del flujo del 60.3 %. Para la etapa de 3 kDa la pérdida de flujo fue menos
acusada (38.8 %), alcanzando un flujo final de 0.791-10 Kg/(m*s) transcurridas 10.2 h de

operacion.
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Figura 10.2. Evolucién del flujo de filtrado para las dos etapas de la estrategia I: filtracién inicial por 50
kDa (a) y segunda etapa de filtracion de 3 kDa (b).

Para la estrategia Il, la membrana de la primera etapa (15 kDa) tuvo una pérdida de flujo del
51.5 %, pasando de 7.33-10° a 3.55-10% Kg/(m®s). Este descenso fue algo inferior al de la
membrana de 50 kDa usada en la primera estrategia. El tiempo para alcanzar el factor de
concentracidon deseado (FC = 3) fue 5.8 h, algo mas largo que en el caso anterior. El

comportamiento del flujo en la etapa de filtracién a través de 3 kDa fue muy parecido al de la
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primera estrategia, se detectd una caida de flujo del 37.3 % en las 10.2 h que se prolongd la

filtracion.
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Figura 10.3. Evolucion del flujo de filtrado para las dos etapas de la estrategia Il: filtracidn inicial por
15 kDa (a) y segunda etapa de filtracion de 3 kDa (b).

Los datos experimentales fueron ajustados por regresion no lineal a distintos modelos de
bloqueo de poro: bloqueo completo, bloqueo interno, bloqueo parcial y de torta de filtrado. En
la Figura 10.4 y Figura 10.5 se muestran los ajustes para las membranas de 50 kDa y 3 kDa,
respectivamente, ambas correspondientes a la primera estrategia propuesta. Mientras que los
ajustes de las membranas de la segunda estrategia (15 kDa y 3kDa) se representan en la Figura
10.6 y Figura 10.7. En cada una de ellas los datos experimentales son representados por

puntos y el ajuste se corresponde con la linea de color negro.
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Figura 10.4. Ajuste a modelo de bloqueo de poro completo (a), interno (b), parcial (c) y de torta (d)
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Figura 10.5. Ajuste a modelo de bloqueo de poro completo (a), interno (b), parcial (c) y de torta (d)
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Figura 10.6. Ajuste a modelo de bloqueo de poro completo (a), interno (b), parcial (c) y de torta (d)
para membrana 15 kDa (estrategia Il). Datos experimentales (0), modelo ajustado (—).
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Figura 10.7. Ajuste a modelo de bloqueo de poro completo (a), interno (b), parcial (c) y de torta (d)
para membrana 3 kDa (estrategia Il). Datos experimentales (0), modelo ajustado (—).
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Los datos de flujo observados fueron correctamente ajustados a los distintos modelos
matematicos, tan sdlo en el caso de la filtracion en la membrana de 3 kDa no fue posible
ajustar los datos al modelo de torta de filtrado. Los parametros de ajuste de los modelos para
las membranas de la estrategia | se presentan en la Tabla 10.1. Junto con estos valores se

obtiene el coeficiente de correlacidon que determina la bondad del ajuste.

Para la membrana de 50 kDa el mejor ajuste se obtuvo para el modelo de bloqueo completo
de poro. El ajuste al modelo de formacién de torta es el mas débil, obteniéndose un valor de

flujo inicial muy alto.

Para la membrana de 3 kDa no fue posible ajustar los datos al modelo de formacién de torta,
lo que es logico si tenemos en cuenta el pequefio tamafo de los solutos. Por este motivo, los
valores de los pardmetros que aparecen en la Tabla 10.1 son algunos de los valores iniciales
ensayados para ajustar el modelo. Para el resto de modelos se obtuvieron buenos ajustes,

destacando el modelo de bloqueo parcial.

Tabla 10.1. Parametros estimados para modelos de ensuciamiento de las membranas empleadas en la

estrategia I.
Jo - 10°%, Jim-10%,  k2-10°, K¢, ki - 10°, 4 2
Etapa  Modelo Kg/(m? <) Kg/(m?- s) g1 (kgs)®®  (m? s?)kg Ko, s R
Completo 12.26 0.04 5.64 0.9966
50 Interno 12.68 23.41 0.9926
kDa
Parcial 13.14 0.15 7.08 0.9818
F. Torta 24.96 0.44 2.13 0.9307
Completo 1.38 0.19 1.97 0.9915
3 Interno 1.40 0.008 0.9939
kDa
Parcial 1.44 0.14 18.21 0.9967
F. Torta* 2.50 0.009 40 -

Los parametros de ajuste de los modelos para las membranas empleadas en la segunda
estrategia propuesta, se presentan en la Tabla 10.2. Al igual que en la primera etapa de la
estrategia I, los mejores resultados para la membrana de 15 kDa se obtuvieron para los
modelos de bloqueo completo e interno. De hecho, el mejor ajuste para la primera etapa fue
el de bloqueo completo, con un R = 0.9850. Para este modelo el parametro J;, = 0, es decir la

membrana se colmataria progresivamente hasta reducir su flujo a 0.
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Los resultados obtenidos para la membrana de 3 kDa de la segunda estrategia son
practicamente los mismos que los obtenidos para la estrategia anterior. Sélo destacar que el
ajuste en este caso resulté algo menos exacto para los modelos de bloqueo completo y
bloqueo interno. El modelo de bloqueo parcial es el que mejor ajusté el sistema con unos
pardmetros muy similares a los encontrados para la filtracién de 3 kDa de la estrategia I. El
modelo de formacion de torta puede ser descartado, ya que no fue posible obtener una

solucidn que ajuste el modelo.

Tabla 10.2. Parametros estimados para modelos de ensuciamiento en las membranas empleadas en la

estrategia Il.
Etapa  Modelo Jo - 10% Jim - 10°, ks - 10°, Ks’, ki-10° ko, R?
p Kg/(m?- s) Kg/(m?- s) st (kg-s)®®  (m%s’kg s*
Completo 8.03 0 3.80 0.9849
15 Interno 8.21 0.005 0.9784
kDa
Parcial 8.50 0.08 6.83 0.9660
F. Torta 9.68 0.06 2.04 0.9353
Completo 1.41 0.19 2.09 0.9838
3 Interno 1.42 0.008 0.9868
kDa
Parcial 1.40 0.14 16.32 0.9906
F. Torta* 2.50 0.009 40 -

Muy probablemente tanto bloqueo completo como el bloqueo interno ocurran durante las
filtraciones. Sin embargo para las primeras etapas (50 kDa y 15 kDa), debido a la presencia de
moléculas de mayor tamafio en la alimentacién, el mecanismo predominante fue el de
bloqueo completo de poro. Los valores para el flujo inicial de permeado (J;) son coherentes
con el flujo observado y la permeabilidad de cada membrana. El flujo limite obtenido para el
modelo de bloqueo completo para ambas membranas fue muy pequefio o nulo, lo que indica
que la membrana podria seguir operando hasta bloquear todos los poros sin llegar a alcanzar
un estado estacionario. De acuerdo con el pardmetro k2, la “velocidad” de ensuciamiento fue
mayor para la membrana de 50 kDa que para la membrana de 15 kDa. Este hecho se confirma
por la mayor caida de flujo registrada para la membrana de 50 kDa durante el mismo tiempo

de operacion.

Por otro lado, en la segunda etapa (3 kDa) de cada estrategia, el modelo que mejor explicé el

comportamiento fue el de bloqueo parcial. Debido al menor tamafio de corte de la membrana,
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los péptidos no bloquearian permanentemente a los poros y se produciria una dindmica de
bloqueo-desbloqueo durante la filtracién. Un sistema responde a este modelo cuando los
tamanfios de soluto y poro son similares. En este caso, como se destacé en capitulos anteriores,
muchos de los péptidos obtenidos en los hidrolizados tenian tamafios inferiores a 1.7 kDa, por
lo que tras eliminar los solutos de mayor tamafio en la primera etapa (50 o 15 kDa), los
tamafios moleculares de los solutos presentes serian similares al tamafo de los poros. De
acuerdo con los datos obtenidos, para estas filtraciones si se alcanzaria un J;, y por tanto el
estado estacionario en el que no se produciria mas ensuciamiento. En la operacién de filtrado
a través de 3 kDa se obtuvieron, en la parte final de la filtracion, flujos cercanos a este flujo

limite.

10.3.2. Estudio de la etapa de limpieza

Una vez finalizadas cada una de las etapas de filtracién se procedid a limpiar la membrana. El
objetivo de la etapa de limpieza es eliminar el “fouling” o ensuciamiento generado durante la
filtracidn de forma que la membrana vuelva a tener caracteristicas filtrantes similares a las que
tenia antes de la filtracién. En la Figura 10.8 y Figura 10.9 se representan los flujos de filtrado
para distintos valores de presidn transmembrana obtenidos para las membranas de Ia
estrategia | y Il, respectivamente. En cada grafica se representan los valores de flujo para la
membrana sucia (0) y después de la limpieza (A). La pendiente de estas rectas seria la

permeabilidad de la membrana en cada caso.

Para la estrategia | (Figura 10.8), la permeabilidad de la membrana aumenté tras la limpieza,
volviendo a un valor muy parecido al que tenia la membrana antes de la filtracidn (linea
discontinua). Los valores de permeabilidad obtenidos después de la limpieza fueron 0.1208 y
0.0238 Kg/(m*-s-bar) para las membranas de 50 y 3 kDa, respectivamente. En el caso de la
estrategia Il, el comportamiento fue muy similar, la etapa de limpieza consiguié eliminar la
suciedad depositada durante la filtraciéon de modo que las lineas de calibracién para la
membrana virgen y para la membrana después de la limpieza estdn practicamente
superpuestas, obteniéndose permeabilidades de 0.0420 y 0.0238 Kg/(m”s-bar para

membranas de 15 y 3 kDa, respectivamente.

