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INTRODUCCIÓN 
 

El amaranto es un alimento mexicano, ampliamente consumido. Este cuenta con un porcentaje de 

proteína de hasta el 19%, el cual es uno de los más altos comparado con otras semillas de su tipo. 

Aunque las proteínas de leche han sido la principal fuente de estudio en la obtención de péptidos 

bioactivos, muchos de ellos se han enfocado en buscar alternativas para la diversificación de 

fuentes proteicas de péptidos con actividad biológica. Es por ello que se consideró para el 

desarrollo de este trabajo, la liberación de péptidos con actividad biológica, principalmente 

aquellas relacionadas con un efecto sobre el sistema cardiovascular. Así es que se ensayaron 

actividades como la antihipertensiva, la antitrombótica y la antioxidante, las cuales ya se habían 

estudiado de manera independiente. Sin embargo, en esta ocasión se realizaron estudios de 

multiactividad biológica de fracciones peptídicas obtenidas de la hidrólisis, por diferentes 

mecanismos, de proteínas de amaranto.  

El reporte está presentado en cuatro capítulos, los cuales representan una publicación de cada 

uno de ellos. El capítulo 3 publicado en el Journal of Food Medicine, el capítulo 4 aceptado en 

Molecules y los capitulos 1 y 2 enviados al International Food Research International y al Canadian 

Journal of Plant Science.  

En el capítulo uno se resumen los estudios alrededor de la liberación de péptidos bioactivos 

encriptados en cadenas polipéptidicas de proteínas de amaranto, así como de las generalidades 

del grano. En el capítulo dos, se reporta la evaluación de la hidrólisis por digestión in vitro 

utilizando pepsina y pancreatina de la proteína de amaranto, y la cuantificación de las 

multibioactividades con efecto al sistema cardiovascular. El capítulo tres, describe la bioactividad 

liberada durante la fermentación de proteína de amaranto por dos distintas bacterias, utilizando 

Lactobacillus casei Shirota y Streptococcus termophilus, realizando fermentaciones por 

monocultivos y en combinación. Finalmente, en el capítulo cuatro se realizó la hidrólisis de la 

proteína, liberación, purificación y secuenciación de los péptidos obtenidos después de una 

hidrólisis enzimática con las enzimas alcalasa y flavourzyme, en forma individual o en secuencia.  

Es así que se presenta este trabajo que representa un estudio integral de los mecanismos de 

hidrólisis de proteínas de una fuente alimentaria, muy consumida pero con pocos estudios. 
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 . Proteínas de Amaranto como fuente de péptidos 

bioactivos. 
 

RESUMEN 
Recientemente, los péptidos bioactivos se han utilizado como alternativa para prevención de 

enfermedades o el tratamiento en combinación con medicamentos. Incluso cuando el alimento 

más estudiado ha sido la leche, se han investigado otras fuentes con el objetivo de diversificar las 

alternativas para la obtención de este tipo de péptidos. El amaranto es un cultivo americano, con 

un alto porcentaje de proteínas (> 15%); y se ha utilizado en varios estudios para liberar péptidos 

con diferentes bioactividades. El objetivo de este capítulo fue revisar el estado del arte en la 

generación de péptidos a partir de proteínas de amaranto. Se encontró que la hidrólisis por 

digestión in vitro es el proceso más común para la liberación de péptidos. Esta revisión se centra 

en el amaranto como un producto potencial para la obtención péptidos bioactivos. 

Palabras clave: Amaranto, péptidos bioactivos, liberación de péptidos, proteína, proteólisis. 

 

ABSTRACT 
Bioactive peptides have been lately used as an alternative for the treatment or prevention of 

diseases. Even when the most studied food has been milk, different crops have been investigated 

with the aim of diversifying peptides alternatives. Amaranth is an American crop, with a high 

percentage of protein (>15%); and it has been used in several studies to release peptides with 

different bioactivities. The aim of this work was to review the state of the art in peptides 

generation from amaranth proteins. Finding that hydrolysis in vitro digestion is the most typical 

process for the release of peptides. This review focuses on amaranth as a potential product for 

obtaining bioactive peptides.  

Keywords: Amaranth, bioactive peptides, peptides release, protein, proteolysis. 
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INTRODUCCIÓN 
El amaranto es un alimento precolombino, distribuido principalmente en la región entre México y 

Chile. Se ha reportado que fue utilizado por civilizaciones como la Inca, la Azteca y la Maya, que la 

incluyeron como parte de su dieta. El amaranto se difundió lentamente en otras regiones 

geográficas, al grado que se llegó a encontrar en Europa como planta ornamental desde el siglo 

XVIII o bien en África y Asia como vegetal desde el siglo XIX, sin haber alcanzado la importancia en 

la nutrición humana como la tuvo en su región de origen (Borneo y Aguirre, 2008). Su distribución 

en diversas áreas geográficas se debe a su adaptabilidad a diversas condiciones ambientales, como 

los suelos de fertilidad media o baja y las condiciones de lluvia limitada (Amicarelli y col., 2002; 

Bressani 1993). 

Esta planta pertenece a la orden Caryophyllales, a la familia Amaranthaceae y al género 

Amaranthus. Existen más de 60 géneros y 800 especies de amaranto en el mundo, la mayoría de 

ellas especies de malezas como A. retroflexus. Solo algunas especies se utilizan como alimento, 

vegetales de hoja, forraje y ornamentales, siendo A. tricolor, A. blitum, A. caudatus, A. cruentus y 

A. hypochondriacus las más comunes (Aguilar y col., 2011; Bressani 1993). El amaranto es una 

planta anual dicotiledónea y herbácea; puede alcanzar más de 3 m en un vástago vertical rígido. 

Las hojas de amaranto son de color verdoso y rojo,  en su mayoría son comestibles. Cuenta con 

flores muy pequeñas de color púrpura, rojo oscuro o verde amarillo. Sus frutos contienen una 

semilla pequeña y lenticular (1.0-1.5 mm de diámetro; 0.6-1.2 g) que puede ser blanca, dorada, 

roja y oscura (Adhikary y Pratt 2015; Bressani 1993; Teutonico y Knorr, 1985). 

Debido a sus características nutricionales no se considera un cereal (mayor concentración de 

proteína y la ausencia de gluten), es más bien un "pseudo-cereal", como el alforfón y la quinoa 

(Amicarelli y Camaggio 2012). La composición química del grano de amaranto es de especial 

interés (tabla 1.1). El grano entero se divide en tres partes, la capa (lisa, delgada y fácil de 

remover), el germen (rico en grasa), y el perispermo (rico en almidón). Debido a su cantidad y 

calidad en macronutrientes (mayor proporción en proteínas y grasas) se diferencía de los cereales 

tradicionales (Bressani 1993; Caselato-Sousa y Amaya-Farfán, 2012) Un hecho importante del 

amaranto es que esta semilla tiene una composición de aminoácidos esenciales equilibrada, 

similar a las directrices de la FAO/OMS para la dieta humana (Amicarelli y Camaggio 2012; 

Gobelnik-Mlakar y col., 2010; Rastogi y Shukla 2013). 
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Tabla 1.1. Composición química y amino ácidos esenciales en el grano de amaranto.  

Fuente: Elaboración personal con datos de los autores: Caselato-Sausa y Amaya-Farfán 2012; Becker y col., 1981; 

Grobelnik-Mlakar y col., 2010; Adhikary y Pratt 2015. 

1.1. Proteínas del amaranto. 
La mejor fuente de proteínas de alta calidad nutricional son las proteínas animales, sin embargo 

estas tienden a ser más costosas y algunas de ellas causan alergias o intolerancias (Shevkeni y col., 

2013; Tovano y col., 2008). Por esta razón, existen estudios nutricionales que se centran en las 

proteínas vegetales (Zhang y col., 2018) como las de amaranto. Este grano cuenta con proteínas de 

alta calidad (cuenta con todos los aminoácidos esenciales) y altamente digeribles (13-19% de 

proteínas con 90% de digestibilidad), con un buen equilibrio en aminoácidos, mejor que los 

contenidos en cereales y legumbres; alto en lisina (deficiente e n cereales) y también carece de 

proteínas que forman gluten (gliadina), lo que lo hace adecuado para su consumo en la dieta 

celíaca (Alencar y col., 2016; Kurek y col., 2018). 

Las proteínas del grano de amaranto se dividen según su solubilidad en globulinas, albúminas y 

prolaminas (Barba de la Rosa y col., 1992). Silva-Sánchez y col., (2008) reportaron la presencia de 

las tres fracciones de proteína y más tarde, Montoya-Rodríguez y col., (2014) observaron las 

mismas proteínas incluso después del proceso de extrusión. 

Globulina 11S o amarantina: es la principal fracción de las proteínas aisladas de amaranto 

(Quiróga y col., 2009). Fue caracterizada por primera vez por Barba de la Rosa y col., (1996), está 

formado por 501 aminoácidos (Figura 1.1) y tiene un peso molecular de 56 kDa. La globulina 11S 

es una de las proteínas de almacenamiento más importantes de la semilla (Condés y col., 2009), 

consta de 3 subunidades integradas en dos trimeros en un homohexámero (Carrazco-Peña y col., 

 Por cada 100 g de grano  Por cada 100 g de proteína 

Energía (kcal) 365-370 Trp 0.98-1.8 

Proteina (g) 13.57-18.19 Met/Cys 4-4.9 

Grasas total (g) 2.5-8.50 Thr 3.3-4 

Carbohidratos (g) 60.54-66.25 Isl 2.7-4 

           Almidón (g) 57.27-68 Val 3.9-4.7 

           Fibra (g) 2.6- 6.7 Lys 5-6 

  Phe/Tyr 5-8.5 

  Leu 4.2-6.3 
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2013). El homohexámero se compone de monómeros entre 52 y 59 kDa que están unidos por un 

enlace SS (Jenssen y col., 2016). 

Figura 1.1. Secuencia amino acídica de Glibulina 11 

Amino acid nomenclature: C, cys; cisteine; H, his; histidine; I, ile; isoleucine; M, met; metionine; S, ser; serine; V, val; 
valine; A, ala; alanine; G, gly; glycine; L, leu; leucine; P, pro; proline; T, thr; treonine; F, phe; phenilalanine; R, arg; 
arginine; Y, tyr; tirosine; W, trp; tryptophane; D, asp; aspartic acid; N, asn; asparagine; B, asx; either of D or N; E, glu; 
glutamic acid; Q, gin; glutamine; Z, glx; either of E or Q; K, lys; lysine. Secuencia Proteinica de base de datos UniProt 
(http://www.uniprot.org) 

 

Globulina 7S: está presente en el amaranto en menor cantidad que la globulina 11S, al mismo 

tiempo, ha sido menos estudiada (Tandang y col., 2010). Quiróga y col., (2010) encontraron que la 

globulina 7S está constituida por 4 subunidades de 66, 52, 38 y 16 kDa, con un peso molecular 

total de 200 kDa. García-González y col., (2013) reportaron la globulina 7S compuesta por 3 

subunidades principales llamadas α (57-69 kDa), α´ (57-72 kDa) y β (42-52 kDa), que están unidas 

por enlaces covalentes formados por un trímero con un peso molecular de entre 170 y 200 kDa. 

Albuminas: en el amaranto se encuentra en grupos de 2 polipéptidos, llamados MRPs, con 16-18% 

de metionina y un peso molecular de 18 kDa (Segura-Nieto y col., 1994; Silva-Sánchez y col., 2004) 

Prolaminas: esta es la proteína menos abundante en el amaranto (Segura-Nieto y col., 1992). Está 

formado por tres fracciones con peso molecular aparente entre 52-54, 33-34 y 22-27 kDa, unidas 

por enlaces disulfuro (Barba de la Rosa y col., 1992; Jenssen y col., 2017). 

A partir de estas tres fracciones que conforman los principales componentes protéicos del 

amaranto se pueden liberar péptidos con diferentes bioactividades. 

