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¢ Cual es su funcion?

Propiedades nutricionales
AA esenciales

Propiedades funcionales
Gelificacion
Emulsion
Espumacion
Hidratacion

Propiedades biologicas
Actividad biologica en el organismo




Obtencidn de nuevos Alimentos

La creacion actual de nuevos
alimentos - basada en la produccion
de alimentos funcionales — emergen
como respuesta a la creciente
preocupacion de la poblacion por
una mejora en su estado de salud.




¢ Que son los péptidos bioactivos?

» Fragmentos proteicos encriptados
/? en una proteina de origen

> Inicialmente en un estado Inactivo

»SU secuencia primaria determina su
actividad
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Hidrolisis Enzimatica de Proteinas

Protease
(Synonyms:
ép-m

- Peptidase)




Obtencion de diferentes fracciones de péptidos a través de
la hidradlisis enzimatica

Hidroélisis
enzimatica

o
&




Proteinas y Péptidos

Fisico-quimico

Propiedad Funcional Tipo de Propiedad Ejemplos
Tecnico-funcional Solubilidad Solubilidad
Precipitacién
Reolégica Esp.efaamlento
Gelificante
Texturizante
Surfactante Emulsificante
Espumante
Sensorial
Gusto
Amargor
Textura

Anticongelante**

Bio-funcional

Nutricional

Saludable

Antibiofuncional

Disponibilidad AA esenciales
Digestibilidad

Actividad Antimicrobiana **,
Antihipertensiva**,

Antiobesidad, Inmunomodulatoria,
Antioxidante.

Alergenos




v Poseen entre 2 a 20
residuos

v Actian como moduladores
y compuestos regultorios.

Caracteristicas de v’ Su actividad es funcién de
péptidos bioactivos la composicion de
aminoacidos y la
secuencia.
v'En la base BIOPEP hay

1968 péptidos bioactivos de
distinto origen.

—

En las ultimas décadas, varios estudios han establecido que los péptidos bioactivos
poseen cierta bio-funcionalidad, y por lo tanto, tienen efectos terapeuticos en sistemas
corporales (Korhonen & Pihlanto, 2006)



Fuentes alimenticias de péptidos bioactivos

"

| acteos

Productos
marinos




Propiedades bioactivas de péptidos derivados de proteinas alimentarias
importantes en la promocion de la salud y prevencion de enfermedades.
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inmunomoduladoras

/" Pfopiedad
Antihipertensiva

Péptidos
derivados de
proteinas
alimentarias

Disminucion

anticancerigenas

\ Actividad
- P_ropledades l . .
b, mflamatorla
Propiedades
multifuncionales

Fuente: Udenigwe & Aluko, 2012



Péptidos bioactivos y sus efectos beneficos

Péptidos
Inmunomoduladores

Inhibidores del enzima convertidor de
angiotensina

Antioxidantes

Reguladores del transito intestinal
Reguladores de la proliferacion
intestinal

Antimicrobianos

Hipocolesterolémicos

Anticoagulantes

Efecto beneficioso
Estimulan la respuesta inmune

Reducen el riesgo de padecer
enfermedades
cardiovasculares/hipertension

Previenen enfermedades degenerativas y
envejecimiento

Mejoran la digestidon y absorcion
Reducen la proliferacion de tumores
cancerigenos

Reducen el riesgo de infecciones

Reducen el riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares

Reducen los riesgos de padecer trombos



Péptidos bioactivos de la leche




Péeptidos bioactivos obtenidos desde
proteinas de origen lacteo

Proteina (fuente*)

Secuencia de Aminoacidos

Actividad funcional

Sistema enzimaético

a-caseina?

para-k-caseina?

x-caseina **

p-lactoglobulina

-casomorfina

B-lactoglobulinab

Tyr-Lys-Val-Pro-Glu-Leu

Phe-Phe-Ser-Asp-Lys

Met-Ala-lle-Pro-Pro-Lys-Lys-Asp-GlIn-
Asp-Lys

lle-1le-Ala-Glu-Lys

Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-1le-Pro-Asn-
Ser-Leu

Tyr-Val-Glu-Glu-Leu,
Met-His-1le-Arg-Leu,
Trp-Tyr-Ser-Leu-Ala-Met-Ala-Ala-Ser-
Asp-lle