168



Purificacidn de péptidos inhibidores de ACE con membranas

(a) (b)

0.2 - 0.04 -
Z
P/ P
. - &
0.15 P 0.03 ,
Y 4
—_— Y/ —_— .
w y) (7]
o~ y (]
E 0.1 - £ 0.02 ~
S~ Va S~
2 2
0.05 4 0.01 A
O
O T T 1 0 T T 1
0 0.5 1 1.5 0 0.5 1 1.5
AP, bar AP, bar

Figura 10.8. Flujo de agua frente a presidon transmembrana para las etapas de la estrategia I: 50 kDa
(a) y 3 kDa (b). Flujo antes de limpieza (o), después de la limpieza (A ) y permeabilidad de membrana
virgen (linea discontinua).
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Figura 10.9. Flujo de agua frente a presion transmembrana para las etapas de la estrategia Il: 15 kDa
(a) y 3 kDa (b). Flujo antes de limpieza (o), después de la limpieza (A ) y permeabilidad de membrana
virgen (linea discontinua).

En la Tabla 10.3 se presentan las resistencias total (R;) y de ensuciamiento (R;) de las
membranas utilizadas en el estudio. Para cada membrana se determind la resistencia inicial
(membrana virgen), la resistencia de la membrana después de la filtracion (membrana sucia) y
la resultante después de la limpieza con alcali (membrana limpia). Esto permitié evaluar la

eficiencia del tratamiento de limpieza (E).
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Tabla 10.3. Resistencias e indices de eficiencia de limpieza para las membranas ensayadas.

. 2 Ry Re
Estrategia Membrana Ag, m Etapa (m%s -bar/kg) (m%s -bar/kg) E, %
Inicial 8.2761 0
50 kDa 0.0094 Post- filtracion 18.8608 10.5847 97
NaOH 8.5334 0.2573
' Inicial 42.0441 0
3 kDa 0.0042 Post- filtracion 72.7811 30.7370 97
NaOH 42.9138 0.8698
Inicial 23.8112 0
15 kDa 0.0094 Post- filtracion 46.3632 22.5520 99
NaOH 24.0042 0.1930
I nicial 42.0441 0
3 kDa 0.0042 Post- filtracion 67.1533 25.1093 96
NaOH 42.9138 0.8698

De acuerdo con los indices de eficacia obtenidos (Tabla 10.3), el procedimiento de limpieza
ensayado fue eficiente, lo que permitié recuperar la permeabilidad de las membranas, en
todos los casos con valores de eficacia superiores al 95 %. Las menores recuperaciones se
detectaron en las membranas de 3 kDa ya que, debido a su pequeiio tamafio de poro, los
depdsitos formados son mas dificiles de extraer. Los resultados obtenidos en este trabajo
estan en la misma linea que los obtenidos por Barlett et al. (1995), quienes establecieron que
el tratamiento con NaOH resultaba efectivo para recuperar membranas cerdmicas tras la
filtracion de leche. Esta capacidad de limpieza se atribuyd a la capacidad de la solucidn alcalina

de solubilizar los depésitos de proteina.

10.3.3. Actividad inhibidora de ACE de las fracciones

Para determinar como afectan las filtraciones a la actividad inhibidora de ACE, se determind el
tanto por ciento de variaciéon del pardmetro ICs, de cada una de las corrientes obtenidas
(retenido y filtrado) al final del proceso respecto del ICsy de la alimentacién. Las variaciones
negativas indicarian un descenso del ICsy y por tanto, una mejora en la inhibicion de ACE
respecto a la alimentacidn. En la Tabla 10.4 aparecen los porcentajes de mejora para cada una

de las etapas ensayadas, asi como la concentracion proteica de cada fraccion.
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Tabla 10.4. Contenido en proteina y mejora de la actividad inhibidora de las fracciones obtenidas en
cada etapa de filtracion.

Estrategia Membrana Corriente Proteina (g/L) variacion
en ICxy
Alimentacion 43.97
50 kDa Retenido 73.80 100.2%
I Filtrado 27.16 -30.7%
Alimentacion 27.16
3 kDa Retenido 27.77 27.9%
Filtrado 30.32 3.4%
Alimentacién 41.71
15 kDa Retenido 72,77 88.3%
Filtrado 33.07 -15.7%
! Alimentacién 33.07
3 kDa Retenido 36.95 27.4%
Filtrado 32.66 -2.9%

Atendiendo a los datos de proteina obtenidos, las primeras etapas de ambas estrategias (50 y
15 kDa) produjeron un retenido con una concentracién alta de proteina. Sin embargo, la
proteina concentrada en estas fracciones tuvo una actividad inhibidora menor que la del
hidrolizado inicial, ya que el 1Csq sufrié incrementos del 100 % y el 88 %, respectivamente. Es
decir, los péptidos presentes en el retenido requieren concentraciones mayores para inhibir la
actividad de ACE al 50 %. El enriquecimiento en péptidos de mayor tamafio con poca actividad
inhibidora en el retenido explicaria este comportamiento. Por el contrario, las fracciones del
filtrado, a pesar de no tener una concentracidn en proteina elevada, presentaron unos valores
de ICsp un 30 % (filtrado 50 kDa) y un 15 % (filtrado 15 kDa) menores que los de la

alimentacién, lo que supone una purificacidon considerable de los péptidos activos.

La filtracion del filtrado obtenido en la primera etapa a través de una membrana de 3 kDa no
proporciond una mejora apreciable en la capacidad inhibidora de las fracciones. Esto pudo ser
debido a que los pequefos péptidos activos que contenia la alimentacidén de esta segunda
etapa, fueron capaces de atravesar la membrana, manteniendo la actividad inhibidora a

ambos lados de la membrana.

Otro de los problemas que se detectaron fue que a la presidn de trabajo (1 bar) no fue posible
alcanzar factores de concentracién altos, ya que el flujo de filtrado era muy pequefio y tras 10
h de operacién se alcanzé un factor de concentracion de 1.2. Este factor de concentracién bajo
pudo influir en que no se observaran diferencias apreciables entre las etapas de 3 kDa de las

dos estrategias.
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Por tanto, para la purificacién de los péptidos activos la mejor opcidn seria una filtracion a
través de 50 kDa que mejoraria un 30 % la actividad inhibidora. Una segunda filtracién
consecutiva a través de 3 kDa no produce una mejora suficiente. El filtrado obtenido en la
filtracion de 50 kDa puede ser concentrado por evaporacién o bien empleando una etapa de
nanofiltracién que eliminaria agua e iones monovalentes como Na* mientras que los péptidos
activos se concentrarian en el retenido. El producto concentrado podria ser estabilizado

mediante secado por atomizacién.

10.4. CONCLUSIONES

La filtracién tangencial con membranas ceramicas de 50 kDa de la fracciéon proteica de
caseinas de leche de cabra hidrolizada con una mezcla de subtilisina y tripsina, responde al
modelo de colmatacién de bloqueo completo de poro. Esta filtracion es un método adecuado
para la purificacion de péptidos inhibidores de ACE, ya que logra obtener mejoras en la
capacidad inhibidora (ICs,) del 30 % para factores de concentracion de 3. Sin embargo, una
segunda etapa de filtracion mediante membranas de 3 kDa no mejora los resultados
obtenidos. Las caracteristicas filtrantes de las membranas utilizadas se recuperan al 97%

mediante limpieza alcalina en condiciones standard.
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Secado por atomizacién de péptidos inhibidores de ACE

11.1. PLANTEAMIENTO

El secado del hidrolizado proporciona ventajas interesantes para la comercializacién del
producto. Por un lado al eliminar la mayor parte del agua, aumenta la estabilidad del producto
frente a la proliferacién de microorganismos, evitando en la mayoria de los casos la necesidad
de refrigeracion del producto. A su vez, se reducen los costes de almacenamiento y transporte
tanto por la disminucidn de volumen como por las ventajas de trabajar con sdélidos en lugar de

con liquidos.

En este capitulo se estudiara la estabilizacion de los hidrolizados bioactivos mediante el secado
por atomizacion. Para ello se determinard cémo influyen dos de los pardmetros mas
importantes en este tipo de secado, la temperatura de entrada del aire (T) y el caudal de
alimentacién (Q), sobre distintas variables de salida como temperatura de salida (Ts),
rendimiento (R), humedad (H) y actividad inhibidora de ACE (ICso). Mediante el ajuste a

modelos matematicos es posible optimizar cada una de estas variables.

11.2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Al igual que en el estudio de purificacidon de péptidos activos, el hidrolizado seleccionado para
estos experimentos ha sido el producido a partir de la fraccidon proteica de caseinas con la
combinacion de subtilisina y tripsina. Como se detallé previamente, el retenido obtenido
mediante ultrafiltracion por membrana de 0.14 um (capitulo 6), se ha hidrolizado con
subtilisina y tripsina (5 g/L) durante 3 h de acuerdo a lo indicado en el apartado 4.3. El
hidrolizado necesario (2L), se ha generado en un solo experimento, una vez producido se ha

conservado a 4 2C hasta completar todos los experimentos de secado.

La operacion de secado se ha llevado acabo como se detalla en el apartado 4.9 de “Materiales
y métodos”. Para determinar el efecto de las variables de entrada, Ty Q, sobre las de salida,
Ts, Ry ICso, se ha empleado un disefio factorial 3* con 3 repeticiones del punto central. Los
experimentos se han llevado a cabo de forma aleatoria. Los niveles de T (170, 200, 230 2C) han
sido elegidos de acuerdo a las temperaturas recomendadas para el secado de leche (Bylund,
2003; Brenan, 2006). Los niveles de Q (4, 8, 12 mL/min) cubren un amplio rango permitiendo
que el producto se transforme en polvo sin que haya problemas de condensacién en la cdmara

de secado.
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El andlisis se ha llevado a cabo mediante superficies de respuesta (RSM), las variables de salida

(Y) se relacionan con las de entrada mediante un polinomio de segundo orden:
Y=b+b -T+b,-Q+b,-T?°+b,-T-Q+h,,-Q? (11.1)

Mediante un analisis ANOVA se ha determinado la relevancia estadistica de cada uno de los
coeficientes, asi como la del modelo. EIl modelo ajustado mediante RSM ha permitido la
optimizacidn de las variables de salida, mediante la determinacién de las variables de entrada

gue maximizan las variables de salida.