1.2. Péptidos bioactivos. 
Los péptidos bioactivos se definen como fracciones de proteínas específicas con función fisiológica 

benéfica, por ejemplo en la disminución de la presión arterial o bien con un efecto opioide 

STHASGFFFFHPTKMAKSTNYFLISCLLFVLFNGCMGEGRFREFQ 
QGNECQIDRLTALEPTNRIQAERGLTEVWDSNEQEFRCAGVSV 
IRRTIEPHGLLLPSFTSAPELIYIEQGNGITGMMIPGCPETYESGSQ 

QFQGGEDERIREQGSRKFGMRGDRFQDQHQKIRHLREGDIFAM 
PAGVSHWAYNNGDQPLVAVILIDTANHANQLDKNFPTRFYLA 
GKPQQEHSGEHQFSRESRRGERNTGNIFRGFETRLLAESFGVSEEI 
AQKLQAEQDDRGNIVRVQEGLHVIKPPSRAWEEREQGSRGSRY 
LPNGVEETICSARLAVNVDDPSKADVYTPEAGRLTTVNSFNLPI 
LRHLRLSAAKGVLYRNAMMAPHYNLNAHNIMYCVRGRGRIQI 
VNDQGQSVFDEELSRGQLVVVPQNFAIVKQAFEDGFEWVSFKT 
SENAMFQSLAGRTSAIRSLPIDVVSNIYQISREEAFGLKFNRPETT 
LFRSSGQGEYRRKISIA 

http://www.uniprot.org/
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antagonista o agonista. Otras bioactividades importantes que pueden presentar estos péptidos 

son la antitrombótica, antimicrobiana, hipocolesterolémica, antioxidante, entre otras (Lorenzo y 

col., 2018). En algunos casos, los péptidos encriptados en secuencias de proteínas pueden 

presentar actividad multifuncional. Sin embargo, mientras estos se encuentran unidos a la 

proteína, su actividad es nula. Dichas secuencias bioactivas pueden liberarse mediante tres 

métodos diferentes: durante la digestión en el tracto digestivo, por acción enzimática y por 

fermentación microbiana (Hartman y Meisel 2003; Kitts y Weiler 2003). 

1.2.1. Digestión 

El proceso enzimático in vivo (Figura 1.2) o in vitro es la forma más común de producir péptidos 

bioactivos. Durante este proceso, la proteína se hidroliza completamente, con la combinación de 

enzimas pepsina-pancreatina y pepsina-tripsina, reportadas como las más utilizadas en estudios in 

vitro. Con este proceso enzimático, se han liberado péptidos con diferentes actividades biológicas 

en alimentos como la leche, el huevo y la soja (Capriotti y col., 2015; Grootaert y col., 2017; Su y 

col., 2017). Por otro lado, se han identificado péptidos con actividad antitrombótica en la sangre 

de los lactantes después del consumo de leche materna (Chabance y col., 1995) y péptidos 

antihipertensivos en plasma de adultos después del consumo de sardina (VY) y yogur (LPP, VPP y 

IPP). ) (Foltz y col., 2007; Matsui y col., 2002). Incluso cuando los estudios in vitro son accesibles y 

pueden proporcionar un buen enfoque para los estudios in vivo, se han realizado estudios 

comparativos en leche en ambos sistemas, lo que ha demostrado la generación de una gran 

cantidad de péptidos y aminoácidos tanto in vivo como in vitro (Egger y col., 2017; Sanchón y col., 

2018). 

 

Figura 1.2. Digestión in vivo de proteínas 
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1.2.2. Hidrólisis enzimática 

Las proteinasas y peptidasas extraídas de plantas, bacterias, hongos y animales se han aplicado 

para liberar péptidos con este método (Figura 1.3). Por ejemplo, Suh y col., (1999) encontraron 

péptidos con inhibición de la enzima convertidora de angiotensina (ACE-i) con el uso de Pescalase 

(Serin proteasa de Bacillus licheniformis) en proteínas de maíz; y Zarei y col., (2014) liberaron 

péptidos antioxidantes de desechos de palma usando papaína. También se han identificado 

péptidos antioxidantes después del uso de Alcalasa (proteinasa de Bacillus subtilis) y Flavourzyme 

(peptidasas de Aspergillus oryzae) en maíz y linaza, respectivamente (Silva y col., 2017; Zhuang y 

col., 2013). También se ha reportado la liberación de péptidos antibacterianos y reductores del 

colesterol al usar ambas enzimas en un proceso continuo sobre proteínas de chía (Coelho y col., 

2018). 

Figura 1.3 Acción de exopeptidasas y endopeptidasas.  
(Modificada de Cremonesi, 2002) 

1.2.3. Fermentación 

Los péptidos bioactivos pueden producirse, utilizando bacterias iniciadoras, a partir de productos 

lácteos. El sistema proteolítico de estos microorganismos permite liberar péptidos encriptados en 

secuencias proteínicas. Este sistema se divide en tres pasos principales (Figura 1.4); el primero 

consiste en la ación de una proteinasa unida a la pared celular, luego los oligo, tri- y di- péptidos 

formados por la proteinasa se transportan al interior de la bacteria, donde finalmente se dividen 

nuevamente por endo, amino, tri y dipeptidasas (Savijoki y col., 2006). Este método para la 

obtención de péptidos bioactivos se ha utilizado en  proteínas de diferente naturaleza, como la 

leche, la carne, la soja, el tomate, el guisante, entre otros, liberando péptidos con múltiples 

actividades como la ECA-I, antioxidantes y antimicrobianos, con el uso de monocultivos o la 

combinación de diferentes especies (Aguilar-Toalá y col., 2017; Daleri y col., 2018; Gallego y col., 

2018; Mechmeche y col., 2017 Vermeirssen y col., 2003). A pesar de que el sistema proteolítico de 

estreptococos y lactobacilos cuenta con los mismos tres pasos, tienen pequeñas diferencias 
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(Rodríguez-Serrano y col., 2018). Estas diferencias se deben a necesidades peptídicas específicas 

para cada microorganismop, por ejemplo, los estreptococos cuentan con peptidasas específicas 

para aminoácidos aromáticos, los cuales son esenciales para su desarrollo (Zhang y col., 2011). En 

la figura 3 se ilustra el sistema proteolítico de lactobacilos. 

 

Figura 1.4. Sistema Proteolítoco de Lactobacilos 
(Modificado de Guédon y col., 2001) 

a) Proteinasa. La proteinasa se encuentra unida a la pared celular y es llamada PrtP en el caso 

de lactobacilos y PrtS para estreptococo (Chang y col., 2014). La principal diferencia es que la PrtS 

se encuentra anclada a la membrana celular por medio de una sortasa (SrtA) (Chang y col., 2012). 

También, la actividad proteolítica de PrtS es mayor que PrtP, esto debido a que los estreptococos 

tienen mayor necesidad de ácido glutámico y metionina. La proteinasa del estreptococo se activa 

en caso de que las concentraciones de estos aminoácidos sean inadecuadas (Letort y Jullard 2001). 

b) Transporte membranal. Esta fase cuenta con distintos transportadores específicos. 

lactobacilos cuenta con al menos 10 distintos transportadores de aminoácidos con alta 

especificidad y diferentes sistemas de regulación, por ejemplo: Glu/Gln, Asn y Pro/Gly se regulan 

por ATP (Poolman y col., 1995), mientras que los transportadores de di y tri péptidos hidrofílicos 

como Leu/Val/Ile y Ala/Gly y Ser/Thr son transportados por intercambio de protonoes (Savijoki y 

col., 2006). En el caso de estreptococos, la hidrólisis trabaja con un sistema de energía externo, 

esto debido a que no cuenta con una fuente de energía endógena (Akpemado y col., 1983). Estas 

bacterias poseen dos sistemas básicos de energía, el primero es por ATP o metabolitos de ATP. El 

segundo es por la formación de un protón que genera la fuerza que acompañará el transporte de 

aminoácidos y péptidos de cadena corta. El transporte de aminoácidos dependerá de las 

condiciones de temperatura y pH óptimas para cada microorganismo (Heefner y Harold, 1982).  
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En el caso de transporte oligopéptidos en lactobacilos, consiste en 5 proteínas (OppA, B, C, D y F), 

que pertenecen a la familia de las ABC, que son ATP-dependientes y son capaces de transportar 

hasta 12 aminoácidos (Lamarque y col., 2004). En contraste, el transporte de oligopéptidos en 

estreptococos es considerado un sistema más complejo, debido a que permite la entrada de 

cadenas de hasta 23 aminoácidos mediante el sistema Ami (Jullie y col., 2005). En este sistema, 

ATP-dependiente, está asociado con la membrana celular, el cual es responsable de la activación 

de operones (AmiA1, AmiA2 y AmiA3) (Garault y col., 2002). Estos operones se pueden activar por 

la presencia de aminoácidos sulfurados, los cuales promueven un cambio en las proteínas a su 

conformación de α-hélice, para permitir la entrada de hasta 23 aminoácidos. Los ATP´s requeridos 

son donados por los operones Ami, AmiE y AmiF (Hols y col., 2005). 

c) Peptidasas. Una vez que los péptidos son transportados al interior del microorganismo, 

son fraccionados para liberar los aminoácidos esenciales. Esta acción es desarrollada por un 

sistema de peptidasas y aminopeptidasas intracelulares. En general se han encontrado diecisiete 

peptidasas en lactobacilos y catorce en estreptococos, y cabe señalar que aunque tienen los 

mismos nombres en ambos microorganimos, PepN, PepC, PepS, PepX y PepO, en los 

estreptococos tienen características y actividad diferentes a aquellas encontradas en Lactobacillus 

(Rul y Monnet,. 1997). 

La efectividad de los péptidos bioactivos depende de dos factores, su resistencia a la degradación 

gastrointestinal por las peptidasas y su absorción en el torrente sanguíneo. Esto depende a su vez 

de los transportadores de péptidos (PEPT1 para tripéptidos; pinocitosis para péptidos solubles; 

paracelular para transporte acuoso y rutas transcelulares). Estos dos factores afectan la secuencia 

de aminoácidos, en consecuencia las bioactividades y los resultados clínicos podrían modificarse 

(Aluko, 2015). 

1.3. Bioactividad de la proteína de amaranto. 
El amaranto es un alimento rico en proteínas (> 15%), lo que lo convierte en una buena fuente 

para la liberación de péptidos bioactivos con diferentes actividades. La tabla 1.2 resume los 

métodos a través de los cuales se han liberado péptidos bioactivos de amaranto. 
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Tabla 1.2. Métodos usados para liberar péptidos a partir de amaranto. 

Método Bioactividad Referencia 

Digestión in vitro 

Antioxidante Orsini-Delgado y col., 2016, Orsini-
Delgado y col., 2015, Orsini-Delgado y 
col., 2011 

Antihipertensiva Tiengo y col., 2009 
Antihipertensiva Quiroga y col., 2011, Barba de la Rosa y 

col., 2010 
Antiinflamatoria Montoya-Rodríguez y col., 2014, 

Moronta y col., 2016, Montoya-
Rodríguez y González-Mejía 2015 

Antitrombótica Sabbione y col., 2016 
Inhibición de Dipeptidil 
peptidasa IV 

Velarde-Slacedo y col., 2012 

Digestión in vivo 
Hipocolesteromiante Mendonça y col., 2009 

Soares y col., 2015 

Hidrólisis enzimática 

Antioxidante Torini y Añón 2010 
Antihipertensiva Fritz y col. 2011 
Antihipertensiva Tovar-Pérez y col., 2009 
Antiinflamatoria Moronta, Smaldini y col., 2016 
Antitrombótica Sabbione, y col., 2015 
Inhibición de Dipeptidil 
peptidasa IV 

Soriano-Santos y col., 2015 

Identificación y 
aislamiento de proteína 

bioactiva 

Antitumoral Barrio y Añón 2010, Quiroga y col., 2015 
Antitumoral Sani y col., 2004 
Antitumoral Maldonado-Cervantes y col., 2010 
Antihipertensiva Luna-Suárez y col., 2010. 
Antimicrobiano Broekaert y col., 1992, Lipkin y col., 2005 
Insecticida Valdes-Rodríguez y col., 1993. 

Chagolla-López y col., 1994 

In sílico Antihipertensiva Vicchi y Añón 2009 

Proteínas de amaranto 
diseñadas 

Antihipertensiva Medina-Godoy y col., 2013 

Extrusión Antiinflamatoria Montoya-Rodríguez y col., 2014 

 

1.3.1 Péptidos antihipertensivos 

La hipertensión es un problema de salud pública en todo el mundo, con una prevalencia del 30%. 

El uso de medicamentos convencionales tiene efectos secundarios típicos, es por eso que el uso de 

nutracéuticos en el tratamiento y/o prevención de enfermedades cardiovasculares podría 

hipotéticamente suponer un ahorro económico para el sector salud y una beneficio en la no 

manifestación de efectos secundarios (Borgui y col., 2016). En ello se basa la importancia en el 

estudio de la liberación de péptidos con actividad antihipertensiva de diferentes matrices 

alimentarias. 
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La actividad antihipertensiva de los péptidos es una de las bioactividades más estudiadas. 