ACE-Inhibitoria

Inmunomodulador

Antitrombético

Hipocolesterolémico

Disminucién de
linfocitos
Aumento de resistencia a la infeccién
por Klebsiella pneumonia en ratas

proliferacion  de

Antioxidante

Proteinasa  de Lactobacillus

helveticus CP790

Tripsina

Digestion gastrointestinal

Tripsina

Tripsina

Termolisina




Propiedades estructurales de ciertas funciones

bioldgicas %

Inhibidor de
ECA

Antioxidante

Antitromboticos

Antiobesidad

Antimicrobianos

Pro o Hyp en el C-terminal

Pro, Lys o Arg en el C-terminal

Alta cantidad de His y aminoacidos
hidrofobicos
Péptidos con secuencias His-His

lle, Leu, Asp
Maultiples residuos de Arg

Multiples residuos de lisina/argininay
aminoacidos hidrofdbicos aromaticos

Usualmente resistente a la degradacion por
enzimas digestivas

Potencia la actividad inhibitoria de la ECA
Potencian la actividad antioxidante
Muestran una gran actividad antioxidante

Favorece la accion antitrombatica

Eliminan microorganismos patdgenos y
resistentes a los antibidticos comunes




Péeptidos Antihipertensivos




Incidencia de Hipertension

v’ En Chile la hipertension es la principal causa de
morbimortalidad y €l factor de riesgo de mayor carga
atribuible para la patologia cardiovascular isquémica y €/
accidente cerebrovascular.

v' La Hipertension Arterial (HTA) es considerada por la
Organizacion Mundial de la Salud como la primera causa de
muerte a nivel mundial, con cifras cercanas a 7 millones de
personas al ano.

v Afecta aproximadamente a uno de cada cuatro adultos y
reduce la esperanza de vida entre 10 y 15 anos y en Chile
la prevalencia de HTA de 33,7%, es decir uno de cada tres
adultos la presenta (Encuesta Nacional de Salud, 2015)



Péptidos bioactivos de la leche




Angiotensinogen /

l Renin

Angiotensin |

v
l Angiotensin Converti

Blood Stream

Angiotensin |l

l

Increased vasoconstriction, increased
aldosterone and ADH secretion g

1 %
Q




Actividad

antihipertensiva
Actividad inhibidora de ACE de proteinas lacteas

Peptide Primary

Protein fragment  Sequencel  ACEZ ICsg?
ol

Casokinins

(g {-Caseln f(25-27) VAP

(go-CAaseln f174-179) FALPQY 4.3

B-casein fi74-78) IPP 5.0

K-casein f(185-190) WVISTAV 52.0

Lactokinin

a-lactalbumin  f(104-108) WLAHK 77.0

B-lactoglobulin f(142-148) ALPMHIR 42 6

BESA4 flz08-216) ALKAWSVAR 6

(Richard et al., 2004) b



Calpis AMEEL S
(Japdn) o
Calpico (Europa)
Evolus

BioZate

C12 Peption

Peptide Soup

Casein DP Pepto
Drink

Productos comerciales
antihipertensivos

Calpis Co.