11.3.RESULTADOS Y DISCUSION

Un dnico hidrolizado de 2L fue necesario para realizar el estudio del secado. La repetitividad de
proceso de hidrdlisis permitié obtener un hidrolizado con las mismas caracteristicas que el
obtenido en el capitulo “Caracterizacion e identificacion de péptidos inhibidores ACE” (capitulo
10). El hidrolizado presentd un valor ICso de 218.5 pg/mL y su contenido en sélidos fue del 18.4
% (w/w).

En la Tabla 11.1 se muestran los 11 experimentos llevados a cabo para el estudio del proceso
de estabilizacidn, asi como el valor experimental para las variables de salida obtenido para

cada uno de ellos.

Tabla 11.1. Diseio experimental y valores medidos par a las variables de salida

Var. Entrada Var. Salida
Bxp.  Tec S Ts,°C  R,%  H,% ulgc/?ﬁl
1 230 4 152 5.9 5.7 270.46
2 170 4 110 425 7.2 264.21
3 200 8 108 30.6 5.7 242.36
4 200 12 95 26.1 6.8 260.08
5 170 12 86 201 9.1 234.09
6 230 8 136 11.1 4.3 280.90
7 170 8 93 32.3 4.6 298.13
8 200 8 114 29.4 5.0 252.89
9 230 12 121 11.1 55 304.39
10 200 8 116 27.0 6.5 286.02
11 200 4 133 16.6 4.8 299.01
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11.3.1. Temperatura de salida del aire

Una de las variables que no se pueden fijar, pero que pueden afectar directamente a la calidad
final del producto es la temperatura del aire a la salida del secadero. Como se puede
comprobar en la Tabla 11.1, los valores observados para Ts abarcaron un amplio rango, desde
temperaturas bajas (86 °C) adecuadas para el secado de la leche (Brenan, 2006) a
temperaturas mucho mayores (152 2C) que podrian generar degradaciones indeseadas. Por lo
tanto, es deseable tener un modelo que permita predecir esta temperatura de salida del aire
de acuerdo con las condiciones de trabajo con el fin de controlar Ts. Para ello, los datos

experimentales obtenidos, se ajustaron a la siguiente ecuacion:

Ts =109.6374-0.3629-T —3.0373-Q +0.0029-T?

(11.2)
~0.0146-T -Q +0.1299 - Q?

El efecto de las variables de entrada se puede observar en la Figura 11.1. Como era de esperar,
cuando el resto de variables permanecieron constantes, cuanto mayor fue la temperatura de
entrada, mas elevada fue la temperatura de salida. Obviamente, si se trabajara a caudal
constante, un aumento de la temperatura de entrada provocaria un aumento de la
temperatura de salida ya que la energia consumida para la evaporacién no varia. Por el
contrario, como se observa en la Figura 11.1b, Ts disminuyé al aumentar el caudal de
alimentacién. Es decir, para una misma temperatura de entrada, al aumentar el caudal se
produjo un descenso en Ts. Esto se debid a que una mayor cantidad de energia fue necesaria
para evaporar el incremento de agua originado al trabajar a un caudal mayor. Esta energia fue

tomada de la corriente de aire y, por tanto, descendioé su temperatura de salida.
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Figura 11.1. Efecto de la temperatura de entrada (a) y el caudal de alimentacién (b) sobre la
temperatura de salida.

Realizando un analisis de la varianza al modelo (Tabla 11.2) se pudo comprobar que Ts se vio
afectada por los términos lineales de las dos variables de entrada, ya que sus p-valores fueron
menores a 0.05. El modelo proporciond una muy buena aproximacion a los datos
experimentales, atendiendo a su coeficiente de correlacién (R® = 0.98) fue capaz de explicar el

98 % de la variacion observada en Ts.
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Tabla 11.2. Coeficientes de regresion y ANOVA para la temperatura de salida del aire.

Suma de

Coeficiente cuadrados p-valor
Indep. 109.6374
T -0.3629 2400.000  <0.001
Q -3.0373 1441500  <0.001
T? 0.0029 16.849 0.350
T-Q -0.0146 12.250 0.420
Q* 0.1299 10.949 0.444
Modelo 3881.548  <0.001
Residuos 79.434
Total (Corr.) 3970.910

R? = 0.980; Error estandar de estimacién = 3.99; Media de error absoluto = 2.42

Representando los valores experimentales frente a los calculados (Figura 11.2) se puede
comprobar la calidad del ajuste. Todos los puntos se encuentran practicamente sobre la
diagonal y ninguno sale fuera de las lineas discontinuas que marcan el 10 % de desviacion
respecto a la diagonal. El ajuste conseguido fue mucho mejor que otros descritos en

bibliografia (Kurozawa et al., 2011)

170 s
y=0.9800x +22986 .
R2 = 0.9800 o

150 -

130 +

110 A

Ts cal, °C

70 9 110 130 150 170
Ts exp, °C

Figura 11.2. Valores calculados y experimentales de la temperatura de salida de aire.

La temperatura de salida no es una variable a optimizar, ya que normalmente supone una
restriccion en si misma. Por ello es especialmente interesante el grafico de contorno para Ts
(Figura 11.3), donde se representa cada nivel de Ts en funcién de las variables que podemos

controlar (T y Q). De esta forma cuando se establezca una limitacion de temperatura de salida
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concreta se puede ver claramente cudles serian los limites de T y Q que no se pueden

sobrepasar.

22 U L L P B I o
I 1 800
|90 l 90.0
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c | 1 1100
E ¢ 1 120.0
J gt i
g °f 1 1300
g | 120 1 1400
sl 1 1500
I 140 ]l 1600
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170 180 190 200
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Figura 11.3. Grafico de contornos para la temperatura de salida (2C) del aire en el secadero de
atomizacion.

Por ejemplo, la mayoria de autores (Brenan, 2006) coinciden en que es recomendable evitar
temperaturas de salida superiores a 100 2C para la produccién de leche en polvo. Para
conseguir esto, de acuerdo con la Figura 11.3, si se trabaja en las condiciones mas suaves a la
entrada (T = 170) el caudal de alimentacién no debe ser inferior a 6.6 mL/min. Mientras que
para que Ts no supere los 100 °C cuando se bombea el mayor caudal ensayado (Q = 12

mL/min), la temperatura del aire a |la entrada debe ser inferior a 202 °C.

Aunque hasta el momento no se han establecido valores de temperaturas maximas tolerables
para los péptidos inhibidores de ACE, temperaturas elevadas podrian ocasionar pérdida de
poder inhibidor. Posteriormente, punto 11.3.4, se discutird el efecto de estas temperaturas

sobre la actividad inhibidora.

11.3.2. Rendimiento

Durante el proceso de secado parte del producto seco se pierde, es decir el producto queda
retenido en el sistema imposibilitando su recuperacién. El hidrolizado seco puede quedar
adherido en la parte superior del secadero y en las paredes de la cdmara de secado. El

rendimiento del proceso de secado se define como el la proporcion de los sdlidos recuperados.
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ms
m.

R= x100 (11.3)
donde m; es la masa de sdlidos secos obtenidos tras el proceso de secado y m; es la masa de
solidos secos que han sido introducidos en el secadero en forma de disolucion. Los valores de
rendimiento obtenidos experimentalmente (Tabla 11.1) oscilaron entre 5.9 y 42.5 %, lo que
indica la fuerte variabilidad que tiene dependiendo de las condiciones de operacién. Por tanto,
desde un punto de vista econdmico, es fundamental establecer la relacién entre las variables
de entrada (Ty Q) y el rendimiento para poder optimizar el proceso. Los datos experimentales

se ajustaron a la siguiente ecuacidn polindmica de segundo orden:

R=-12.2146+1.0842-T —7.6107-Q —0.0048-T >

(11.4)
+0.0599-T-Q — 0.2956 - Q2

En la Figura 11.4 se representa cdmo varié el rendimiento al modificar cada una de las
variables de entrada. El aumento en la temperatura de entrada del aire fue perjudicial para el
rendimiento. Este comportamiento fue igualmente observado en otros estudios (Kurozawa et
al., 2011). Para alimentos con alto contenido en azlcares, el aumento de la temperatura del
aire a la entrada debe ser controlado, ya que puede dar lugar a particulas con gran poder de
adherencia que se quedarian pegadas a las paredes del secadero reduciendo el rendimiento.
Para un contenido en humedad dado, una particula pasa a ser pegajosa por un aumento de
temperatura, la temperatura a la que ocurre esta transicién se conoce como temperatura de
pegajosidad o temperatura de punto pegajoso. En alimentos con azucares, esta temperatura
se suele relacionar con el punto de transicion vitrea. La temperatura de transicién vitrea (Tg)
se define como la temperatura a la que polimeros amorfos o parcialmente cristalizados pasan
de un estado pseudo-fluido o gomoso a un estado pseudo-sdlido o vitreo y viceversa. Aunque
ambas temperaturas no coinciden, si existe una diferencia constante entre ambos valores
(Hennigs et al., 2001). Asi, para que un producto comience a comportarse de forma pegajosa

se debe superar su Tg en un valor determinado.

La temperatura de pegajosidad es un pardmetro mas practico para la determinacién de los
depdsitos generados en las paredes de los secaderos por atomizacion. Hennigs et al. (2001)
establecieron las temperaturas de pegajosidad para leche desnatada en funcién de la
humedad residual. Con esos datos y teniendo en cuenta que la humedad media de los
hidrolizados secos fue de 5.7 %, podriamos concluir que la temperatura de pegajosidad para

nuestro producto seria aproximadamente de 50 °C. Por otra parte, Hogan et al. (2010),
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establecen que para una leche desnatada con una humedad cercana al 6 %, la Tg se alcanzaria
un valor de 40 2C. Ademas, en este estudio se comprobd cémo la temperatura a la que
comenzaria a producirse la transicion al estado pegajoso estd influenciada por Ia
concentracién de proteina. Esto se debe a que la presencia de compuestos de elevado peso
molecular aumentaria la temperatura a la que el producto comienza a comportarse de forma
gomosa. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos por Hogan et al. (2010), se puede
estimar que para una leche en polvo con una concentracion de proteina similar a la de
nuestros hidrolizados (33 %), el incremento de temperatura sobre Tg necesario para pasar a
estado gomoso seria de 25 2C. Por tanto, comenzariamos a tener problemas con el producto a
partir de 65 2C. De acuerdo con estos estudios, mientras mayor sea la diferencia entre la
temperatura de salida del aire y los 65 2C, mayor sera el grado de pegajosidad y, por tanto,

menor el rendimiento obtenido en el proceso.