Investigadores los han buscado en diferentes fuentes, como el pescado, la leche, la carne y las 

proteínas de origen vegetal (Ciau-Soli y col., 2017; Simonetti y col., 2017; Yathisha y col., 2018; 

Zuhaib y col., 2017). La leche ha sido la fuente de proteínas más estudiada para la producción de 

los péptidos antihipertensivos. De esta fuente se han encontrado los tripéptidos Val-Pro-Pro e Ile-

Pro-Pro, con una alta actividad antihipertensiva con dosis entre 5 y 100 mg/día (Cicero y col., 

2016). 

La primera evidencia de péptidos antihipertensivos obtenidos de la proteína de amaranto fue 

reportado por Vecchi y Añón (2009). En este estudio in sílico, la proteína globulina 11S fue 

mapeada con la ayuda de bases de datos de péptidos antihipertensivos, lo que permitió detectar 

dos tripéptidos (IKP y LEP), con una  IC50 de la ECA de 6.32 mM y 175 µM, respectivamente. Este 

fue el primer reporte que demostró  que la proteína amaranto es una fuente de péptidos 

antihipertensivos. A partir de estos resultados,  se realizaron los hidrolizados de los aislados 

proteicos enteros del amaranto y sus proteínas aisladas, como la albúmina, la glutelina y la 

globulina 11S y 7S. 

La globulina y la albúmina fueron hidrolizadas con alcalasa, las fracciones obtenidas presentaron 

bajo peso molecular (550 Da de albúmina; 400 Da de globulina) con una IC50 de 636 µM y 375 µM, 

respectivamente. También reportaron que una hidrólisis más extensa, disminuía la actividad 

inhibitoria de la ECA (Soriano-Santos 2015; Tovar-Pérez y col., 2009). Aun así, se ha demostrado 

que la digestión gastrointestinal simulada a partir de hidrolizados de proteína de amaranto con 

alcalasa no altera significativamente la actividad inhibitoria de la ECA, ya que tiene más del doble 

de actividad cuando se hidroliza primero con alcalasa, que solo por digestión gastrointestinal. 

Tiengo y col., (2009) concluyeron que los hidrolizados de la proteína amaranto pueden ser una 

buena opción como producto hipotensor. 

Cabe aclarar que la actividad antihipertensiva puede llevarse a cabo por diferentes mecanismos; el 

más común es la inhibición competitiva y/o no competitiva de la enzima convertidora de 

angiotensina (ECA). Sin embargo, otros mecanismos de acción están relacionados con el aumento 

de la tensión arterial como la actividad de los agentes vasodilatadores, por ejemplo el óxido nítrico 

(NO) endotelial, la inhibición de la renina o la reducción del sistema simpático, que induce la 

vasodilatación (Aluko, 2005). 
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La inducción de la producción de NO durante la inhibición de la ECA ha sido evaluada en proteínas 

de amaranto. Se ha demostrado que la hidrólisis tríptica de glutelina induce la producción de ON 

endotelial y la vasodilatación, con un IC50 de 200 µg/mL; explicando por primera vez la asociación 

específica de péptidos de amaranto en la fisiología vascular (Barba de la Rosa y col., 2010). Por 

otro lado, la globulina 7S es un componente menor en el amaranto; Quiroga y col., (2011) 

compararon sus propiedades con la globulina 11S. En este estudio, se demostró que la glubulina 

7S puede desnaturalizarse a una temperatura más baja, tiene propiedades emulsionantes más 

altas y mayor solubilidad en un tampón neutro, lo que lo hace más adecuado para los usos 

alimentarios. Mediante un análisis bioinformático, encontraron que se liberan secuencias 

peptídicas antihipertensivas después de su digestión gastrointestinal con un IC50 de 0.17g/L. 

Como lo demostró Tovar-Pérez y col., (2009), la alcalasa es una enzima adecuada para la liberación 

de péptidos antihipertensivos. Fritz y col., (2011) compararon la acción de diferentes enzimas, 

como la papaína, tripsina, quimotripsina y alcalasa; sus resultados demostraron  in vitro que la 

mejor enzima para la liberación de péptidos antihipertensivos era alcalasa, con un efecto dosis 

dependiente en ratas espontáneamente hipertensas con IC50 de 0.12 mg/mL. Mientras tanto, los 

resultados de Lado y col., (2015) no registraron cambios en la presión arterial cuando las ratas se 

alimentaron con proteínas aisladas no hidrolizadas. 

Una forma novedosa de obtener péptidos bioactivos es mediante la modificación de moléculas 

conocidas, para obtener diversas actividades. En este sentido, la globulina 11S o amarantina fue 

modificada para la obtención de una mayor actividad antihipertensiva, debido a que sus 

propiedades fisicoquímicas en la subunidad ácida la hacen susceptible a modificaciones. Para 

mejorar su actividad antihipertensiva, se realizó la inserción de cuatro péptidos antihipertensivos 

Val-Tyr e Ile-Pro-Pro en la estructura primaria en la tercera región variable de la globulina 11S. El 

experimento se llevó a cabo a través de un plásmido expresado en Escherichia coli Origami, la cual 

fue llamada AMC3. Una vez que la proteína fue expresada y purificada, ésta fue hidrolizada por 

digestión in vitro para comprobar la liberación de los péptidos insertados, lo que resultó en un 

aumento de la actividad en ocho veces más que en la proteína no modificada (IC50 0.064 mg / mL) 

(Castro-Martínez et al., 2012; Luna-Suárez y col., 2010; Morales-Camacho y col., 2016). Al realizar 

estudios in vivo, los efectos positivos se observaron en ratas hipertensas espontáneas, el grupo 

que ingirió una dosis de 100 mg/kg de AMC3 previamente hidrolizado (digestión in vitro) tuvo 

efectos similares a los grupos tratados con captopril (Medina-Godoy y col., 2013). 
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1.3.2 Péptidos antioxidantes 

La capacidad antioxidante en los péptidos se ha relacionado con la enzima utilizada para liberarlos, 

la naturaleza de la proteína, la estructura del péptido, su peso molecular, su hidrofobicidad y así 

como su composición de aminoácidos (Pihlanto 2006; Udenigwe y Aluko, 2012). Los mecanismos 

exactos de cómo funcionan los péptidos antioxidantes no están totalmente esclarecidos. Algunos 

estudios han demostrado su capacidad para inhibir la lipoperoxidación, para eliminar los radicales 

libres, para quelar iones metálicos o para evitar el daño oxidativo mediante la inducción de genes 

que codifican la producción de enzimas endógenas (Sarmadi e Ismail, 2010; Udenigwe y Aluko, 

2012). Por ejemplo, Chen y col., (1996) postularon que la histidina, debido a la posición de sus 

grupos imidazol, se identifica como un donador importante de hidrógeno, eliminador de radicales 

peroxilo y quelante de metales mientras que los aminoácidos hidrófobos aumentan la 

accesibilidad de los antioxidantes a objetivos celulares como lo son las cadenas de ácidos grasos 

poliinsaturados. Por otro lado, el triptófano, la tirosina y la fenilalanina se caracterizan por su 

capacidad para donar protones a radicales libres y quelar iones metálicos, mientras que la cisteína 

y la metionina, debido a sus grupos SH, también pueden eliminar radicales (David-Birman y col., 

2018; Liang y Kitts, 2014). La importancia de la capacidad antioxidante radica en la prevención o el 

retraso en la oxidación de biomoléculas, la prevención del daño celular y enfermedades 

relacionadas al mantener los componentes celulares en estado reducido (Tohma y col., 2017). 

El amaranto es un cultivo que contiene diferentes compuestos antioxidantes, como β caroteno, 

vitamina C, polifenoles, flavonoides y ácidos grasos (Pieretti y col., 2017; Sarker y col., 2017). 

Tambien su alta concentración en proteínas puede contribuir al aumento de la actividad 

antioxidante mediante su hidrólisis. El principal método hidrolítico utilizado para la liberación de 

péptidos antioxidantes en el amaranto ha sido la digestión gastrointestinal simulada (Orsini-

Delgado y col., 2011; 2015; 2016). Se ha observado que por la hidrólisis de las proteínas del 

amaranto, existe un aumento en los péptidos solubles, los cuales podrían ser responsables de las 

capacidades antioxidantes. Para la medición de la capacidad antioxidante, siempre se ha 

observado una actividad dosis dependiente, mostrando valores de IC50 más altos que los de Trolox 

(antioxidante conocido usado como control positivo). Se midió la mezcla de especies con diferente 

potencia antioxidante, incluidas las moléculas prooxidantes y otras con alta capacidad 

antioxidante (Orsini-Delgado y col., 2011). Incluso cuando la hidrólisis gastrointestinal simulada 

tenía la capacidad de aumentar la capacidad antioxidante, se realizó una hidrólisis previa con 

alcalasa, debido a que estudios realizados por Soriano-Santos y Escalona-Buendía (2015) y Torini y 
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Añon (2010) sugirieron que esta enzima tiene la capacidad para mejorar el contenido en péptidos 

antioxidantes, al liberar fracciones con un tamaño molecular inferior a 0.5 kDa con hasta un 66% 

de actividad inhibitoria de radicales. Cuando se agregó una hidrólisis con alcalasa a un proceso de 

digestión gastrointestinal in vitro, no se observaron cambios en la actividad antioxidante de los 

péptidos producidos (Orsini-Delgado y col., 2015). No obstante, se lograron caracterizar cuatro 

péptidos: AWEEREQGSR (IC50 = 6.7 µg / mL), YLAGKPQQEHH (IC50 = 16 µg / mL), IYIEQGNGITGM 

(IC50 = 71 µg / mL) y TEVWDSNEQ (IC50 = 20 µg / mL). 

Se ha demostrado que la presencia de residuos de His y Pro es esencial para tener  efecto 

antioxidante, lo que sugiere que los residuos de aminoácidos específicos en las cadenas de 

péptidos desempeñan un papel importante en la actividad antioxidante (Tang-Bin y col., 2016). 

1.3.3 Antiinflamatorio 

La inflamación, que puede ser aguda o crónica, es la respuesta del huésped a la invasión de 

sustancias extrañas y/o estímulos inflamatorios producidos por diferentes mediadores 

inflamatorios como los eicosanoides, las aminas vasoactivas, las citoquinas y la quimiocina (Serhan 

y Savill, 2005). Incluso cuando los eventos inflamatorios agudos están bien descritos, la 

inflamación crónica, particularmente en las infecciones crónicas y las enfermedades autoinmunes, 

no se conocen completamente (Laveti y col., 2013). La inflamación crónica está relacionada con 

una amplia variedad de enfermedades, como son el asma, el cáncer, las enfermedades 

cardiovasculares, el Parkinson, etc., que se asocian con un mal funcionamiento del tejido (Scrivo y 

col., 2011). Debido a la relación entre la inflamación crónica y las enfermedades crónicas, estudios 

recientes se centran en el desarrollo de péptidos bioactivos con acción antiinflamatoria basada en 

células de mamíferos cultivadas (especialmente macrófagos) e inflamación químicamente inducida 

en modelos animales (Majumder y col., 2016) . Los péptidos derivados de fuentes alimenticias 

como la leche, los insectos comestibles, los huevos y la soja se han analizado para detectar 

posibles efectos antiinflamatorios beneficiosos (Lin y col., 2017; Meram y Wu, 2017; Zielinska y 

col., 2017). En la figura 2 se describen los efectos antiinflamatorios que pueden tener los péptidos 

bioactivos. 
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Figura 1.5. Posible actividad anti-inflamatoria de péptidos. 

Péptidos bioactivos en alimentos pueden mediar el Factor Nuclear-ĸB (NF- ĸB) y la Protein quinasa Mitogen-Activado 
(MAPK), modificando citoquinas IL-6, -TNF- α, quimoquinasas y adhesión de moléculas. 

 

En estudios recientes, se ha investigado al amaranto en busca de péptidos con efecto 

antiinflamatorio, sometiéndolos a diferentes procesos y evaluando diversas respuestas 

antiinflamatorias. La primera evidencia de péptidos antiinflamatorios se observó después de la 

extrusión de la harina de amaranto (Montoya-Rodríguez y col., 2014 a). Se observó que la harina 

de amaranto después de procesarse y pasar a través de una digestión in vitro, mejoró el aumento 

de la actividad antiinflamatoria en diferentes biomarcadores, con tres péptidos. Los péptidos 

identificados fueron HGSEPFGPR, RPRPWRYT y RDGPFPWPWYSH; donde el primer péptido mostró 

una mayor reducción en el receptor de lipoproteínas de baja densidad oxidadas 1 (83%) y en la 

matriz metaloproteinasa-9 (52%); mientras que el segundo péptido identificado tuvo una mayor 

disminución en las moléculas de adhesión intracelular-1 (39%). Como resultado de estos estudios, 

se concluyó que la extrusión es una tecnología que libera péptidos con efectos antiinflamatorios, 

mejorando directamente los biomarcadores en aterosclerosis como lo es la disminución de la 

proteína C reactiva (PCR) e interleucinas (Montoya-Rodríguez y col., 2014a; 2014b; Montoya-

Rodríguez y González de Mejía 2015). 