(Japon)

Valio

(Finlandia)

Davisco
(USA)
DMV
(Holanda)

NIPPON
(Japon)
Kanebo
(Japon)

Leche amarga

Leche fermentada
enriquecida con

calcio

Hidrolizado de -
lactoglobulina

Ingrediente
alimentario

Sopa

Bebida suave

Val-Pro-Pro, lle-Pro-Pro desde
B-y k-caseina

Val-Pro-Pro, lle-Pro-Pro desde
B- y x-caseina

Péptidos desde suero lacteo

Dodecapéptido derivado de caseina
(Phe-Phe-Val-Ala-Pro-Phe-Pro-Glu-Val-Phe-Gly-Lys)

Péptidos derivados de Bonito (origen marino)

Dodecapéptido derivado de caseina
(Phe-Phe-Val-Ala-Pro-Phe-Pro-Glu-Val-Phe-Gly-Lys)



Otros Productos Comerciales

BioPURE GMP

Cholesteblock

Glutamin
Peptide
WGES0GPA
WGES0GPN
WGES0GPU

Davisco Hidrolizados de proteina Glicomacropéptido
(USA) de suero
Kyowa Hakko Bebida en polvo Péptidos de soya
(Japon) enlazados a fosfolipidos
DMV Hidrolizado de proteina Péptidos ricos en
(Holanda) de leche seca Glutamina

En Chile la primera causa de muerte es la enfermedad
isquémica del corazon, seguida de ECV (48,9 y 47,3 muertes
por 100 mil habitantes, respectivamente).

Fuente: Series guias Clinicas MINSAL, 2010

Anticancerigeno,
antimicrobiano y
antitrombotico.

Hipocolesterolémico

Inmunomodulador




\ctividad

n{1h1 ertensiva
Efectos in vivo de los péptidos | 12

inhibidores de la ACE
Muestra Dosis Duracion DBP SBP
Caseina hidrolizada | 20g/dia 4 semanas | -4.6 -6.6 Sekiya et al., 1992
a-S1 caseina > 0.29/kg 4 semanas | -6.5 -4.5 Nimmaguda et al.,

2000

Leche fermentada 95 ml/dia 8 semanas | -6.9 -14.1 Hata et al., 1996
Leche fermentada 150 ml/dia | 5 meses -9.3 -15.4 Seppo et al., 2003
Hidrolizado de 20g/dia 6 semanas | -7.0 -11.0 Pins y Keenan,
proteinas séricas 2002, 2003




Péptidos Bioactivos

o CALPICOs concentrate is a natura)
drink derived from non-fat milk. It has no
artifical flavors, coloring or preservatives.

®CALPICOe's distinctive and refreshing
flavor will satisfy your thirst and soothe
your mind and soul.

OCALPICOe (hILE e o4 Be) is a

healthy and delicious drink enjoyed by
people in Japan for over 85 years.

CALPIS.Q., .
;’ﬁ’r{ MR R (o)




LifeExtension

T
 Bioactive Milk
Peptides

Figura 1.Productos alimenticios y de higiene bucal incorporados con péptidos
con actividad antitrombatica y anticariogénica




¢ De gue manera pueden obtenerse?

Proteina

Hidroélisis

\ 4

A

Fermentacion
microbiana

Enzimas
gastrointestinales
(in vivo)

Enzimas comerciales de origen
vegetal, animal o microbiano
(in vitro)

Aislamiento y
purificacién

Péptidos
bioactivos

Fuente: Agyei & Danquah, 2011



Aislacion y Purificacion de Péptidos Bioactivos

UIQUID WHEY] ..

y - '..":"__ : Fat

- MICROFILTRATION

Removes fal, bacleria
and other impurities

Filtered with Multi-Phase Filtration Technology

Ultra-pure proteins for
scientifically advanced
PREMIUM GOLD
WHEY ISOLATE PLUS

ULTRAFILTRATION

Removes lactose,
sugars and minerals

Lactose, waler and minerals




Proteinas de la Quinua

Albumina 2S
(20 Kda)

Globulina 11S (50 Kda)



Perfil Aminoacidico de Proteina de

Quinua Chilena
R 2 —

Acido Glutamico (Glu) 9.46
Treonina (Thr)** 8.89

_ Acido Aspartico (Asp) 4.70
Glicina (Gly) 3.44

Arginina (Arg)** 2.98

Leucina (Leu) 2.52

Lisina (Lys)** 2.36

Alanina (Ala) 2.24

Prolina (Pro) 1.84

“ Serina (Ser) 1.77
Histidina (His)** 1.71
Fenilalanina (Phe)** 1.53

Tirosina (Tyr) 1.14
Triptofano (Trp)** 1.07

“ Valina (Val)** 0.75
Isoleucina (lle)** 0.75

17 Metionina (Met)** 0.69
18 Cisteina (Cys) 0.12

Quinoa (grano oscuro), variedad Regalona cultivadas entre primavera y verano del afio 2010-2011 en invernadero a 22 °C en
Chillan y cosechada en enero.