En general, caudales bajos mejoraron el rendimiento del proceso. Este comportamiento se
debid a que las gotas atomizadas a caudales bajos fueron de menor tamafio y su superficie
especifica fue mayor, lo que mejoré la eficiencia de la transferencia de materia y energia entre
el fluido atomizado y el aire de secado. Al producirse un secado rapido del agua se forma una
capa sélida en la superficie, la formacién de esta superficie sélida dificulta la adhesidn de las
particulas en las paredes del secadero. Ademds, cuando se emplean caudales de alimentacion
altos se podria generar condensacion en la cdmara de secado debido a que no es posible
evaporar toda el agua que contiene la alimentacion, por lo que el rendimiento final se veria
reducido. Este comportamiento ha sido descrito por diversos autores (Tonon et al., 2008; Cai y
Corke, 2000). Sin embargo, como se observa en la Figura 11.4a, a altas temperaturas el
rendimiento aumentd con el caudal de alimentacion. Esto pudo ser debido a que a altas
temperaturas el secado es relativamente bueno, incluso trabajando a altos caudales. De
acuerdo con lo visto anteriormente, Ts disminuyd al aumentar el caudal, reduciéndose asi la
diferencia con Tg y, por tanto, disminuyendo igualmente la capacidad de adhesién de las

particulas (Kurozawa et al., 2011).
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Figura 11.4. Efecto de la temperatura de entrada (a) y el caudal de alimentacién (b) sobre el
rendimiento.

De acuerdo con el andlisis ANOVA realizado al modelo (Tabla 11.3), los efectos

significativamente relevantes fueron el lineal de temperatura y el de interaccion.
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Tabla 11.3. Coeficientes de regresion y ANOVA para rendimiento.

Coeficiente Suma de p-valor
cuadrados

Indep. -8.2527
T 1.0344 742.578 0.004
Q -7.2669 9.688 0.580
T? -0.0047 44.696 0.260
T-Q 0.0577 191.764 0.047
Q* -0.2869 53.388 0.224
Modelo 1042.115 0.023
Residuos 138.833
Total (Corr.) 1216.500

R? = 0.886; Error estandar de estimacion = 5.27; Media de error absoluto = 3.00

La relevancia del modelo (p = 0.023) indica que la variabilidad observada en el rendimiento no
es fruto del azar, es decir, las variables independientes son las que determinan el valor de la
variable de salida. El modelo ajusté los datos adecuadamente, siendo capaz de explicar el 88.6
% de la variabilidad observada. Como en estudios anteriores, al representar los valores
calculados frente a los experimentales (Figura 11.5) se puede observar como los puntos se
sitian en la zona cercana de la diagonal. Sélo algunos puntos se situan fuera de las lineas

discontinuas que marcan el 10 % de desviacioén frente a la diagonal.

50 7
y =0.8859x + 2.6216 s

R? = 0.8859
40 -

30

Rcal, %

10 ~

Figura 11.5. Valores calculados y experimentales para el rendimiento.

En el grafico de contorno (Figura 11.6) se puede comprobar cémo aumentaria el rendimiento
al disminuir T y Q, hasta alcanzar un 6ptimo a 170 2C y 4.35 mL/min. Como se observa, el

maximo se encontraria a la minima temperatura ensayada mientras que, para el caudal, el
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Optimo se encontraria algo por encima del menor valor ensayado. El valor del rendimiento

para este Optimo seria del 38.4 %.
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Figura 11.6. Grafico de contornos del rendimiento (%) del secado por atomizacion.

Dependiendo del producto a secar el rendimiento del proceso puede variar de forma
considerable. Por ejemplo, Telang y Thorat (2010) obtuvieron rendimientos muy altos, entre
48.89 y 80.24 % para fermentados de leche de soja. Valores menores, 60 %, fueron registrados
por Fernandez-Pérez et al. (2004) en el secado de un preparado de sopa. En cuanto a los
resultados obtenidos para productos hidrolizados, el rendimiento de los hidrolizados de
pescado suele estar comprendido entre el 10-15 % (Abdul-Hamid, 2002). Kurozawa et al.,

(2011) obtuvieron rendimientos de hasta el 74 % para hidrolizados de carne.

No se han podido encontrar referencias que indiquen el rendimiento de procesos de secado de
hidrolizados de leche. El rendimiento obtenido en este trabajo fue menor que el obtenido para

hidrolizados de carne pero fue muy superior al obtenido en hidrolizados de pescado.

Una posible forma de aumentar el rendimiento del proceso seria efectuar una concentracion
previa mediante evaporadores (de vacio, multiefecto, pelicula descendente, etc.). Si la
concentracién en sdlidos fuera mayor, el agua a evaporar para un caudal dado seria menory,
por tanto, se podria trabajar a menores temperaturas. Lo que favoreceria por una parte el
ahorro energético y por otra mejoraria el rendimiento debido a que el producto seria menos
pegajoso, ya que la diferencia entre temperatura del producto y la temperatura de transicion
vitrea seria menor. Sin embargo, seria necesario considerar si el potencial aumento en el

rendimiento y el ahorro energético originado al trabajar a menores temperaturas es suficiente
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como para compensar el gasto que supone una etapa de evaporacidn previa al secado por

atomizacion.

11.3.3. Humedad del hidrolizado seco

La humedad final del producto es una caracteristica importante desde el punto de vista de la
estabilidad, ya que evita la proliferacion de microorganismos. Los datos obtenidos en el
estudio (Tabla 11.1) estuvieron comprendidos entre 4.3 y 9.1 %. Estos valores fueron algo
superiores a los obtenidos por Birchal et al. (2005) para leche en polvo que obtuvieron valores
comprendidos entre 5.3 y 6.4 %. Humedades aln mas bajas (1.22 — 4.5 %) fueron obtenidas en
el secado de leche de soja (Telang y Thorat, 2010). Mientras que para hidrolizados de

concentrado de lactosuero se obtuvieron humedades cercanas al 5 % (Yoo et al., 2009).

De forma general, se considera que una humedad inferior al 10 % inactiva microorganismos y
enzimas, aunque humedades inferiores al 5 % son recomendables para conservar las

propiedades nutricionales y organolépticas de los alimentos.

Los datos observados para las humedades se ajustaron a la siguiente ecuacién cuadratica:

H =6.3637 +0.0237-T —0.2787-Q —0.00005-T?

(11.5)
—0.0044-T -Q+0.0817 - Q2

De acuerdo con esta ecuacion, los efectos de las variables de entrada sobre la humedad
pueden observarse en la Figura 11.7. Al aumentar la temperatura de entrada del aire se
produjo un descenso en el valor de la humedad final. Resultados similares han sido descritos
por diversos autores (Telang y Thorat, 2010; Yoo et al., 2009). EIl aumento de T provoca un
incremento en la diferencia entre la temperatura del aire y de la alimentacidn, lo que genera
una mayor fuerza impulsora para la eliminacién de humedad. Ademas a mayor temperatura,
mayor capacidad de absorber agua tiene el aire (menor humedad relativa). Todo ello provoca

que se generen productos con menor humedad residual.

En la Figura 11.7b se puede observar como caudales elevados generaron productos con alta
humedad. Habitualmente, las menores humedades son obtenidas a los caudales mas bajos
(Telang y Thorat, 2010) debido a que a caudales altos las gotas atomizadas son de mayor
tamano (Filkova et al., 2006) lo que prolonga el tiempo de secado y como resultado la
humedad final del producto seco es mayor. Contrariamente, con el modelo obtenido parece
haber un valor de Q que minimiza la humedad y que no se corresponde con el menor valor de

Q ensayado.
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Figura 11.7. Efecto de la temperatura de entrada (a) y el caudal de alimentacién (b) sobre la humedad.

Mediante un andlisis ANOVA (Tabla 11.4) se comprobd que ninguno de los coeficientes
determinados para el modelo era significativo. Ademas, el p-valor del modelo fue mayor de
0.05, lo que indicaria que no se puede rechazar la hipdtesis de que las variaciones observadas
se deban a otros factores y o al azar. Resultados similares fueron descritos por Birchal et al.
(2005) en el secado por atomizacidon de leche. Los autores emplearon un amplio rango de
niveles para la temperatura de entrada y de caudal de alimentacion, sin embargo, no
encontraron variaciones significativas en la humedad de los distintos hidrolizados secos

obtenidos.
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Tabla 11.4. Coeficientes de regresion y ANOVA para humedad.

Coeficiente Suma de p-valor
cuadrados

Indep. 6.3637
T 0.0237 4.860 0.117
Q -0.2787 2.282 0.251
T? 0.00005 0.004 0.956
TQ -0.0044 1.103 0.408
Q? 0.0817 4.333 0.134
Modelo 12.582 0.256
Residuos 6.768
Total (Corr.) 19.602

R? = 0.655; Error estandar de estimacion = 1.16; Media de error absoluto = 0.62

A pesar de la falta de relevancia del modelo, éste conseguiria explicar el 65.5 % de los datos
experimentales. Como se observa en la Figura 11.8, donde se comparan valores
experimentales y calculados, la linea de ajuste se desvia de la diagonal aunque la mayoria de
los puntos se encuentran dentro de las lineas que marcan el 10 % de desviacidn respecto a la

diagonal.

14 1 y=0.6547x + 2.0464
i R? = 0.6547
10 -
X 8 - 145""
T 6 @”6
T 4 . o
24 &
"'.‘
0 T T
0 5 10 15
H exp, %

Figura 11.8. Valores calculados y experimentales para la humedad.

La ecuacion polindmica no resulté adecuada para modelar el comportamiento de la humedad

del producto seco.
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11.3.4. Actividad inhibidora

Las altas temperaturas alcanzadas en el secado podrian alterar los péptidos que componen el
hidrolizado provocando una pérdida de la actividad inhibidora. Para determinar cémo afectan
las variables de operacion sobre la actividad inhibidora, a cada muestra secada se le determiné
su ICsp (Tabla 11.1). El mejor valor ICsy obtenido fue 234.09 pg/mL mientras que el mas

desfavorable fue 304.39 pg/mL.