Por otro lado, también se ha probado la hidrólisis de la proteína de amaranto con alcalasa para la 

liberación de péptidos con esta bioactividad. Con este método hidrolítico, se observó que un grado 

de hidrólisis de 23-30% era ideal para la liberación de péptidos antiinflamatorios capaces de 
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reducir la expresión de citoquina CCL20 a través de la activación de la ruta NF-ĸB en células 

epiteliales colónicas. El péptido responsable de dicha actividad se identificó como SSEDIKE, el cual 

también demostró no ser tóxico e inhibir las reacciones alérgicas en modelo de ratón, con la 

supresión de la secreción de IgE y el control de la inflamación intestinal (Moronta y col., 2016a; 

2016b). Con los resultados obtenidos en estos estudios se puede demostrar que, mediante 

diferentes métodos, es posible liberar distintas estructuras peptídicas a partir de la misma matriz, 

con posibilidades para la liberación de péptidos bioactivos con diferentes bioactividades. 

1.3.4 Antitumor 

Los estudios de proteínas y péptidos con potencial anticancerígeno son una estrategia innovadora 

para la prevención y tratamiento de cáncer (Chalamaiah y col., 2018; Freitas y col., 2019; Gaspar y 

col., 2013). Poseen ventajas como bajo costo, alta afinidad y fuerte especificidad para los tejidos 

diana, baja toxicidad y menos efectos secundarios adversos (Bhutia y Maiti 2008; Silva-Sánchez y 

col., 2008). Los péptidos antitumorales actúan en diferentes etapas del cáncer, como la iniciación, 

la promoción y la progresión (de Mejia y Dia 2010), con un efecto directo en la reducción de la 

progresión del tumor a través de múltiples mecanismos, incluidas las actividades apoptóticas, 

bloqueadoras de funciones, antiangiogénicas e inmunomoduladoras (Bhutia y Maiti 2008; 

Hernández-Ledesma y Chia-Chien 2017). Incluso cuando se ha evaluado una alta actividad 

anticancerígena en hidrolizados de proteínas (Ayyash y col., 2018; González-Montoya y col., 2018), 

lectinas y lunasinas de plantas, que son glicoproteínas de origen no inmune distribuidas en 

semillas, raíces, tallos y hojas, se ha demostrado una alta actividad antitumoral, tal es el caso de la 

soja y el amaranto (González de Mejía y col., 2003; Moreira y col., 1991). 

En el amaranto se encontró que la lunasina está presente en todas las fracciones de la proteína del 

amaranto (albúmina, globulinas y prolaminas), con una mayor concentración en la gluteína del 

amaranto con 2,71 a 3,01 μg equivalentes de lunasina/g de proteína (Maldonado-Cervantes et al., 

2010; Silva -Sánchez et al., 2008). La lunasina es un péptido con 43 aminoácidos, su extremo 

carboxilo contiene nueve residuos de Asp (D), una secuencia de adhesión celular Arg-Gly-Asp 

(RGD) y una hélice con homología estructural con proteínas de unión a la cromatina (De Lumen, 

2005). Se han demostrado propiedades preventivas de cáncer en modelos de cultivos celulares de 

mamíferos y en modelos en ratón con cáncer de piel por carcinógenos químicos, oncógenos e 

inactivadores de proteínas supresoras de tumores (De Lumen, 2005). Este tipo de péptidos se han 

encontrado en soja, cebada y trigo (González de Mejía y col., 2004; Jeong y col., 2002; Jeong y col., 

2007). 
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La administración de lunasina de amaranto en células de mamíferos mostró una penetración del 

núcleo más rápida que la reportada para la lunasina de soja, y mostró 38.8% de apoptosis en 

células HeLa, 5.0% en células de fibroblastos con una concentración de glutelina de 5 μg/mL e 

inhibición de la acetilación de histonas para inhibir la transformación de las células NIH-3T3 en 

focos cancerosos (Maldonado-Cervantes y col., 2010; Silva-Sánchez y col., 2008). También los 

hidrolizados de la proteína amaranto con alcalasa y tripsina, han mostrado actividad antitumoral, 

en los péptidos diferentes a la lunasina, mostrando también actividad antiproliferativa contra las 

células MC3T3E1, UMR106, Caco-2 y TC7 (Barrio y Añón 2010; Quiroga y col., 2015; Silva-Sánchez y 

col., 2008). 

1.3.5 Otras bioactividades 

Como se mencionó, existen múltiples bioactividades que los péptidos pueden tener con efecto 

sobre el sistema cardiovascular, digestivo, inmunológico y nervioso. En el amaranto, se han 

encontrado péptidos antitrombóticos en sus hidrolizados con alcalasa y tripsina, o digestión in 

vitro con tripsina y pancreatina. En ambos estudios, se observó un aumento en la inhibición de la 

coagulación, con mayor bioactividad en los hidrolizados de glutelina y en fracciones con un peso 

molecular inferior a 4 kDa, que tienen la capacidad de ser absorbidos a través del epitelio 

intestinal (Sabbione y col., 2015; Sabbione y col., 2016). También se ha comprobado la 

disminución del colesterol por diferentes métodos. En hidrolizados por digestión in vitro, se 

caracterizó la liberación de tres péptidos con actividad inhibidora de la HMG-CoA reductasa 

(enzima que controla la velocidad de la vía del mevalonato, la vía metabólica que produce 

colesterol y otros isoprenoides), identificando GGV, IVG o LVG y VGVI (Soares y col., 2015). Cuando 

se administraron proteínas de amaranto a hámsters con hipercolesterolemia, mostraron un 27% 

en la reducción del colesterol plasmático, mientras que el grupo alimentado con caseína láctea 

mostró una reducción del 48% (Mendonça y col., 2009), con resultados similares obtenidos de 

ratas wistar (Lado y col., 2015). En ambos estudios in vivo, el posible mecanismo de reducción de 

colesterol en plasma fue el aumento en la excreción de colesterol fecal. 

La diabetes es un trastorno metabólico caracterizado por altos niveles de glucosa en plasma, 

afecta a más de 422 millones de personas en el mundo y su prevalencia aumenta rápidamente en 

los países de ingresos medios y bajos (OMS, 2016). Algunos de los posibles tratamientos es el uso 

de terapia basada en incretina, que son hormonas peptídicas liberadas por las células 

enteroendocrinas intestinales en el torrente sanguíneo en respuesta a la ingesta de nutrientes, las 

cuales estimulan la secreción de insulina. Sin embargo, estos tienen una vida corta debido a su 
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inactivación por la dipeptidil peptidasa IV (DPPIV). Por lo que actualmente los inhibidores de la 

DPPIV tienen un nuevo interés como agentes antidiabéticos, ya que han mostrado resultados 

prometedores en la disminución de glucosa sérica (Liu y col., 2019; Ojeda-Montes y col., 2018). Los 

hidrolizados de proteína de amaranto de una digestión in vitro, demostraron tener actividad 

inhibitoria de la DPPIV con un IC50 de 1.1 mg/ml además de que se logró identificar in silico al 

tripéptido IPE como inhibidor (Velarde-Salcedo y col., 2013). Cuando se utilizaron proteínas de 

amaranto hidrolizadas con alcalasa en ratones diabéticos, se observó una mejoría en la tolerancia 

a la glucosa con incrementos notables en insulina plasmática (Soriano-Santos y col., 2015). 

No solo los péptidos de proteínas de amaranto que promueven la salud han sido probados. Se ha 

demostrado también que tienen un efecto insecticida contra larvas de insectos (Tribilium 

castaneum y Prostephanus trancatus); antimicrobianos contra diferentes hongos (Fusarium 

culmorium (Smith) Sacc., Helminthosporium sativum Pammel., King et Bakke, Alternaria 

consortiale Fr., y Botrytis cinerea Pers.) con efecto probado en diferentes plantas de amaranto 

como Amaranthus retroflexus, Amaranthus caudatus y Amaranthus hypochondriacus. Estos 

péptidos son capaces de inhibir la tripsina o α amilasa de los insectos; o el crecimiento de los 

hongos, con efectividad demostrada mayor a la de otros insecticidas químicos o productos 

antimicrobianos (Chagolla-López y col., 1994; Broekaert y col., 1992; Lipkin y col., 2005; Valdes-

Rodríguez y col., 1993). 

Conclusión  
Los péptidos bioactivos han atraído el interés de los investigadores como un ingrediente funcional 

que promueve la salud. En consecuencia, la alergenicidad, la toxicidad y la estabilidad de sus 

funciones biológicas durante la digestión gastrointestinal deben probarse en la formulación de 

productos incorporados con péptidos bioactivos. Además, los efectos observados preliminares de 

los péptidos bioactivos derivados del amaranto sobre enfermedades objetivo deben considerarse 

cuidadosamente antes de que puedan formularse como agentes y puedan ser usados 

directamente. Por lo tanto, la separación e identificación de los péptidos y sus parámetros 

farmacodinámicos son necesarios para transferir sus potentes propiedades funcionales a las 

aplicaciones alimentarias y clínicas. Las investigaciones científicas y el desarrollo industrial en la 

dirección de la búsqueda de nuevos péptidos bioactivos prometen formular varios medicamentos 

y alimentos funcionales beneficiosos para la salud. 
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 . Nuevas secuencias de péptidos multi-bioactivos liberados 

por digestión in vitro de proteínas de amaranto (Amaranthus 

hypochondriacus) 
 

RESUMEN 

El amaranto es una semilla rica en proteínas altamente consumida en México y es una uente 

potencial de péptidos bioactivos con diferentes efectos fisiológicos. Es así que el objetivo de este 

estudio fue evalua la actividad antihipertensiva, antitrombótica y antioxidante de fracciones 

peptídicas de proteínas de amaranto liberadas por una digestión in-vitro con pepsina y 

pancreatina. Las fracciones peptídicas alcanzaron un máximo de inhibición de enzima convertidora 

de angiotensina de 55%  y de 75% de inhibición de trombina. La actividad antioxidante mostró un 

incremento estadisticamente significativo con la adición de pancreatina después de la hidrólisis 

con pepsina. Las secuencias liberadas de las fracciones peptídicas multifuncionales fueron 

identificadas por análisis con nano-LC-ESIMS/MS. Con estos resultados se demostró que el 

mecanismo de la digestión enzimática in-vitro, permite la liberación de fracciones peptídicas 

multibioactivas. 

Palabras clave: actividad antihipertensiva, actividad antioxidante, actividad antitrombótica, 

proteínas de amaranto. 

ABSTRACT 

Amaranth is a protein-rich seed, highly consumed in Mexico and a potential source of bioactive 

peptides with various physiological effects. Therefore, the objective of this study was to evaluate 

the antihypertensive, antithrombotic and antioxidant activity of peptide fractions from amaranth 

protein released by in-vitro digestion with pepsin and pancreatin. The peptide fractions reached a 

maximum of 55% and 75% inhibition of the angiotensin converting enzyme and inhibition of 

thrombin, respectively. The antioxidant activity showed a statistically significant increase with the 

addition of pancreatin after hydrolysis with pepsin. The sequences released from the 

multifunctional peptide fractions were identified by analysis with a nano-LC-ESIMS / MS. With 

these results, it was demonstrated that the in vitro enzymatic digestion mechanism allows the 

release of multibioactive peptide fractions. 

Key words: antihypertensive activity, antioxidant activity, antithrombotic activity, amaranth 

proteins. 
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INTRODUCCIÓN 

La familia Amaranthus tiene 70 géneros y más de 80 especies en todo el mundo. Las tres 

principales especies que producen granos son Amaranthus hypochondriacus (nativo de México), 

Amaranthus caudatus (nativo de Perú) y Amaranthus cruentus (nativo de México y Guatemala) 

(Délano-Frier y col., 2011). El amaranto se considera un alimento alto en proteínas (entre el 12 y el 

17%), que contiene todos los aminoácidos esenciales requeridos para un ser humano adulto 

(Mlaker y col., 2010). Debido a esto, el amaranto puede ser una buena fuente de péptidos 

bioactivos, que se definen como fragmentos específicos de proteínas con función fisiológica 

positiva. Algunas de estas funciones pueden ser beneficiosas para el sistema digestivo, 

inmunológico o cardiovascular (Agyei y col., 2011). 