Bioactive

Peptides

Immunomadulatary

Hypochalesteralemic

Antiobesity




Actividad Antioxidante de Hidrolizados de
Proteinas de Pseudocereales y Cereales
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Fig. 2. DPPH radical scavenging activity of pseudocereals and cereals. Vertical bars represent the standard deviation (n=5).
Marks following the values indicate significant differences at P < 0.05. "Significant difference from quiona. “Significant
difference from amaranth.




Péptidos Secunciados de la Quinoa con
Actividad Antioxidante

Table 2
Sequences of peptides contained in the purified fraction qf2 of the water/salt-soluble extract obtained from quinoa dough fermented at 37 °C for 24 h with Lactobacillus plantarum TOA10.
Source protein
Peptide number Sequence’ Score Calculated mass Expected mass Delta NCBI accession number
1 IVLVQEG 24 757403 156.500 =003 115 seed storage globulin B; ABI94736.1
2 TLFRPEN 21 §70.954 869.982 -0975 115 seed storage globulin B; ABI94736.1
3 VGFGI 19 538.834 237682 -1.152 Salt overly sensitive; ABS72166.1
4 FTLIN 22 719149 7119.381 0.732 Salt overly sensitive; ABS72166.1
5 LENSCDKKY 23 1053653 1053.130 -0523 Maturase K CCI55135.1

* The single-letter amino acid code s used.



Propiedad de los hidrolizados de la proteina de quinoa
para reducir la glucosa sérica y actividad antioxidante

DPP-IV IC,, ORAC activity
(mg/mL) (umol T.E. g-1)

QPI control >2.00 264.42 + 65.31

0.88 + 0.05 501.60 £ 77.34

QPH-PL 0.98+ 0.04 514.36+£77.34

Concentracion media inhibitoria para la dipeptidyl peptidase IV (DPP-1V) y capacidad de
absorcion de radicales de oxigeno (ORAC) de los aislados de quinoa (QPI), de los
hidrolizados de la proteina de quinoa con papaina (QPH-P) y un hidrolizado de quinua
obtenido con una enzima similar a la papaina (QPH-PL). (Nongonierma et al., 2015)



Efecto Comparativo de la Inhibicion de la Actividad
de la ACE por péptidos de pseudocerealesy
cereales
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Fig. 4. ACE inhibition activity of psendocereals and cereals. Vertical bars represent the standard deviation (n=7). Marks
following the values indicate significant differences at P < 0.05. "Significant difference from quiona. “Significant differ-
ence from amaranth.




Estudio en Conjunto entre la Universidad de los Andes, Universidad
de Santiago y Pontificia Universidad Catolica de Valparaiso

00
5% Universidad de
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Hidrolizado proteico
de harina de quinua

/

T =
UdeSantiago
e Chile

1%

Separacion por cromatografia liquida de alta
resolucién en fase reversa (RP-HPLC).
Medicion contenido proteico

Analisis

Fraccionar péptidos por extraccion en

fase solida (EFS)

v Fraccion de péptidos con

mayor bioactividad

Medicion

in vitro de actividad

inhibitoria de la ECA

>

Estudio de estabilidad a
diferentes condiciones de
temperatura y pH.

T~

Estudio estabilidad a digestion in vitro.




METODOLOGIA

Hidrolizado proteico de harina de quinua
Realizado en tesis de doctorado (Ciencia y Tecnologia de los Alimentos, USACH)

desarrollada por Adrian Gonzalez en la Universidad de los Andes.