Para poder conocer la influencia de las variables de proceso (T y Q) sobre la actividad

inhibidora del producto final se ajustaron los datos experimentales a un modelo cuadratico:

IC,, =817.6616 —4.8430-T —21.7981-Q +0.0106 - T?

(11.6)
+0.1064-T -Q —0.0257 - Q>

En la Figura 11.9 se representa el efecto que las variables de entrada tienen sobre la capacidad
inhibidora de los productos secos. Los valores altos de temperatura empeoraron la actividad
inhibidora, sin embargo, a caudales bajos no hubo tantas diferencias entre temperaturas. Del
mismo modo, caudales altos generaron hidrolizados con menor poder inhibidor, aunque a

temperaturas elevadas el comportamiento se invertia.
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Figura 11.9. Efecto de la temperatura de entrada (a) y el caudal de alimentacién (b) sobre la actividad
inhibidora (IC5,) de los hidrolizados secos.

El resultado del analisis ANOVA realizado para el modelo se resume en la Tabla 11.5. Como en
el caso anterior, ninguno de los coeficientes presenté un p-valor inferior a 0.05. Del mismo
modo, el modelo resultd no significativo (p > 0.05), lo que indicaria que no se puede rechazar
la hipdtesis nula de que la variable de salida no estd influenciada por las variables
independientes. Es decir, no se puede descartar que las variaciones observadas se deban al

azar.
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Tabla 11.5. Coeficientes de regresion y ANOVA para la actividad inhibidora.

Coeficiente Suma de p-valor
cuadrados

Indep. 817.6616

T -4.8430 358.226 0.504
Q -21.7981 81.8677 0.745
T 0.0106 231.561 0.588
T-Q 0.1064 652.475 0.376
Q* -0.0257 0.429 0.981
Modelo 1324.558 0.842
Residuos 3456.075

Total (Corr.) 4792.660

R? = 0.279; Error estandar de estimacién = 26.29: Media de error absoluto = 15.19

El coeficiente de correlacion obtenido fue muy bajo, el modelo tan sélo fue capaz de explicar el
27.9 % de los datos experimentales. En la Figura 11.10 se puede ver la dispersion de los datos
calculados frente a los experimentales, el ajuste de los mismos se desvia considerablemente

del ideal, que se corresponderia con la diagonal.

350 S
y=0.2789x +197.0289 .~ .~
R'=02789 .
300 -
£ 002
E; Gas?To
'_3: 250 - //,//9///,,
200
150 ‘ ‘
150 200 250 300 350

IC,, exp, pg/mL

Figura 11.10. Valores calculados y experimentales para la humedad.

Los resultados obtenidos parecen indicar que la actividad inhibidora no depende de las
variables estudiadas. Una de las variables que podrian provocar una alteracion de la actividad
inhibidora es la temperatura de aire de salida. Los valores de Ts obtenidos experimentalmente
(Tabla 11.1) estuvieron comprendidos entre 86 y 152 2C. Brenan (2006) establece que los
valores de temperatura a la salida en el secado de la leche deben estar entre 80-100, otros

autores son mas restrictivos y limitan esta temperatura a 70-90 (Bylund, 2003). Los valores
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inferiores de Ts obtenidos se encuentran dentro de los limites establecidos para evitar la
pérdida de propiedades en el secado de la leche, mientras que los valores mas altos obtenidos
estan considerablemente por encima de estos limites. El amplio rango de temperaturas finales
obtenidas posibilitaria el estudio del efecto de la temperatura de salida sobre la estabilidad de
la actividad inhibidora. Aunque esta variable esta controlada por la temperatura de entrada y
el caudal de alimentacién, en la Figura 11.11 se representa el valor ICsy para los hidrolizados
secados en funcién de la temperatura de salida obtenida. Se puede comprobar cémo tampoco

se observa ninguna relacidn entre ambos.

320 1y =0.4667x +218.42

R?=0.1538
300 - o o
280 -

260 -

IC5o, Mg/mL

240 - o

220 A

200 T T T T 1
60 80 100 120 140 160

Ts, 2C

Figura 11.11. Relacién entre la temperatura de salida del aire (Ts) y la actividad inhibidora (ICs) del
hidrolizado seco.

Mediante un analisis de la varianza simple se compararon conjuntamente los valores de ICs
obtenidos para cada uno de los experimentos de secado realizados. Como requisito previo se
comprobd la homogeneidad de los datos mediante la prueba de Hartley (maxima razon-F).
Para este caso, el estadistico calculado (F., calculada = 111.6) tuvo un valor muy inferior al
tabulado para 2 grados de libertad y 11 condiciones o grupos (Fn.x = 626), por tanto, se
cumpliria el requisito de homogeneidad. El resultado del andlisis ANOVA se presenta en la

Tabla 11.6.
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Tabla 11.6. Analisis simple de la varianza para los 11 hidrolizados secados.

Suma de

Fue_nte_ Eje cuadrados G_rados de  Promedio F o-valor
variacion (S9) libertad cuadrados calculada tabulada
Intragrupos ~ 14377.96 7 1437.80 2.183 0.061 2.296
Intergrupos  14492.89 22 658.77

Total 28870.85 29

El valor del estadistico F calculado fue menor que el tabulado, por lo que no existe diferencia
significativa entre los valores de actividad inhibidora obtenidos en los diferentes experimentos.
Teniendo en cuenta lo anterior, la actividad inhibidora de los hidrolizados obtenidos mediante
secado por atomizacién se podria estimar como el valor medio de todas las determinaciones,
lo que supone un ICsy de 273.23 pg/mL. Teniendo en cuenta que el ICsq del hidrolizado previo
al proceso de deshidratacion fue de 218.50 pg/mL, la operacidén de secado por atomizacidn

provocd una pérdida de actividad en los hidrolizados del 25 %.

Un analisis ANOVA similar al anterior pero incluyendo el la muestra inicial (Tabla 11.7),
permitié determinar que la diferencia observada entre el valor de inhibicidon del hidrolizado
original y el de los hidrolizados secados por atomizacidén era estadisticamente significativa
(p<0.05). Lo que confirmé que el secado redujo un cuarto la actividad inhibidora del
hidrolizado original. Sin embargo, la capacidad inhibidora del hidrolizado seco (ICsy = 273.23
pg/mL) sigue siendo lo suficientemente alta para utilizarse como ingrediente en férmulas

alimentarias destinadas al control de la hipertension.

Tabla 11.7. Analisis simple de la varianza para el hidrolizado inicial y los 11 hidrolizados secados.

Fue_nte_ de Cig;nrzggs G_rados de Promedio F o-valor
variacion (S9) libertad cuadrados calculada tabulada
Intragrupos 22614.76 11 2055.89 3.38 0.006 2.216
Intergrupos 14586.28 24 607.76

Total 37201.04 35

Existen pocos trabajos que estudien el efecto del secado por atomizacidén de los hidrolizados
de proteina. En uno de ellos, He et al. (2008) comprobaron cémo aunque el perfil peptidico de
los hidrolizados cambiaba ligeramente tras el secado por atomizacidn, la actividad inhibidora

no variaba, por lo que los péptidos inhibidores de ACE presentes en sus hidrolizados eran
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termoestables. En este estudio se obtuvieron unos valores de 1Cs, de 970 ug/mL para el

hidrolizado de Acetes chinensis.

Del mismo modo en otro estudio, esta vez con hidrolizado de proteinas lacteas (Contreras et
al., 2011), se determiné que el hidrolizado de caseinas con pepsina no reducia su capacidad
inhibidora después de un secado por atomizacién usando temperaturas de entrada de 140 C.
Los valores de ICs, obtenidos para sus hidrolizados fueron de 27.38 ug proteina/mL (39.47 ug
producto seco/mL). Valores considerablemente inferiores a los obtenidos en este estudio, sin
embargo hay que tener en cuenta que el hidrolizado de partida fue sometido a un proceso de
ultrafiltracién tangencial para clarificar el producto. En el estudio no se detalla las condiciones
de esta filtracidon, pero es muy probable que el filtrado obtenido contuviera una mayor
proporcién de péptidos activos (de menor tamafo) y, por tanto, su correspondiente secado
generaria un producto seco con una actividad inhibidora mayor. Ademas, las diferencias en el
método de analisis empleado y en la concentracién de enzima (ACE) empleada hacen que la

comparacién entre valores de inhibicion de ACE sea complicada.

Teniendo en cuenta todo lo expuesto hasta ahora, podriamos concluir que las condiciones
Optimas para el secado serian las que maximizaron el rendimiento: 170 2C y 4.35 mL/min.
Estas condiciones generarian una Ts= 109 oC. Al no existir diferencias significativas entre los
valores de humedad y actividad inhibidora de los hidrolizados producidos, se estima que el

hidrolizado seco tendria un valor intermedio de 5.7 % de humedad y ICso = 273.23 ug/mL.

Seleccionando temperaturas relativamente bajas de operacidon se reducen costes de operacion
y se evitan posibles alteraciones en propiedades importantes. Por ejemplo, al trabajar a altas
temperaturas, porcentajes elevados de aminoacidos esenciales podrian desaparecer,

reduciendo la calidad nutricional del producto (Abdul-Hami, 2002).

Como se ha demostrado los hidrolizados de caseinas con capacidad inhibidora de ACE
producidos en este trabajo presenta una buena capacidad inhibidora que se mantiene en un

valor aceptable tras el secado por atomizacién.