Incluso cuando la digestión es la forma más común de obtener estos compuestos, la hidrólisis de 

una proteína utilizando enzimas comerciales es un método simple y económico para obtener 

péptidos y aminoácidos libres. Debido a esto, se han llevado a cabo numerosos estudios sobre la 

preparación de hidrolizados a partir de diferentes fuentes proteicas, utilizando diferentes 

proteinasas en un esfuerzo por obtener biopéptidos con actividad elevada (Wattamasirithama y 

col., 2016; Najafian y Babji, 2014; Baltia y col., 2015). Mediante el uso de pepsina y pancreatina en 

proteínas de amaranto y fracciones de proteínas, se ha reportado la liberación péptidos 

antioxidantes y antitrombóticos (Orsini-Delgado y col., 2016; Sabbione y col., 2015; Orsini-Delgado 

y col., 2011). 

De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud, las enfermedades cardiovasculares afectan al 

30% de la población mundial, la mayoría de ellos ignoran su condición, mientras que aquellos que 

están bajo tratamiento médico sufren de los efectos secundarios de los medicamentos prescritos 

(WHO, 2017). Por lo tanto, la liberación de nuevos péptidos bioactivos de diferentes proteínas 

alimenticias podría significar una ventaja para prevenir enfermedades cardiovasculares en 

personas susceptibles a padecerlas. 

Por este motivo, el objetivo de este estudio fue evaluar la liberación de péptidos antihipertensivos, 

antitrombóticos y antioxidantes de proteína de amaranto hidrolizados por pepsina y pancreatina 

en secuencia. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Muestra y tratamientos 

Las semillas crudas de amaranto se obtuvieron de Xochimilco, Ciudad de México. Las semillas se 

molieron en un molino Chopin, y solo se utilizó la fracción de sémola (tamaño de molécula entre 

200 y 800 µm). La extracción de proteínas se realizó siguiendo la metodología de Martínez y Añón 

(1996). La proteína obtenida fue liofilizada y almacenada a 4 °C hasta su uso. 

Hidrólisis enzimática 

La hidrólisis enzimática se realizó según lo descrito por Orsini-Delgado y col., (2016) con 

modificaciones. La proteína de amaranto se diluyó en agua desionizada (0.5: 10 p/v) y se trató 

inicialmente con solución de pepsina (EC 3.4.23.1; 345 U/mg; Sigma-Aldrich) (0.1equi/L de HCl, 

0.03 mol/L de NaCl , pH 2) a una relación enzima/proteína de 1:10 p:p a 37 °C.  El pH se ajustó a 6 y 

se añadió pancreatina (EC 232-468-9 4X a 100 USP unidades/mg; Sigma-Aldrich) en solución (0.1 

mol/L de NaHCO3 pH 6) (proporción enzima:proteína, 1:10 p/p). Se tomaron alícuotas de 5 mL 

cada 20 minutos durante 2 horas de reacción con cada enzima. La reacción se detuvo por 

calentamiento de las muestras a 85 °C durante 10 minutos. Las muestras se liofilizaron y se 

almacenaron hasta su análisis. 

Análisis de grupos amino libres mediante test de TNBS 

Los péptidos solubles durante la hidrólisis se cuantificaron con TNBS (ácido 2,4,6-

trinitrobencenosulfónico-Sigma-Aldrich), que forma un complejo cromóforo con aminas primarias 

en condiciones alcalinas (pH 8.2), con una absorbancia máxima a 340 nm. Los resultados se 

compararon con una curva de calibración de glicina a diferentes concentraciones. Los resultados 

se expresaron como mg de aminas libres por litro (mg/L NH) (Sahidhar y col., 1994). 

Electroforesis en gel de poliacrilamida y dodecilsulfato sódico de glicina (SDS-

PAGE de glicina) 

Para observar los cambios generados enla proteína durante la hidrólisis, se realizó una 

electroforesis de SDS-PAGE con glicina. Las condiciones se llevaron a cabo en el siguiente sistema 

de tampón continuo: Tris-HCl 0.055 M, pH 6.8; Tris-HCl 1.5 M, pH 8.8 para el gel de separación; 

glicina  Tris-HCl, SDS pH 8.3 para el tampón de corrida (Laemmli, 1970). El gel de separación se 

preparó con acrilamida al 15% (p/v). Las muestras de proteína (0.4 mg/mL para proteínas aisladas 

del hidrolizado de pepsina y 4 mg/mL de hidrolizado de pepsina-pancreatina) se utilizaron para 
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cargar el gel (15 µL por carril) y las pruebas electroforéticas se realizaron a un voltaje constante de 

200 V. Los pesos moleculares de los polipéptidos se calcularon utilizando BIO-RAD SDS-PAGE 

Estándar de Peso Molecular de Amplio Rango. La imagen del gel se analizó con BIO-RAD Gel-Doc 

EZ Imager. 

Actividad antihipertensiva 

Efecto inhibitorio de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) (EC 3.4.15.1, Sigma-Aldrich) se 

evaluó mediante espectrofotometría según Cushman y Cheung (1977). La reacción consistió en 

mezclar 100 µL del sustrato Hippuril-Histidil-Leucina (HHL; Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) 

con 40 µL de la muestra y 10 µl de ACE (EC 3.4.15.1, 5.1 U / mg; Sigma-Aldrich). Dicha mezcla, se 

incubó durante 1 hora y 15 minutos a 37°C, inactivando la reacción al agregar 1 mL de HCl 0.1M. El 

ácido hipúrico, que se formó en ausencia de un inhibidor, se extrajo con acetato de etilo y se 

disolvió en agua destilada y la absorbancia se midió a 220 nm, en un espectrómetro Power Wave 

XS UV-Biotek (software KC Junior, EE. UU.). La actividad inhibitoria de la ECA se calculó mediante la 

fórmula: 

% de actividad inhibitoria = (AbsC-AbsM) / (AbsC-AbsB) X100 

Donde:  

AbsC = ácido hipúrico formado durante la acción de la ECA sin inhibidor;  

AbsM: ácido hipúrico formado después de la acción de la ECA en presencia de una sustancia 

inhibidora; 

AbsB: Hippuril-histidil-leucina no reaccionada que se ha extraído con acetato de etilo. 

Capacidad antitrombótica 

Para evaluar la actividad antitrombótica, se utilizó la metodología de Zhang y col., (2008). La 

reacción consiste en la mezcla de 140 µL de 0.1 g/100 mL de fibrinógeno (Sigma Chemical Co.), 40 

µL de cada muestra o tampón (como control negativo de la inhibición de la coagulación) con 10 µL 

de trombina (12 UI/L1) (EC 3.4.15.1 Sigma Chemical Co). Se midió la absorbancia a 405 nm en un 

lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, EE. UU.) antes y después de 

agregar la enzima y de ser incubada por 30 minutos a 37°C. El porcentaje de inhibición (% de 

inhibición) se calculó con la siguiente ecuación: 

% de inhibición = [(C-CB) - (S-SB)] / (C-CB) * 100 

Donde: C: La absorbancia del control negativo a los 10 minutos de incubación con trombina;  
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CB: la absorbancia inicial del control negativo de la inhibición;  

S: La absorbancia de la muestra a los 10 minutos de incubación con trombina; 

SB: La absorbancia inicial de la muestra. 

Actividad antioxidante 

La actividad antioxidante fue evaluada por tres métodos diferentes. 

Prueba ABTS 

La capacidad antirradical se midió con el catión radical ácido 2,2'-azino-bis 3-etilbenzotiazolina-6-

sulfónico (ABTS ● +; Sigma-Aldrich) el cual fue preparado con 7mmol/L de solución madre ABTS●+ 

con 2.45 mmol/L persulfato de potasio en la oscuridad a temperatura ambiente durante 16 h 

antes y diluido con agua desionizada hasta alcanzar una absorbancia de 0.70±0.02 a 754 nm. La 

reacción se llevó acabo al mezclar 20 μL de muestra y 980 μL de la solución de ABTS●+ diluida, 

midiendo por último su absorbancia a 754 nm después de 7 minutos de incubación a temperatura 

ambiente. La capacidad antioxidante se expresó como mg de equivalentes de Trolox por litro (mg 

TE/L) (Delgado-Andrade y col., 2005). 

Prueba de DPPH 

La actividad antirradical se midió utilizando el radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH ●; Sigma-

Aldrich), el cual se preparó en solución etanólica (7.4 mg/100mL). Se mezclaron 100 μL de muestra 

con 500 μL de solución DPPH ●. Después de una hora de incubación a temperatura ambiente, se 

midió la absorbancia a 520 nm y se obtuvieron mg de equivalentes de Trolox por litro (mg TE/L) 

(Delgado-Andrade y col., 2005). 

Prueba de FRAP 

La actividad antioxidante de FRAP se evaluó de acuerdo con la metodología Benzie y Strain (1996). 

Para la preparación de FRAP se mezclaron tampón de acetato de sodio (pH 3.6, 0.3M); TPTZ (2,4,6-

Tris(2-piridil)-s-triazina) y FeCl3 (20 mM) en relacición 10:1:1. La técnica consistió en mezclar 30 µL 

de muestra, 900 µL de solución FRAP y 90 µL de agua destilada. La mezcla se agitó e incubó 

durante 10 minutos a 37°C, después de lo cual se leyó la absorbancia a 593 nm. Los resultados se 

expresaron como micromol equivalentes de FeII por 100 g (µmolFeIIE/100 g). 

Identificación de péptidos 

La identificación de los péptidos se llevó a cabo mediante cromatografía nano-líquida-electrospray 

ionización-tándem MS (nano-LC-ESIMS / MS) con un espectrómetro de masas de trampa iónica 



31 
 

Bruker Amazon ETD a través de la interfaz nano-ESI. Los espectros se procesaron con el software 

Proxeon (Easy-nL), con el que se generaron listas de picos adecuados para búsquedas en bases de 

datos. Los péptidos se identificaron mediante una búsqueda de iones MS/MS en la base de datos 

de proteínas UniProtKB. Para la identificación de péptidos, se consideraron los siguientes 

parámetros: enzima, trampa ESI; tolerancia de la masa del péptido, ± 0.1%; y fragmento de 

tolerancia de masa, ± 0.5 Da. Los resultados de la identificación de péptidos se sometieron a una 

evaluación manual. 

Análisis estadístico 

Todos los valores se obtuvieron por triplicado y se expresaron por desviación estándar de la media 

(DE). Los datos se analizaron mediante el análisis de varianza de una vía (ANOVA) y las diferencias 

entre las medias se compararon con la prueba de Tukey con un nivel de significancia de p <0.05, 

con el sistema SPSS® para WINTM versión 15.0. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Concentración de grupos de aminas libres 

Para conocer el momento de la máxima hidrólisis de la proteína de amaranto, se evaluó la 

concentración de grupos amino libre durante la hidrólisis con pepsina y pancreatina. Como 

podemos observar en la figura 2.1a, no se mostraron diferencias estadísticas significativas después 

del minuto 30 de la reacción con pepsina, mientras que la actividad hidrolítica de la pancreatina 

disminuyó aproximadamente en el minuto 90. La disminución de la hidrólisis enzimática está 

relacionada con la concentración de sustrato adicionado y la de producto formado. Existen varios 

estudios sobre diferentes proteínas y su hidrólisis con pepsina y pancreatina, en las que se 

probaron diferentes tiempos de hidrólisis con cada una de las enzimas (Orsini-Delgado y col., 

2011; Orsini- Delgado y col., 2016; Sabbione y col., 2015). Orsini-Delgado y col., (2011, 2016) 

sometieron la proteína de amaranto a la hidrólisis con pepsina y pancreatina durante una hora con 

cada enzima. Pero cuando la proteína proviene de otras fuentes como la soja, la leche humana y 

aronia (mora norteamericana) el tiempo de reacción de hidrólisis con pepsina fluctúa de 30 

minutos a una hora, mientras que la hidrólisis de pancreatina varía de 1 a 2 horas (Bermudez-Soto 

y col., 2007; Hernández-Ledesma y col., 2005; Lo y Li-Chan, 2005;). La variabilidad en los tiempos 

de reacción puede ser debido a la naturaleza de la proteína y la especificidad de la enzima. En la 

figura 2.1b se puede observar el gel electroforético SDS-PAGE glicina. En L1, el perfil de proteína 

del aislado de A. hypochondriacus fue igual al descrito anteriormente por Martínez y Añón (1996). 
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El hidrolizado con pepsina (L2) presentó bandas entre 37.3 y 26.9 kDa y numerosas bandas de 

menos de 19.6 kDa aparecen continuas; mientras que después de su hidrólisis con pancreatina (L3 

y L4), solo se pueden observar bandas de 35 y 27.3 kDa, lo que puede explicar el aumento en la 

concentración de grupos amino libres después de la adición de pancreatina. Además, después de 

la hidrólisis de pancreatina, se pudo presentar la liberación de aminoácidos, resultados similares 

aquellos reportados por Orsini-Delgado y col., 2011. 