Harina de quinua -~ concentrado proteico

Tabla 1. Concentrado de proteina de quinua (base seca).

Hidrolisis con Alcalasa

Compuesto Porcentaje (%)
Proteina (g) 57.3
Lipidos (g) 22.7
Cenizas (g) 5.5
Extracto libre

nitrégeno 14.5

Hidrolizado proteico de
harina de quinua



METODOLOGIA

Fraccionamiento de peptidos

- Técnica pretratamiento.

- Permite la aislacion y fraccionamiento
de péptidos desde mezclas complejas.

- Eliminar interferentes de la muestra de
interes.

Extraccion en Fase soélida
(EFS) por columnas Cy4 >

Razones

» Separacion péptidos hidrofébicos
(Potencialmente inhibidores de la ECA)

« Técnica poco explotada en alimentos.




Concentracion de proteinas de cada
elucion obtenida de la EFS

Fraccion obtenida

Concentracion proteina Fraccion extraida
(mg/mL) )

Elucién inicial de agua 1,75+0,02 (@ 23,12
Elucidon de 10% ACN 1,92+0,10 @ 25,36
1,45:0,03 19,15
Elucion de 30% ACN 0,89+0,03 (@ 11,76
Elucion de 40% ACN 0,45+0,01 (@ 5,94
Elucion de 50% ACN 0,12+0,01 (e 1,59
Elucidon de 60% ACN 0,08+0,01 (e 1,06
0,910,01 12,02
7,57 100




Actividad inhibitoria de |la ECA de las
fracciones obtenidas de la EFS

% Inhibicion de la

Fraccion obtenida ECA
(0,1 mg/mL)
Hidrolizado proteico de harina de quinua -

Elucidon de agua -
Elucion de 10% ACN 30,88+ 0,11 (@
Elucion de 20% ACN 12,85+ 1,44 (b)
Elucion de 30% ACN 11,99+ 1,64 (b)
Elucion de 40% ACN -
Elucion de 50% ACN -
Elucion de 60% ACN -




Valor IC., de la fraccion peptidica eluida de 10% ACN

Concentracion % Inhibicion

(mg/mL) ECA

0,10 30,9+ 0,1
0,14 50,00

0,15 57,3t 3,7




Estudio de la estabilidad de péptidos antihipertensivos
de quinoa a diferentes pHs y temperaturas

Factores experimentales Variable de respuesta

pH %Inhibicién ECA
P 350 1,38+ 0,79 )
3,50 2,68+ 0,61 (2)
T 350 1,32+1,09 @
L 60 L 11,28+ 1,41
5,25 12,58+ 2,10
L 90 NPT 9,19+ 2,23 ®
T 7,00 28,49+ 0,85 (©
7,00 29,94+ 3,48 (©
90 AN 28,62+ 0,3 ¢



CONCLUSIONES

Los hidrolizados de proteinas de la quinoa tienen el
enorme potencial de generar péptidos con diferentes
actividades biologicas en las que se destaca su
capacidad antihipertensiva, antioxidante y anti
glicemica.

Se requieren estudios “in vivo” para validar las
potenciales actividades que presentan los péptidos
derivados de hidrolizados de la proteina de la quinoa




AGRADECIMIENTOS

Proyecto INNOVA-CORFO I+D Aplicada Linea 2 N° 13IDL2-23457 (2013-2016).
Obtencion de Fracciones Funcionales para la Industria y Péptidos Bioactivos de
Quinua como Agentes Moduladores del Estado Fisioldgico.

Grupo de trabajo:

« Patricio Fernandez (PUCV/USACH)

» Dr. Silvia Matiacevich (USACH).

« Dr. Javier Enrione (UANDES).

« Dr. Patricio Carvajal (PUCV).

« Adrian Gonzalez, estudiante Doctorado en Ciencia y Tecnologia de los
alimentos (USACH).

.
" i Universidad de ’// e i}'\ E“R'_r['.(a‘["\l'\é“;m“
S /los Andes B8 5/ bE VALPARAISO