Por otra parte, estos resultados justificarian el empleo del secado por atomizacién para reducir
el posible amargor de los hidrolizados. De acuerdo con Favaro-Trindade et al. (2010) un
proceso de secado por atomizacién empleando gelatina y soja conjuntamente con el

hidrolizado es capaz de reducir significativamente el amargor del producto.
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11.4.CONCLUSIONES

En el proceso de estabilizacién por secado por atomizacién se han correlacionado las variables
de salida (temperatura de salida del aire de secado y el rendimiento del proceso) con las
variables de entrada (temperatura de entrada de aire y caudal de alimentacion de hidrolizado).
El rendimiento del proceso presenta un éptimo a 170 2C y 4.35 mL/min. La humedad vy
actividad inhibidora de los hidrolizados secos son independientes de las variables de entrada
estudiadas. El proceso de secado conduce a pérdidas de la actividad inhibidora de los
hidrolizados de caseinas generados en la hidrélisis con la mezcla de subtilisina y tripsina del
25%. A pesar de la pérdida de actividad, se obtiene un producto seco con un ICsy de 273.23
pug/mL y una humedad de 5.7 %, caracteristicas adecuadas para su inclusion en férmulas de

alimentos funcionales.
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Conclusiones

La investigacién realizada ha dado lugar a las siguientes conclusiones:

1. El grado de hidrélisis (DH) y el porcentaje de inhibicion de ACE (ACEl) de los
hidrolizados de leche de cabra producidos con subtilisina y tripsina han sido
optimizados mediante la técnica de superficies de respuesta. Para DH los valores
maximos se obtienen para las siguientes condiciones de operacién: enzima subtilisina
DH=0.218, T=60.5 °C y ES=5 % - enzima tripsina DH=0.159, T=55 2Cy ES=5 %. Para ACEI
los valores maximos se obtienen para las siguientes condiciones de operacién: enzima
subtilisina ACEI=0.320, T=52.7 2C y ES=5 % - enzima tripsina ACEI=0.399, T=30 °C vy
ES=1 %. La optimizacién conjunta de DH y ACEIl genera un pareto de soluciones de
compromiso en funcién del valor de a, que pondera la priorizacién de DH frente ACEI.
Para subtilisina si o aumenta de 0 a 1, la temperatura se incrementa de 52.7 a 60.5 2C,
mientras que ES permanece constante al 5%. En el caso de tripsina, para a < 0.70, el
Optimo se encuentra a 30 2Cy 1 %, mientras que para a > 0.70, el dptimo esta a 55 2C
v 5 %.

2. El proceso de ultrafiltracion por membranas ceramicas de 0.14 pum, con v= 3.3 m/s,
T=502C y AP=1bar, permite la separacidon de las fracciones proteicas, caseinas vy
proteinas séricas, de la leche de cabra. El descenso de flujo observado durante el
proceso se ajusta al mecanismo de bloqueo completo de poro. La etapa de limpieza
alcalina propuesta (20 g/L de NaOH y 2g/L de SDS, T=50 2C, v=3.3 m/s, AP =1 bar y 30
min) recupera las caracteristicas filtrantes de la membrana al 99%, lo que permite su
reutilizacion.

3. Los hidrolizados obtenidos con mezclas de enzimas de origen animal y bacteriano,
tripsina y subtilisina, presentan los mejores valores para DH y ACEI. Sin embargo, no se
encontré relacidn entre grado de hidrdlisis y actividad inhibidora de ACE. La actividad
inhibidora de ACE permanece practicamente constante una vez transcurrida la primera
hora de reaccién. No obstante en los hidrolizados con tripsina se observa un leve
descenso de la actividad inhibidora con el tiempo, especialmente apreciable en la
hidrélisis de caseinas.

4. Los hidrolizados de caseinas de leche de cabra con tripsina y subtilisina presentan la
mayor actividad inhibidora de ACE en las fracciones de tamafio molecular inferiores a
2.3 kDa con valores de ICs, comprendidos entre 5 y 57 pg/mL, lo que supone una
actividad inhibidora cercana a la de algunos de los mejores inhibidores de ACE
descritos en bibliografia. Algunos de los péptidos identificados en las fracciones

activas, como TGPIPN, LHLPLPL, HLPLPL y EMPFPK, coinciden con inhibidores de ACE
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identificados previamente por otros autores. El péptido WY es el Unico componente de
una de las fracciones con mayor potencial inhibidor de ACE, que se identifica por
primera vez en hidrolizados de caseinas.

La digestidn gastrointestinal completa simulada no provoca pérdidas significativas de
la actividad inhibidora del hidrolizado de la fraccidon proteica de caseinas de leche de
cabra cuando la enzima utilizada es subtilisina o la mezcla subtilisina y tripsina. Sin
embargo se han detectado pérdidas superiores al 50% en dicha actividad cuando la
enzima utilizada es tripsina.

La filtracion tangencial con membranas cerdmicas de 50 kDa de la fraccion proteica de
caseinas de leche de cabra hidrolizada con una mezcla de subtilisina y tripsina,
responde al modelo de colmatacion de bloqueo completo de poro. Esta filtracién es un
método adecuado para la purificacién de péptidos inhibidores de ACE, ya que logra
obtener mejoras en la capacidad inhibidora (ICsg) del 30 % para factores de
concentracién de 3. Sin embargo, una segunda etapa de filtracion mediante
membranas de 3 kDa no mejora los resultados obtenidos. Las caracteristicas filtrantes
de las membranas utilizadas se recuperan al 97% mediante limpieza alcalina en
condiciones standard.

En el proceso de estabilizacién por secado por atomizacién se han correlacionado las
variables de salida (temperatura de salida del aire de secado y el rendimiento del
proceso) con las variables de entrada (temperatura de entrada de aire y caudal de
alimentacién de hidrolizado). El rendimiento del proceso presenta un éptimo a 170 2C
y 4.35 mL/min. La humedad y actividad inhibidora de los hidrolizados secos son
independientes de las variables de entrada estudiadas. El proceso de secado conduce
a pérdidas de la actividad inhibidora de los hidrolizados de caseinas generados en la
hidrdlisis con la mezcla de subtilisina y tripsina del 25%. A pesar de la pérdida de
actividad, se obtiene un producto seco con un ICsy de 273.23 pug/mLy una humedad de
5.7 %, caracteristicas adecuadas para su inclusion en fdérmulas de alimentos

funcionales.
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Summary of the thesis

14.1.INTRODUCTION

Hypertension is a serious health problem, indeed is the main risk factor of cardiovascular
diseases which are responsible of over a quart of the world deaths. Angiotensing converting
enzyme (ACE) is a key piece in the blood pressure regulation since it produces angiotensing Il
(a vasoconstrictor) and degrades bradykinin (a vasodilator). Some food-derived peptides have
shown the capacity of inhibiting ACE, and therefore they may be able to reduce blood
pressure. Active peptides have been found in proteins from several food sources such as milk,
fish, meat, eggs, vegetables or cereals. In particular, milk proteins are the most important
source of ACE inhibitory peptides. Goat milk is not so well studied as bovine milk but recently it
has also been shown as a good source of inhibitory peptides. These active peptides are
encrypted within the proteins and should be released by hydrolysis or fermentation. Enzymatic
hydrolysis allows produce peptides in soft conditions of pH and temperature. Moreover, it is

possible to control the hydrolysates properties using the specificity of enzymes.

ACE inhibitory peptides should reach their target in an active form. Enzymes present in the
organism could degrade the peptides during their gastrointestinal digestion, intestine
absorption or blood transport, making them loose their inhibitory activity. Both in vitro and in
vivo assays can be done to prove the antihypertensive effect of the food derived peptides.
Side-effects have not been detected in humans for ACE inhibitory peptides with in vivo activity.

Therefore they could be used in food formulas to help people with hypertension.

The main objective of this doctoral thesis was to produce hydrolysates from goat milk protein
with ACE inhibitory activity. The production process was studied by completing the following

stages:

e Optimization of the hydrolysis of goat milk

e Fractionation of goat milk proteins with membranes

e Study of the influence of substrate and enzyme on the ACE inhibitory activity
e Characterisation and identification of ACE inhibitory peptides

e Simulated digestion of ACE inhibitory peptides

e Purification of ACE inhibitory peptides with membranes

e Spray drying of ACE inhibitory peptides
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14.2. MATERIALS AND METHODS

14.2.1. Materials

Subtilisin and trypsin from Novozymes (Bagsvaerd, Denmark) were the enzymes selected for
the hydrolysis. Both enzymes have adequate specificity for the production of ACE inhibitory

peptides.

Commercial UHT goat milk was skimmed by centrifugation and used as substrate. Also, in
order to study each fraction separately, the skimmed goat milk was fractionated into caseins

and whey protein by ultrafiltration through 0.14 um membranes.

14.2.2. Filtration

Tubular ceramic membranes (TAMI Inside Céram; Nyons, Francia) were used (Table 14.1). The
molecular weight cut off employed were 0.14 um for separating milk fractions and 50, 15 and

3 kDa for purifying the hydrolysates.

Table 14.1. Technical specifications of ceramic membranes used.

Membrane
0 . . .

Membrane N Length (m) F|Itrat|o;1 . Hydraulic permeability

Channels Area (m°) diameter (mm) 2
(kg/(m":s)

0.14 um 3 1.2 0.045 3.6 0.3624
50 kDa 3 0.25 0.0094 3.6 0.1208
15 kDa 3 0.25 0.0094 3.6 0.0420
3 kDa 1 0.25 0.0042 6 0.0238

The experimental rig (Figure 14.1) consisted of a feed tank (1) immersed in a thermostatic bath
at 509C. The temperature inside the tank is controlled by a temperature probe (8). A positive
displacement pump (Procon, Murfreesboro, USA) (2) flows the feed through the membrane
(4). The pressure was controlled by one back-pressure valve (6) and measured by two
manometers located before and after the membrane (3, 5). The flow was measured with a

flowmeter (7).
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Figure 14.1. Experimental rig for filtration.

In order to study the fouling process, the experimental data was adjusted to fouling models.
Following the general mathematical model for fouling in cross-flow filtrations proposed by

Field (1995):
dJ P N

— ") =k -J
dt( ) =k( )

it is possible to study complete pore blocking (n=2), internal pore blocking (n=1.5), partial pore

blocking (n=1) and cake formation (n=0).

After each filtration the membrane was cleaned with a solution of 20 g/L NaOH and 2g/L of
sodium dodecyl sulfate (SDS) and rinsed with demineralised water several times to remove the

cleaning agent. The efficiency of the cleaning (E) is a measurement of the membrane recovery.

E=M-100
(Ry—Ry)

where Ry is the intrinsic resistance of the membrane (the inverse of permeability), Ry is

hydraulic resistance after the filtration and Ry,on is the hydraulic resistance after the cleaning.