 

 

Figura 2.1. Concentración de grupos amino libres y electroforesis de hidrolizados de proteína de amaranto por 

digestión (Std: Estándar; L1: Línea1 proteína de amaranto; L2: línea 2 hidrolizado con pepsina; L3: Línea 3 hidrolizado con 

pepsina-pancreatina). 
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Actividad antihipertensiva y antitrombótica. 

La inhibición de ECA y trombina aumentó con el tiempo de reacción, hasta alcanzar la inhibición 

más alta en el minuto 160 de hidrólisis, momento en el que también termina la actividad 

hidrolítica de la pancreatina (Figura 2.2 a y b). El aumento de la actividad antihipertensiva durante 

la hidrólisis puede estar relacionado con la liberación de péptidos con bajo peso molecular. La 

característica principal de estos péptidos es el tamaño, péptidos con secuencias cortas entre 2 y 12 

aminoácidos (Aluko, 2015). Además, cuando se tiene un mayor fraccionamiento proteico, la 

concentración de péptidos de bajo peso molecular aumenta y como resultado, aumenta la 

inhibición de ECA (Fritz y col., 2011; Parris y col., 2008). Además, debe considerarse que al final de 

la hidrólisis se obtuvo un grupo de péptidos de las diferentes fracciones de proteínas en el 

amaranto, como la albúmina 1 y globulinas, proteínas que han demostrado ser fuente de péptidos 

bioactivos. Los estudios de mapeo de péptidos en la globulina 11S de amaranto mostraron que 

podrían liberarse péptidos con alta actividadtg4r antihipertensiva (Vecchi y Añón, 2009). Cabe 

señalar que al comparar los resultados obtenidos en este estudio con los de hidrolizados de 

proteínas de leche, los porcentajes de inhibición de ECA al final de la digestión de proteína de 

amaranto son menores (Wattamasirathama y col., 2016). 

De acuerdo a Sabbione y col., (2015), quienes realizaron hidrólisis de proteína de amaranto, la 

actividad antitrombótica también está relacionada con el grado de hidrólisis, y con las secuencias 

de aminoácidos de los péptidos obtenidos. Esto se debe a que la actividad antitrombótica se ha 

relacionado con la presencia en los sitios del péptido, de Arg en P1, Pro en P2 y Ala en P4, basada 

en una estructura H2N-P4-P3-P2-P1-P1´-P2´-P3´-P4´-COOH (Sabbione y col., 2016). Sabbione y col., 

(2015) en un ensayo in silico encontraron que la proteína de amaranto hidrolizada con pepsina y 

pancreatina puede tener actividad antitrombótica, debido a que los péptidos derivados cumplen 

con las características para inhibir a trombina en su exositio I y exositio II. Este tipo de péptidos se 

pueden encontrar en hidrolizados de globulina y de albúmina (Sabbione y col., 2015) con un 

porcentaje inhibitorio superior al encontrado en los hidrolizados de proteínas de claras de huevo 

(Yang y col., 2007). 
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Figura 2.2. Inhibición de ECA y Trombina de hidrolizados de proteína de amaranto. 

 

Actividad antioxidante 

Los mecanismos de acción de los péptidos antioxidantes no han sido elucidados por completo, 

pero algunos estudios han demostrado que pueden ser eliminadores de radicales libres, quelantes 

de metales o inhibidores de la peroxidación de lípidos. En los tres ensayos se mostró un aumento 

de la actividad antioxidante conforme aumentó el tiempo de hidrólisis (figura 2.3). La 

determinación de la actividad antioxidante con ABTS obtuvo la mayor actividad en el minuto 120, 

mientras que con FRAP y DPPH, la mayor actividad se mostró después del minuto 160. El aumento 

de la actividad antioxidante podría deberse a la presencia de péptidos con determinadas 

características, que tienen relación con la actividad antioxidante como lo son: el tamaño molecular 

(cadenas de aminoácidos entre 2 a 20 unidades), hidrofobicidad y composición de aminoácidos 
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(histidina, cisteína, prolina, metionina, lisina y aminoácidos aromáticos) (Peña-Ramos y col., 2004; 

Stadtman y Levine, 2003). Además, en el presente estudio la mayor capacidad antioxidante está 

relacionada con la mayor concentración de grupos amino libres, lo que demuestra que el proceso 

de hidrólisis extensa está relacionado con el incremento de esta bioactividad, lo que también ha 

sido probado por otros estudios (Dai y col., 2017; Orsini-Delgado y col., 2016; Udenigwe y Aluko, 

2012). Al mismo tiempo, se ha demostrado que las enzimas pepsina y pancreatina, son enzimas 

con una alta posibilidad de liberar péptidos antioxidantes, esto quizá debido a la especificidad de 

dichas enzimas y el tamaño de péptido que se obtiene al finalizar la hidrólisis, la cual ha sido 

probada en distintas matrices proteicas (Dai y col., 2017; Orsini-Delgado y col., 2016; Udenigwe y 

Aluko, 2012). 

Figura 2.3. 
Actividad antioxidante por ABTS, DPPH y FRAP de proteína de amaranto hidrolizada por digestión 

in vitro. 

Identificación de péptidos. 

Se identificaron siete péptidos de 8 a 22 residuos de aminoácidos, con masas moleculares que 

variaron de 1,383.6 a 2,870.2 Da mediante análisis nano-LC-ESI-MS/MS (Tabla 2.1). Ninguno de los 

péptidos descritos en la tabla 2, se han identificado en estudios anterioires durante la digestión in 
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vitro de péptidos de amaranto. Se ha demostrado que los péptidos con actividad inhibidora de la 

ECA tiene aminoácidos alifáticos en el extremo N-terminal (Nanhui y col.,  2018; Zhang-Ji y col., 

2018). También los aminoácidos hidrófobos, han  

 demostrado mejorar la actividad antioxidante en los péptidos, esto debido a su capacidad para 

mejorar el transporte del péptido a través de la membrana celular lo que promueve la inhibición 

de la especie radical en células (Elias y col., 2008). Los péptidos APIALPMDTFK, VALQGLNK y 

ADEISNIIRER (tabla 2.1), cuentan con la presencia de aminoácidos hidrofóbicos, por lo que podrían 

ser péptidos con capacidad antihipertensiva; al mismo tiempo en su estructura se observan los 

aminoácidos alanina y valina, los cuales han demostrado ser inhibidores de la enzima convertidora 

de angiotensina. 

 Por otro lado, los péptidos antitrombóticos se han relacionado más con la secuencia de 

aminoácidos que con su peso molecular, ya que se han encontrado péptidos con esta actividad 

con un peso molecular tan pequeño como el péptido encontrado en la piel de caballa FGN, y tan 

grande como el Drucalin peptídico con un peso molecular de 83 kDa (Atanassov y Tchorbanov, 

2009; Khlari y col., 2014). Otra característica de estos péptidos es un alto contenido en isoleucina, 

leucina y aspartato (Shimizu y col., 2009); se puede observar que los péptidos en la tabla 2.1 

pueden tener dos o más residuos de cada uno estos aminoácidos,  aunque aun faltan estudios 

para identificar los mecanismos y la interacción entre las plaquetas de la sangre y los inhibidores 

de la trombina. 

Tabla 2.1. Secuencias con actividad antitrombótica presentes en las proteínas de amaranto. 

 

Pico Secuencia Punto Calculado Esperado Cambio 

51 APIALPMDTFK 11 1218.6318 1218.4882 -0.1437 

56 VALQGLNK 17 841.5021 841.4674 -0.0347 

118 ADEISNIIRER 12 1314.6891 1314.4774 -0.2117 

145 KSSSFYSISLWGK 11 1488.7613 1488.6352 -0.1261 

149 SPTGEVIFGGETMR 10 1495.6977 1496.5282 0.8305 

310 TSYGFDVLLSATSGPAFNAGR 10 2130.0382 2130.0309 -0.0073 

415 MGIHGHPLEIQALFYSALRCSR 11 2571.2838 2571.1552 -0.1287 
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CONCLUSIONES 

La hidrólisis con pepsina y pancreatina de las proteínas de amaranto, permitió la liberación de 

péptidos con multiplesbioactividades. Los péptidos obtenidos con la hidrólisis de pepsina y 

pancreatina, mostraron inhibición de trombina y ECA, con valores superiores al 50% de inhibición 

de cada una de las enzimas. Además, la actividad antioxidante aumentó de manera significativa 

después de la adición de la segunda enzima. , lo que demuestra que un mayor grado de hidrólisis 

permite una mayor actividad antioxidante. La relevancia de estos resultados apunta a aumentar el 

conocimiento sobre proteínas alimentarias de origen vegetal endémicas de México, como el 

amaranto, ya que las nuevas secuencias identificadas crean una nueva expectativa para encontrar 

una fuente alternativa de péptidos bioactivos. 
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 . Bioactividad de péptidos liberados durante fermentación 

láctica de proteínas de amaranto con potencial efecto protector 

cardiovascular. 
 

RESUMEN 

La fermentación ha demostrado ser una técnica eficaz en la liberación de péptidos bioactivos. Es 

por eso que en este estudio se evaluó la actividad antihipertensiva, antitrombótica y antioxidante 

durante la fermentación de las proteínas de amaranto con L. casei Shirota y S. thermophilus 54102 

en mono cultivo y en cultivo combinado. Durante las fermentaciones se observó un aumento de 

los grupos amino libres y no se mostraron diferencias estadísticamente significativas entre los 

monocultivos, a diferencia del cultivo combinado donde se obtuvo una mayor concentración. Este 

resultado se relacionó con las actividades antihipertensiv y antioxidante, donde también se 

encontraron los valores más altos en el cultivo combinado (45% de inhibición-ECA y 168 µmol ET/L 

para DPPH, 268 µmol ET/L para ABTS y 381 µmol E FeII/L para FRAP). Por otro lado, la actividad 

antitrombótica no tuvo una relación con la concentración de los grupos amino libres durante las 

fermentaciones,  lo que resultó en la mayor actividad biológica en diferentes tiempos de 

fermentaciónos en cada experimento. L. casei Shirota y S. thermophilus 54102 son cepas capaces 

de liberar péptidos bioactivos de la proteína del amaranto, aunque el amaranto no es una matriz 

común para el desarrollo de bacterias de origen lácteo. La metodología propuesta en este estudio 

puede ser útil en el desarrollo de bebidas fermentadas, diferentes a la leche, para obtener un 

nuevo alimento funcional. 

Palabras clave: proteína de amaranto, péptidos bioactivos, fermentación, bacterias lácticas. 

ABSTRACT 
Fermentation has shown to be an effective technique in bioactive peptides release. That is why in 

this study antihypertensive, antithrombotic and antioxidant activity was evaluated during 

amaranth proteins fermentation with L. casei Shirota and S. thermophilus 54102 in mono and 

combined culture. During fermentations an increase of free amine groups was observed, and no 

statistically differences among mono cultures was shown, getting higher concentration in 

combined culture. This was related with antihypertensive and antioxidant activities, where also 

the highest values were found in the combined process (45% of ACE-i, and 168 µmol TE/L for 
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DPPH, 268 µmol TE/L for ABTS and 381 µmol FeIIE/L for FRAP). On the other hand, antithrombotic 

activity was not related with free amine groups during fermentations, having the highest 

bioactivity in different moments in each experiment. L. casei Shirota and S. thermophilus 54102 

are strains able to release bioactive peptides from amaranth protein, even though amaranth is not 

a common matrix for the development of lactic acid bacteria. In addition, in this study it was 

observed for the first time that lactic acid strains are able to release bioactive peptides from 

amaranth protein. Also, this methodology could be part for the development of fermented 

beverages different to fermented milks in order to diversify matrix to obtain a novel functional 

food.  

Keywords: Amaranth protein, bioactive peptides, fermentation, acid lactic bacteria 

 

INTRODUCCIÓN 

El amaranto es una fuente valiosa de proteínas (entre 15 y 18%) para la nutrición humana con un 

perfil equilibrado de aminoácidos entre los que se encuentranla lisina, el triptófano y los 

aminoácidos azufrados. Estas características le permiten ser un precursor para la liberación de 

péptidos bioactivos que se encuentran encriptados en proteínas nativas, (Barba de la Rosa y col., 

1992). Se ha reportado la liberación de péptidos antitrombóticos, antihipertensivos y 

antioxidantes de las proteínas de amaranto por digestión in vitro e hidrólisis enzimática (Tovar-

Pérez y col., 2009; Orsini-Delgado y col., 2011; 2016; Sabbione y col., 2015), sin embargo, nunca se 

ha reportado sobre la fermentación de proteínas de amaranto para la producción de péptidos con 

bioactividad. 

La fermentación es una técnica difundida a nivel mundial que se utilizad en el procesamiento de 

alimentos, que puede contribuir a la su inocuidad y ofrece ventajas organolépticas, tecnológicas, 

y/o nutricionales;  la leche es una de las principales fuentes para el desarrollo de este tipo de 

alimentos fermentados (Leroy y De Vuyst, 2004). Durante la fermentación, las estructuras de los 

activos biológicos encriptados en la proteína precursora pueden liberarse de sus formas inactivas 

(Agyei y Danquash, 2011). La longitud y las secuencias específicas de estos péptidos dependen de 

la proteína precursora y de las bacterias iniciadoras, ya que el sistema proteolítico es inherente a 

cada cepa bacteriana. Las bacterias iniciadoras más comunes son Lactobacillus casei y 

Streptococcus termophilus, las cuales han demostrado su capacidad para liberar péptidos 

bioactivos de la leche (Inoue y col., 2003). Tal liberación es resultado del efecto que ejerce  su 
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sistema proteolítico compuesto de proteinasas, peptidasas y un sistemas de transporte de 

péptidos que es vital para la nutrición bacteriana (Hebert y col., 2000). 

Algunas de las actividades que han mostrado los péptidos liberados por este método son: a) 

antitrombótica, al inhibir la trombina de su interacción con la fibrina, para evitar la formación de 

coágulos sanguíneos (Scheraga, 2004); b) antihipertensiva, por inhibición de la Enzima 

Convertidora de Angiotensina I (ECA), lo cual se relaciona con el aumento concomitante en el nivel 

de bradiquinina, que produce una reducción general de la presión arterial (Donkor y col., 2007); y 

c) antioxidante, que previene la formación o contribuye a la degradación de los radicales libres y 

las especies reactivas de oxígeno (Chang y col., 2013). 

Por lo tanto, en este estudio, la fermentación se aplicócomo un medio para producir inhibidores 

de la enzima convertidora de angiotensina-I y trombina, así como la capacidad antioxidante 

proporcionada por los péptidos de las proteínas de amaranto. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Extracción de proteína de amaranto. 

Las semillas crudas de amaranto se obtuvieron de Xochimilco, Ciudad de México, en julio de 2016. 

Las semillas se molieron en un molino de Chopin, utilizando la fracción de sémola (tamaño de 

molécula entre 200 y 800 µm). La extracción de proteínas se realizó siguiendo la metodología de 

Martínez y Añón (1996). La harina de amaranto fue desgrasada por 24 horas en n-hexano, en una 

solución peso/volumen 10 g/100mL. El hexano se retiró por filtración. El sólido obtenido se 

resuspendió en agua desionizada al 10% p/v y  sometiéndolo a un pH alcalino (9) con NaOH 2 M 

durante 30 minutos para extraer la proteína. El extracto fue centrifugado (4°C, 10,000 rpm, 20 

minutos). y del sobrenadante recuperado, se precipitó la proteína ppor modificación del pH a 5 

con HCl 2M. Finalmente, la proteína obtenida se llevó a un pH neutro con una solución de NaOH, 

se liofilizó y se almacenó a 4°C hasta su uso. 

Fermentación de la proteína del amaranto 

Para las fermentaciones, las proteínas y la solución de glucosa, se pasteurizaron por separado y se 

mezclaron en condiciones estériles en una proporción de 8:2. La solución de proteína se preparó a 

40 g/L y la solución de glucosa a 20 g/L, en agua desionizada. Las fermentaciones con Lactobacillus 

casei Shirota y Streptococcus thermophilus 54102 se realizaron en monocultivo y en cultivo 

combinado durante 36 h. Los microorganismos seleccionados se agregaron al medio de 
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fermentación en condiciones estériles en una concentración de 6.5 log10 CFU/mL para L. casei 

Shirota y 6.7 log10 cfu/mL de S. thermophilus 54102 para monocultivos; y 3.2 log10 CFU/ml y 3.3 

log10 CFU/ml, respectivamente, en el cultivo combinado. Una vez inoculado el medio de 

fermentación se incubó a 37°C durante 36 h. Durante el proceso de fermentación, se tomaron 

muestras de 1 mL cada 2 horas, que fueron centrifugadas y el sobrenadante se almacenó en 

congelación (-4°C) para el análisis de grado de hidrólisis y bioactividad. 

Cuantificación del Grado de hidrólisis por TNBS 

Para cuantificar el grado de hidrólisis medido como concentración de péptidos solubles durante la 

fermentación se utilizó el método de Sashidhar y col., (1995), con el ácido 2,4,6-

trinitrobencenosulfónico (TNBS 5%, Sigma-Aldrich). La solución de TNBS se preparó utilizando 

tampón de fosfato (0.21 M; pH 8.2) en una concentración del 1% (v/v). La reacción se llevó a cabo 

mezclando 2 mL de solución de TNBS, 2 mL de tampón de fosfato y 0.250 mL de muestra a 50°C. 

Después de 60 minutos de reacción, se agregaron 2 mL de HCl 0.1 N para detener la reacción y la 

absorbancia fue leída a 340 nm. Los resultados que se obtuvieron se compararon con la recta de 

calibración de glicina construida con diferentes concentraciones (0, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 y 0.25 mg / 

mL). Los resultados se expresaron como miligramos de grupos amino libres por litro (mg/L NH :-). 

Determinación de la bioactividad 

Actividad antihipertensiva 

El efecto inhibitorio de la enzima convertidora de angiotensina (i-ECA) (EC 3.4.15.1, Sigma-Aldrich) 

se evaluó mediante la técnica espectrofotométrica según el método de Cushman y Cheung (1997), 

con modificaciones. El sustrato utilizado fue el Hippuril-Histidil-Leucina (HHL; Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, EE. UU.) el cual fue disuelto en tampón de borato de sodio (0.1M, pH 8.3, con cloruro 

de sodio 0.3M) a una concentración de 5 mM. A la mezcla de reacción se le agregaron 10 µL de 

enzima convertidora de angiotensina (EC 3.4.15.1, 5.1 U/mg; Sigma-Aldrich), 100 µL de sustrato y 

40 µL de muestra y fue incubadadurante 75 minutos a 37°C. El ácido hipúrico formado se extrajo 

con acetato de etilo, se resuspendió en agua desionizada y se midió a 220 nm, en un 

espectrómetro Power Wave XS UV-Biotek (software KC Junior, EE. UU.). La actividad inhibitoria de 

la ECA se calculó mediante la fórmula: 
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% de actividad inhibitoria = (AbsC-AbsM)/(AbsC-AbsB) X 100 

Dónde: 

AbsC = ácido hipúrico formado durante la acción de la ECA sin inhibidor 

AbsB: Hippuril-histidil-leucina sin reaccionar que se ha extraído con acetato de etilo 

AbsM: ácido hipúrico formado después de la acción de la ECA en presencia de una sustancia 

inhibidora. 

Actividad antitrombótica 

Para evaluar la actividad antitrombótica se utilizó el método de microplaca  de Zhang y col., 

(2008). La trombina (150 UI/L; EC 3.4.15.1 Sigma Chemical Co.) y el fibrinógeno (Sigma Chemical 

Co.) se prepararon con tampón TRIS-HCl (0.05 M, pH 7.2 con NaCl 0.15M), a concentraciones 

finales de 12 UI/L y 0.10%, respectivamente. Se mezclaron 80 µL de muestra con 280 µL de 

fibrinógeno y se midió su absorbancia a 405 nm (SB). A esta mezcla se agregaron 20 µL de 

trombina y se midió la absorbancia después de 10 minutos de reacción a 37°C (S). El porcentaje de 

inhibición (% de inhibición) se calculó con la siguiente ecuación: 

% de inhibición = [(C-CB)-(S-SB)]/(C-CB)*100 

Dónde: 

CB (blanco de control): la absorbancia inicial del control negativo de inhibición. 

C (control): la absorbancia del control negativo a los 10 minutos de incubación con trombina. 

SB (muestra en blanco): La absorbancia inicial de la muestra. 

S (muestra): la absorbancia de la muestra a los 10 minutos de incubación con trombina. 

Actividad antioxidante 

La actividad antioxidante se evaluó mediante tres métodos. 

ABTS 

La capacidad antirradical se midió con el catión radical ácido 2,2'-azino-bis 3-etilbenzotiazolina-6-

sulfónico (ABTS ● +; Sigma-Aldrich). Se preparó ABTS a una concentración de 7 mM/L con 2,45 

mM/L de persulfato de potasio (Sigma-Aldrich), la mezcla se llevó a incubación durante 16 horas 

en oscuridad a temperatura ambiente y finalmente se diluyó hasta alcanzar una absorbancia de 

0.7±0.01. La cuantificación de ka capacidad antirradical se llevó a cabo a partir de lamezcla de 980 

μL de la solución ABTS●+ con 20 μL de muestra, se mantuvo a temperatura ambiente durante 7 

minutos y se midió la absorbancia a 754 nm. Los resultados se compararon con una línea de 
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calibración de Trolox y la capacidad antioxidante se expresó como mg de equivalentes de Trolox 

por litro (mg ET/L) (Delgado-Andrade y col., 2005). 

DPPH 

La actividad antirradical se cuantificó con el radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH ●; Sigma-

Aldrich) al 0.07% en etanol. Para la reación s mezclaron 100 μL de muestra con 500 μL de solución 

de DPPH●, se dejó a temperatura ambiente durante 1 h y se midió su absorbancia a 520 nm en un 

lector de microplacas. Se construyó la curva de calibración de Trolox y los resultados se expresaron 

como miligramos de equivalentes de Trolox por litro (mg ET/L) (Delgado-Andrade y col., 2005). 

FRAP 

La actividad antioxidante de FRAP se cuantificó de acuerdo con la metodología de Benzie y Strein 

(1996). La solución de FRAP se preparó en un tampón de acetato (0,3 M, pH 3,6), FeCl3 (20 mM en 

HCl 40 mM) y TPTZ (2,4,6-Tri(2-piridil)-s-triazina) (10 mM en HCl 40 mM), en una proporción de 

10:1:1. Para la reacción se mezclaron 30 µL de muestra, 900 µL de solución FRAP y 90 µL de agua 

destilada. Al mismo tiempo, se hizo una curva estándar con FeSO4 (Fe2+) a diferentes 

concentraciones. Las lecturas de la absorbancia se hicieron a 593 nm y la actividad antioxidante se 

expresó como micromol equivalentes de Fe (II) por 100 g (µmol E Fe (II)/100 g). 

Análisis estadístico 

Todos los valores se obtuvieron por triplicado y se calculóla desviación estándar (DE). Los datos se 

analizaron mediante el análisis de varianza de una vía (ANOVA) y las diferencias entre las medias 

se compararon con la prueba de Tukey con un nivel de significancia de p <0.05 (SPSS® para WINTM 

versión 15.0). 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Actvidad proteolítica 

La concentración de grupos amino libres se evaluó para conocer el grado hidrolítico durante la 

fermentación. En la figura 3.1, se puede observar la concentración de grupos amino libres durante 

la fermentación realizada con L. casei Shirota y S. thermophilus 54102 en monocultivo. La  

concentración de grupos amino libres fue ligéramente mayor en la fermentaciónde L. casei que en 

la de S. thermophilus (1945±77.78 y 1645±63.63 mg/L NH: -, respectivamente). Por otro lado, 
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cuando la fermentación se realizó en un cultivo combinado, los grupos amino libres alcanzaron la 

concentración más alta (4245 ± 35.35mg/L NH :-). 

Las diferencias de concentración de los grupos amino libres entre ambos microorganismos podrían 

estar relacionadas con lade las enzimas de cada sistema proteolítico. De entrada, la proteinasa 

unida a la pared celular es diferente en cada bacteria; por ejemplola PrtP se inserta en el sistema 

de lactobacilos y la PrtS se encuentra en estreptococos (Siezen y col., 2005; Rodríguez-Serrano y 

col., 2018), cada uno realiza diferentes cortes determinados por su especificidad. También los 

miembros de las superfamilias PepE/PepG (endopeptidasas) y PepI/PepR/PepL (prolina 

peptidasas), enzimas relacionadas con los péptidos bioactivos liberados, están ausentes en los 

estreptococos (Siezen y col., 2005; Liu y col., 2010; Rodríguez-Serrano y col., 2018). Esto explica la 

mayor concentración de grupos amino libres en la fermentación realizada con Lactobacillus casei 

comparado con los resultados observados en la fermentación con estreptococos. 