14.2.3. Hydrolysis

Depending on the required volume of substrate, the reaction was carried out in a 250 mL
jacketed reactor connected to a thermostatic bath or in a 3L tank immersed in a thermostatic
bath. Both reactions took place at 502C employing proper stirring. The reactions were
monitored by means of an automatic titrator, which adds NaOH to keep pH constant.

According to the pH-stat method, the degree of hydrolysis was determined by:

227



Francisco Javier Espejo Carpio

:\ﬂxlxixmo
M o

p tot

DH

where DH is the ratio between the number of peptide bonds cleaved and the number of
peptide bonds in the substrate, N; and Vg are the normality and the volume of NaOH
consumed to keep pH constant, a is the average degree of dissociation of a-NH, groups
released during hydrolysis, m; is the mass of protein in the substrate and hgr is the amount of

peptide bonds per mass unit of protein.

After completing the reaction time, the enzyme was deactivated by heating. Subsequently, the
hydrolysates were cooled and stored at 42C or frozen at -20 2C until performing further

analysis.

14.2.4. ACE inhibitory activity

Two in vitro assays were employed to determine the inhibitory activity:

1) Spectrophotometric assay (Shalaby et al., 2006), based on the linear decrease of
absorbance (340 nm) observed during the hydrolysis of the tripeptide N - [3-(2- N-[3-
(2-Furyl)acryloyl]- L -phenylalanyl-glycyl-glycine (FAPGG) with ACE. The slope of this
descent is related to the enzymatic activity of ACE and is less pronounced in the
presence of an inhibitor. The reaction was carried out in a 96-well microplate at 37 oC.

2) A variation of the fluorometric method developed by Sentandreu and Toldra (2006),
based on the increase in fluorescence originated when ACE cleaves the substrate o-
amino-benzoylglycyl-p-nitro-L-phenylalanyl-proline (ABZ-Gly-Phe(NO2)-Pro) (Bachem,
Bubendorf, Switzerland). The assay was performed in 96-well black microtiter plates at

37°C.

In both assays, the percentage of ACE inhibition is calculated taking into account that the
slope of the control sample (pure water) corresponds with 100% enzyme activity. Samples
were analyzed in triplicate. The parameter ICsq is used to compare samples with different

concentrations and is defined as the amount of inhibitor reducing the enzyme activity to 50%.

14.2.5. Protein determination

The Total Protein Kit, Micro Lowry, Peterson’s Modification (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) was
used to determine the protein content of subtrates (milk, retentate and filtrate) and

hydrolysates (fresh, freeze-dried, digested and spray-dried). The protein content of SEC
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fractions was determined using a BCA protein assay kit (Pierce, Rockford, ILllinois, USA)

according to the kit instructions. The samples were analysed in triplicate.

14.2.6. Fractionation by side exclusion chromatography

Lyophilized hydrolysates were dissolved in 0.1 M ammonium hydrogen carbonate and
fractionated by size exclusion chromatography (SEC) using an FPLC system (Pharmacia LKB
Biotechnology AB, Uppsala, Sweden) mounted with a column packed with SuperdexTM 30
prep grade gel filtration resin (2.6 x 61 cm; Amersham Biosciences, Hillergd, Denmark). Five
milliliters of a hydrolysate solution (70 mg protein/mL) were injected. The effluent was
monitored at 280 nm and fractions of 10 mL were collected and then pooled according to the

elution profile and frozen until analysis.

The elution times of 8 standards with different molecular weights (BSA, Cytochrome C, Insulin,
Insulin B chain oxidized, angiotensin |, Leu-Enkephalin, Gly-Tyr and L-Trp) were used to make a

calibration curve to determine the size range of the peptides in each fraction.

14.2.7. Peptide profiles and LC-MS analysis

Peptide profiles were revealed by LC-MS/MS analysis using an Agilent 1100 LCMSD Trap. The
freeze dried hydrolysates were dissolved at 20 mg/mL in water and 5 pL were injected. From
the fractions obtained after SEC a volume of 25 UL was injected. The identifications of the
selected peptides of each fraction were carried out using Bruker Daltonics BioTools software

3.0.

14.2.6. Simulated digestion

The simulated digestion was fulfilled in a 250 mL jacketed reactor connected to a thermostatic

bath (37 2C). Two kind of digestion were studied:

e Gastric digestion only: the sample solution (10 mg protein/mL) was hydrolysed with
pepsin (Merck, Darmstadt, Germany) at pH 2 with an E/S ratio of 4%. After 1 hour 0.9
M NaHCO; was added, which increased the pH until 5.3.

e Complete gastrointestinal digestion: after gastric digestion, pancreatin (Sigma-Aldrich,
USA) was incorporated to the reactor (E/S = 4%) and pH was raised to pH 7.5 with 1M

NaOH. The reaction was developed for 2 hours.
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14.2.7.Spray drying

A lab scale spray dryer (Biichi 190, Flawill, Switzerland) was used to stabilise the hydrolysates.
The drying process was always carried out at 25 Nm?>/h of air flow and the nozzle was fed with
600 L/h of compressed air. The influence of inlet air temperature and feed flow were studied
in an experimental design. The resulting powder is recovered by a cyclone separator. Humidity

measurements were performed with infrared balance (AD-4714A, A and D, Tokyo, Japan)

14.3.OPTIMIZATION OF THE HYDROLYSIS OF GOAT MILK
GOAT MILK HYDROLYSIS

Response surface methodology (RSM) was used to generate a model explaining the influence
of temperature (T) and enzyme substrate ratio (ES) in the degree of hydrolysis (DH) and ACE
inhibitory activity (ACEI). It was studied for the hydrolysis of skimmed goat milk using subtilisin

(S) and trypsin (T) as enzymes.

The models for DH adjusted considerably well the experimental data, obtaining correlation
coefficients of 0.963 and 0.950 for subtilisin and trypsin respectively. According to contour
plots (Figure 14.2), for both enzymes DH increased with ES. The same behavior was detected in
trypsin hydrolysis by increasing T, in contrast employing subtilisin an optimum value of T was

detected.

The maximum DH obtained for subtilisin was 0.218, reached at 60.5 2C and ES of 5%, while the

maximum DH for trypsin hydrolysis was 0.159, obtained at the higher T and ES assayed.

On the other hand, the goodness of fit of the models obtained for ACElI were lower than
previous: 0.648 and 0.694 for subtilisin and trypsin, respectively. However, both models were
significant (p< 0.001), therefore the changes observed were significantly related to changes in
T and ES. Regarding the effect of T and ES on ACEI (Figure 14.3), it could be concluded that T
had an optimal value for maximizing ACEI in subtilisin hydrolysis while the best T for trypsin is
the lowest assayed. With respect to the ES, the highest ES (5%) maximized ACEI for subitilisin,
on the contrary the lowest value of ES (1%) gave the better inhibition for trypsin. The optimal

values of ACEIl were 0.325 and 0.399 for subtilisin and trypsin hydrolysates respectively.
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Figure 14.2. Contour plots for DH of subtilisin (a) and trypsin (b) hydrolysis.
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Figure 14.3. Contour plots for ACEI of subtilisin (a) and trypsin (b) hydrolysis.

In order to find the operational conditions which maximizes DH and ACEI simultaneously, the

sum-weight method was used for such bi-objective optimisation. In this method, the weigh

factor (a) represents the relative importance attached to the DH with respect to the ACEI, for

each given value of a, a non-inferior solution was determined. In Figure 14.4, it is represented

the DH and ACEI optimal values obtained for each a.
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Figure 14.4. Set of optimal values of DH (solid line) and ACEI (dotted line) for subtilisin (a) and trypsin
(b) as a function of the weight factor.

For subtilisin, a=0.6 would be recommendable since upper values produced a considerable
reduction in DH with little improvement of ACEIL. In the case of trypsin, there were only two
optimum solutions. Taking into account the advantages of working at low T and ES and the

ACEI values obtained, a=0 would be preferable in this case.

14.4.FRACTIONATION OF GOAT MILK PROTEINS WITH
MEMBRANES

With the objective of studying separately the hydrolysis of caseins and whey protein, the
skimmed goat milk was filtered through a tubular membrane with a pore size of 0.14 um until
a concentration factor of 3. The caseins remained in the retentate reaching a concentration of
63.5 g/L, while the whey protein were mainly recovered in permeate with a concentration of
3.15 g/L. Complete pore blocking seemed to be the fouling mechanism (R?* = 0.9966). During
the process, the permeate flow decreased almost 70%. However the cleaning step allowed to

recover the membrane with a cleaning efficiency of 99.3%.

14.5.STUDY OF THE INFLUENCE OF SUBSTRATE AND
ENZYME ON THE ACE INHIBITORY ACTIVITY

Skimmed goat milk, casein fraction and whey protein fraction were hydrolysed by three
different treatments: hydrolysis with subtilisin (S), trypsin (T) and the combination of both (ST).
All the hydrolysis curves (Figure 14.5) presented an initial linear zone of constant reaction rate.
After 20 minutes, the rate decreased and the curve became asymptotic. The highest DH values
were always obtained with the ST treatment, whereas trypsin gave the lowest DH in all

substrates.
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Figure 14.5. ACEI (dot) and DH (line) evolution during the hydrolysis of milk (a), retentate (b) and
permeate (c) using subtilisin (S), tripsin (T) or a mixture of both (ST).

With an ACEI of original milk protein of zero, the inhibitory activity increased when enzymes
started to break the peptide chain. When subtilisin was employed (S and ST), after an initial
increase, ACEl remained constant. That would be explained since although active peptides
could be degraded, new inhibitory peptides would be released. When trypsin is employed
isolatedly, ACEI slightly decreased with time. The numbers of trypsin’s attackable bonds are
lower; therefore it would be more difficult to generate new inhibitory peptides to offset the

loss of active peptides.

14.6. CHARACTERISATION AND IDENTIFICATION OF ACE
INHIBITORY PEPTIDES

Hydrolysates from the previous stage were analysed in order to characterise the active
fractions and identify some of the peptides present. Both low ACEI values and precipitation
problems suggested the rejection of the permeate samples. ACElI and peptide profile of
retentate and hydrolysates were quite similar. However, retentate was a more interesting

substrate since its caseins concentration was higher.
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Figure 14.6. Size exclusion chromatograms for the hydrolysate produced with subtilisin (S), trypsin (T)
or the mixture of both (ST).

The size exclusion chromatograms of the retentate hydrolysates (Figure 14.6) showed four
peaks. The strongest inhibitory activity was detected in the smallest fractions, mainly in P2 and
P4 fractions, which generally had a molecular weight below 2.3 kDa. According to protein
concentration, most of the active peptides were within P2 fractions. However, P4 fractions
presented the best inhibitory activity in all the treatment with ICsq values between 9.29 and

5.12 pg/mL.

The most interesting fractions obtained by SEC were analyzed by RP-HPLC-MS/MS. The
experimental masses of the peptides were determined by Data Analysis software and it was
possible to identify the sequences of the main peptides in each fraction. Some of peptides
identified in P2 (Table 14.2) have been reported previously as ACE inhibitors, i.e. LHLPLPL,
HLPLPL and EMPFPK. Other peptides, such as VLPVPK, YPVEPF, YPSYGLNYY, VVAPFPEVF and
FVVAPFPEVF present practically the same sequence as other active peptides. One isolated
peptide was found in P4 fractions. Based on its high UV-absorbance and its long retention time
in SEC and in RP-HPLC and taking into account its fragmentation during the LC-MS analysis, the

peptide in P4 could be WY, which has also been referred in the literature.
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Table 14.2. Identified peptides in P2 fractions of retentate hydrolysates.

Retention . Mass
Mass Fraction time Possible calc.(M+H) Score Origin
[M+H] . peptide :
(min)
459.3 | R-T-P2d 23.8 n.i.t
553.3 | R-T-P2d 30.0 n.i.
496.5 | R-T-P2d+e 33.9 n.i.
696.6 | R-T-P2d 36.6 VPNSAE(1P)? 696.7 96 as-CN £72-77
648.7 | R-T-P2d 39.9 n.i.
667.5 | R-T-P2c+d 44.2 n.i.
803.0 | R-T-P2b+c 55.0 LHLPLPL 802.5 130 B-CN f133-139
1140.6 | R-T-P2d+e 42.0 YPSYGLNYY? 1140.2 322 K-CN 35-43
799,7 | R-T-P2d 44.9 FLPYPY 799.4 64 ®-CN f55-60
814.9 | R-T-P2d >0.4 n.i.
R-ST-P2,
598.6 | R-S-P2b, 251 TGPIPN >98.7 65 B-CN 63-68
R-T-P2b+c
R-STP2,
652.7 | R-S-P2b, 32.6 VLPVPQ® 652.4 47 B-CN170-175
R-TP2b
R-ST-P2, 748.9
7488 | o 1 ooc 35.0 EMPFPK 92 B-CN 108-113
R-ST-P2,
7515 | o 1boc 40.0 YPVEPF 751.9 65 B-CN f114-119
R-ST-P2,
690.0 | R-S-P2b, 48.5 HLPLPL 689.9 63 B-CN f134-139
R-T-P2b+c
R-ST-P2, 37.0 n.i.
978.0 | g 1-p2b
995.1 | R-T-P2b 51.0 n.i.
1005.0 | R-T-P2b+c 54.1 VVAPFPEVF 1005.2 79 ols1-CN24-32
1152.1 | R-T-P2b+c 59.0 FVVAPFPEVF 1152.4 350 os1-CN23-32

'n.i. = could not be identified in the sequences used
*This sequence is uncertain

14.7.SIMULATED DIGESTION OF ACE INHIBITORY PEPTIDES

Retentate hydrolysates (R-S, R-T and R-ST) were subjected to in vitro digestions using
gastrointestinal enzymes. The IC5q values of initial hydrolysates and digested hydrolysates are
presented in Figure 14.7. Stomach digestion with pepsin improved slightly the ICsy values, but
this was statistically significant only in R-S. However, when the complete digestion (pepsin +
pancreatin) was performed the inhibitory activity of hydrolysates decreased. This worsening
was significant in trypsin hydrolysates which suffered an increased upper than 50% in ICs

value. In contrast, the variations detected in R-ST were no statistically significant. Therefore,
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the inhibitory peptides present in R-ST resisted in vitro digestion without loss of inhibitory

activity.
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Figure 14.7. ACE inhibitory activity of hydrolysates before and after the in simulated stomach
digestion and complete digestion.

14.8. PURIFICATION OF ACE INHIBITORY PEPTIDES WITH
MEMBRANES

The retentate hydrolysate produced with subtilisin and trypsin simultaneously was selected to
study the purification process with ceramic membranes. Two strategies consisting in two
filtration stages were proposed. A filtration through 50 kDa or 15 kDa membranes were set as
a firsts step, which were followed by a second filtration step of 3 kDa. In both strategies, the
permeate flow decreased continuously during operational time, reaching losses of flow around

60% and 39% for the first and second stages respectively (Figure 14.8 and Figure 14.9).

The fouling processes of both 50 and 15 kDa membranes were adjusted to a complete pore

blocking model (Figure 14.8) with a correlation coefficient of 0.9966 and 0.9849 respectively.
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Figure 14.8. Experimental data (dot) and complete pore blocking model (line) for 50 kDa (a) and 15
kDa (b) membranes.

On the other hand, the data from the two 3 kDa filtrations were adequately adjusted to a

partial pore blocking model (Figure 14.9). The goodness of fit was 0.9967 and 0.9906 for the

strategy | and Il, respectively.
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Figure 14.9. Experimental data (dot) and partial pore blocking model (line) for 3 kDa membranes of
strategy | (a) and strategy Il (b).

The fouling produced during the filtration was effectively removed with the cleaning process
employed as can be checked in Table 14.3. After the filtration, the resistances were much
higher because of fouling, but after the cleaning membranes recovered resistances similar to

they had initially. The cleaning efficiency was always above 95%.
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Table 14.3. Resistances and efficiency index for membrane cleaning process.

Strategy Membrane Ag, m? Stage (bar-n?zT-s/kg) (bar-rEzF-s/kg) %E
Initial 8.2761 0
50 kDa 0.0094  Post filtration 18.8608 10.5847 97.6%
NaOH 8.5334 0.2573
I Initial 42.0441 0
3 kDa 0.0042  Post filtration 72.7811 30.7370 97.2%
NaOH 42,9138 0.8698
Initial 23.8112 0
15kDa  0.0094  Post filtration 46.3632 22.5520 99.1%
NaOH 24.0042 0.1930
d Initial 42.0441 0
3 kDa 0.0042  Post filtration 67.1533 25.1093 96.5%
NaOH 42.9138 0.8698

As it is shown in Table 14.4, the first filtration stage generated an increment in protein

concentration in retentate. The no-active peptides were concentrated in retentate elevating

considerably the ICso. In contrast, permeate fractions of 50 and 15 kDa membranes improved

their ICso with respect to the feed in 30.7 and 15.7 % respectively. The filtration through 3 kDa

did not improve the ACE inhibitory activity of the fractions.

Table 14.4. Protein content and IC50 values of streams in filtrations of hydrolysates.

Strategy =~ Membrane Stream Protein (g/L) Vg;'%';n
Feed 43.97
50 kDa Retentate 73.80 100.2%
| Permeate 27.16 -30.7%
Feed 27.16
3 kDa Retentate 27.77 27.9%
Permeate 30.32 3.4%
Feed 41.71
15 kDa Retentate 72.77 88.3%
Permeate 33.07 -15.7%
: Feed 33.07
3 kDa Retentate 36.95 27.4%
Permeate 32.66 -2.9%

According to these results, 50 kDa filtration was selected as the best strategy to purify the

active peptides.
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14.9.SPRAY DRYING OF ACE INHIBITORY PEPTIDES

As it was made in the purification study, retentate hydrolysates were selected to study their
stabilisation by spray drying. The effects of inlet air temperature (T) and feed flow (Q) in the
outlet temperature (Ts), powder yield (R), humidity (H) and ACE-inhibitory activity (ACEIl) of

dried hydrolysates were determined.

The outlet temperature was modeled correctly (R’= 0.980) with a quadratic equation. The
variation of Ts with T and Q is shown in Figure 14.10: Ts increased when rising T and/or
decreasing Q. The obtained contour plot allows determining the operational condition to avoid

undesirable values of Ts which could originate degradation in the final product.
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Figure 14.10. Contour plot of the outlet air temperature (Ts).

The vyield of the process was defined as the percentage of solids present in the feed which
were recovered as powder. As before, the model proposed fitted the experimental data
properly (R* = 0.8859). As is indicated in Figure 14.11, an increase in T was always detrimental

to yield. There was an optimum of 38.4% at 1702C and 4.35 mL/min.
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Figure 14.11. Contour plot of the yield (R).

The experimental humidity of the powders was between 4.3 y 9.1 %, which was below the
value 10%, which is recommended to keep microorganisms inactivate. The quadratic model
proposed was not adequate for explain the changes detected in humidity since it had a lower

goodness of fit (R* = 0.6547) and the model was statistically not significant (p > 0.05).

The ACE inhibitory activity (ICso) of dried hydrolysates varied among 234.09 pg/mL and 304.39
ug/mL. Because of the not significance of the model proposed (p>0.05) and the goodness of fit
obtained (R* = 0.2789), the variables T and Q had no effect in the ACE inhibitory activity of the
hydrolysates. Outlet temperature also had no effect in the ACE inhibitory activity (Figure
14.12).

240



Summary of the thesis

320 1y =0.4667x +218.42

R?=0.1538
300 - o O

280 -

260 - O

ICyo, MO/ML

240 - ©)

220 -

200 T T T T 1
60 80 100 120 140 160

Ts, 2C

Figure 14.12. Variation of I1C;, values with outlet temperature (Ts).

These results were confirmed by one-way ANOVA analysis because there was no statistically
significant difference (p = 0.061) between the inhibitory activity of the powder produced in the
experiments. However a difference (p = 0.006) was obtained comparing the activity of the
hydrolysate before and after the drying. Therefore, the drying process generated a mean

decrease of 25% the ACE inhibitory activity of hydrolysates.
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