Como se ha mencionado, el cultivo combinado obtuvo la mayor concentración de grupos amino 

libres. En otros estudios, se ha reportado que las fermentaciones realizadas en combinación de S. 

thermophilus y diferentes cepas de lactibacillos, estimulan el crecimiento mutuo mediante el 

intercambio de metabolitos como péptidos, ácido fólico y dióxido de carbono (Sander-Sieuwerts y 

col., 2010), lo que puede resultar en una mayor actividad proteolítica. Además, durante la cuenta 

viable de bacterias, el cultivo combinado mostró la mayor viabilidad (material complementario 

3.1). 

 

Figura 3.1. Concentración de grupos amino libres. 
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Letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas entre procesos. ▲S. thermophilus 54102; ▀ L. casei Shirota. ● L. 

casei Shirota and S. thermophilus 54102. 

Estudios de bioactividad in vitro. 

Se midieron las bioactividades de todas las muestras tomadas durante la fermentación. Sin 

embargo, debido a la cantidad de datos obtenidos, solo se muestra el tiempo en que se obtuvo la 

mayor actividad biológica (tablas 3.1 y 3.2). 

Inhibición de Enzima Convertidora de Angiotensina e inhibición de trombina 

La inhibición de la enzima convertidora de angiotensina (i- ECA) ha sido reportada en varios 

estudios en los que la fuente principal de proteínas ha sido la leche, con actividad inhibitoria 

superior al 90% en fermentaciones con L. casei Shirota YIT 9029 (González-González y col., 2011). 

Nuestros resultados mostraron (Tabla 3.1) una mayor actividad inhibitoria cuando la fermentación 

se llevó a cabo en cultivo combinado de ambos microorganismos a las 36 horas de proceso (45.22 

± 0.28%). Estos resultados se relacionaron con la concentración de grupos amino libre, ya que a 

mayor concentración de grupos amino, mayor actividad antihipertensiva (material 

complementario 3.2). Diferentes autores han reportado la relación entre el grado de hidrólisis y la 

mayor actividad antihipertensiva, donde se ha demostrado que los péptidos más pequeños 

tuvieron una mayor inhibición de la ECA (Korhonen y Pihlanto, 2006; Lee y Hur, 2017). Cabe 

señalar que las leches fermentadas con diferentes cepas de bacterias ácido lácticas pueden 

contener una variedad más amplia de sustancias funcionales que la leche inoculada con una sola 

cepa (Elkhtab y col., 2017), esas sustancias podrían ser péptidos liberados durante el proceso de 

fermentación, lo que podría explicar una mayor inhibición  de la i-ECA en el cultivo combinado. El 

tamaño, la cadena aminoacídica y la función de los péptidos producidos están influenciados por 

las condiciones de fermentación y la fuente de proteínas (Toldrá y col., 2018). Esto podría explicar 

la baja actividad de i-ECA en el presente  estudio en comparación con la actividad demostrada 

para los péptidos derivados de la leche. Además, otra característica de los péptidos i-ECA de la 

leche es que generalmente presentan un residuo de prolina en el terminal-C. En contraste, las 

proteínas del amaranto presentan una baja concentración de prolina (4%) en su estructura 

primaria (Pisarikova y col., 2005). 

Por otro lado, en este estudio se observó que la mayor actividad antitrombótica en cada sistema 

de fermentación se alcanzó en diferentes tiempos (Tabla 3.1); mientras que la mayor actividad 

antitrombótica se alcanzó en la hora 8 para S. thermophilus, la fermentación con L. casei alcanzó la 

mayor actividad en la hora 16 y el sistema combinado la mostró en la hora 32. Este 
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comportamiento fue diferente al observado para la actividad antihipertensiva. Además, durante 

todas las fermentaciones se observaron incrementos seguidos por disminuciones de los 

porcentajes de inhibición (material complementario 3.2). Pérez-Escalante y col., (2018) mostraron 

un comportamiento similar al obtendo en el presente trabajo con la actividad antitrombótica 

obtenida durante la fermentación de leche con Lactobacillus casei. Esto puede explicarse por la 

especificidad del sistema proteolítico de cada cepa, que conduce a la liberación de una estructura 

peptídica capaces de inhibir a la trombina (Siezen y col., 2005; Rodríguez-Serrano y col., 2018; Liu y 

col., 2010). El sistema proteolítico tiene particularidades entre bacterias ácido lácticas, lo que 

podría resultar en la aparición y desaparición de algunos péptidos con actividad inhibitoria de la 

trombina (Gasson y de Vos, 1994). Este comportamiento ha sido explicado por Gasson y de Vos 

(1994) los cuales lo nombraron patrón de cascada. Las principales diferencias se incluyen en los 

sistemas de transporte de di- y tri-péptidos (Dpp y DtpT en Lactobacillus y Dpp en Streptococcus), 

y el sistema de oligopeptidos (sistema Opp en Lactobacillus y sistema Ami en Streptococcus) (Kunji 

y col., 1996; Hols y col., 2005; Ha y col., 2015). También la actividad antitrombótica está 

relacionada con su estructura, dicha estructura podría estar relacionada con su afinidad con el 

sitio activo o exositios de la trombina (Pérez-Escalante y col., 2018). 

Tabla 3.1. Inhibición de ECA y Trombina 

Letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas entre procesos. 

Actividad antioxidante 

En la tabla 3.2 se observa la actividad antioxidante medida por los métodos de DPPH, ABTS y FRAP. 

El cultivo combinado mostró la mayor actividad antioxidante en los tres ensayos. Además, se 

puede observar que L. casei Shirota y la fermentación combinada mostraron la mayor actividad 

antioxidante en el  mismo tiempo en las tres actividades (hora 20 y 26; respectivamente), mientras 

que la fermentación de S. thermophilus 54102 tuvo una actividad antioxidante máxima diferente 

en tiempos diferentes (material complementario 3.3). Aunque, al igual que en la actividad 

 ECA Trombina 

Proteína no fermentada                       8.17±1.40 4.87±2.43 

Bacteria Tiempo (h) % de inhibición Tiempo (h) % de inhibición 

L. casei Shirota 34 38.38 ±0.98ab 16 85.46±3.01b 

S. thermophilus 54102 32 36.14±1.32a 8 75.60±4.87a 

Combinado 36 45.22±0.28b 32 93.49±3.75c 
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antitrombótica. Estos resultados corresponden a aquellos reportados por Ha y col., (2016) y Zou y 

col., (2016) quienes encontraron que la actividad antioxidante depende de factores como el peso 

molecular, la composición de aminoácidos y su secuencia, donde la mayor actividad la 

encontraron en péptidos con menos de 20 residuos aminoacídicos (peso molecular <3000 Da), 

mientras que la mayor actividad antioxidante la obtuvieron en muestras con mayor cantidad de 

grupos amino libres. Sin embargo, Ren y col., (2007) reportaron una mayor actividad antioxidante 

en péptidos con un peso molecular superior a 4000 Da. La presencia de diferentes péptidos que 

actúan por diferentes mecanismos y así como las características del sistema proteolítico (corte por 

aminopeptidasas intracelulares) explica las diferencias observadas en las actividades antioxidantes 

evaluadas (Sarmadi y col., 2010). Además, se ha encontrado que aminoácidos libres pueden 

mejorar la actividad antioxidante, como los aminoácidos nucleofílos con azufre (Cys y Met) y 

aquellos con anillos aromáticos (Trp, Tyr y Phe) o imidazol (His) (Virtanen y col., 2007; Sarmadi y 

col., 2010). 

 Tabla 3.2. Actividad antioxidante 

 Diferentes letras indican diferencias estadísticamente significativas entre procesos. 

CONCLUSIONES 

Las proteínas del amaranto son una fuente potencial para la liberación péptidos con actividad 

antihipertensiva, antitrombótica y antioxidante; mediante el uso de bacterias ácido lácticas. Una 

fermentación con cultivo combinado, en específico con el uso de L. casei Shirota y S. thermophilus 

54102 alcanza mayores bioactividades (antioxidantes, antihipertensivas y antitrombóticas) que las 

mismas cepas en monocultivos, concluyendo que existe una relación entre los sistemas 

proteolíticos que participan en cooperación simbiótica durante la fermentación y la proteína 

utilizada. Esto muestra que la proteína de amaranto puede funcionar como sustrato para bacterias 

ácido lácticas, y ser una fuente de péptidos bioactivos, lo que convierte a la fermentación en un 

 DPPH ABTS FRAP 

Proteína no 

fermentada 
35.43±3.71 34.61±1.46 132.05±2.45 

Strain Tiempo µmol TE/mL Tiempo µmol TE/mL Tiempo µmoleFeII/mL 

L. casei Shirota 20 109.9±7.3a 20 194.5±5.9b 20 316.3±35.1b 

S. thermophilus  20 104.1±9.7a 34 103.9±10a 10 225.6±19.6a 

Cultivo combinado 26 168.1±5.7b 26 268.4±11.8c 26 381.3±0.6c 
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nuevo mecanismo para la liberación de péptidos a partir de proteínas de amaranto, que pueden 

prevenir o tratar enfermedades cardiovasculares. 

MATERIAL COMPLEMENTARIO 
 

 

Material complementario 3.1. Cuenta Viable durante fermentación de proteína de Amaranto. 
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Material complementario 3.2 Inhibición de trombina y Enzima Convertidora de Angiotensina durante la fermentación de proteína de amaranto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Enzima Convertidora de Angiotensina Trombina 

Tiempo L. casei S. termophilus Combinado L. casei S. termophilus Combinado 

0 8.77±1.40a 8.17±0.56a 10.82±1.82a 8.94±3.72a 7.31±4.87a 3.25±1.40a 

2 8.17±1.12a 16.29±1.40b 8.84±3.37b 29.26±2.43abcd 14.63±2.43ab 7.31±4.87ab 

4 8.70±0.56ab 19.28±2.95bc 10.20±2.10bc 17.88±7.84ab 7.31±4.87a 33.33±6.13bcde 

6 8.98±0.84ab 19.66±2.52bc 12.21±2.66bcd 20.32±2.81abc 32.52±7.84bc 42.27±3.72ef 

8 11.23±0.84bc 21.34±1.96cd 14.55±1.77cde 49.59±13.43defg 75.60±0g 78.04±9.75gh 

10 12.82±0.16bc 22.75±1.68cde 17.50±1.97def 75.60±0hij 56.09±3.69de 78.04±17.07gh 

12 15.35±0.98c 25.18±0.42def 18.49±1.93efg 57.72±3.72efgh 34.14±4.87bc 43.08±15.86ef 

14 21.25±0.16d 26.87±1.54efg 19.38±1.28efgh 41.46±4.87cdef 43.90±9.75cd 60.97±2.07fg 

16 23.31±0.84d 26.87±1.54efg 22.09±1.78fgh 85.36±3.01j 60.97±0cde 38.21±6.13def 

18 25±0.28de 27.43±1.26efg 23.26±1.85ghij 70.73±12.19ghij 40.65±8.56bc 34.14±2.49cde 

20 25.46±0.16de 28.55±1.82fg 24.43±1.40hij 59.34±8.56efghi 70.73±12.19g 14.63±2.43abcd 

22 27.99±0.70ef 29.96±1.54g 25.42±1.72ij 36.58±4.87bcde 68.29±4.87defg 11.38±7.84abc 

24 28.93±0.56efg 36.98±1.82h 27.29±0.82ijk 61.78±3.72fghi 60.97±14.63cdef 48.78±4.87ef 

26 30.05±1.12fgh 36.32±1.135h 28.79±1.82jk 80.48±6.45hij 44.71±3.72bc 25.20±1.40abcde 

28 32.49±2.66ghi 35.86±0.85h 32.11±1.87kl 69.91±7.45cdef 68.29±8.79cdef 33.33±15.48bcde 

30 33.70±2.80h 36.23±0h 36.28±1.48lm 47.96±11.52defg 27.64±1.40ab 48.78±14.83ef 

32 36.14±2.95ij 36.61±1.32h 39.46±0.42m 17.07±10.63ab 52.03±8.56bcd 93.49±3.72h 

34 38.38±0.98j 36.14±0.98h 41.43±1.70m 82.11±8.56j 66.66±7.45cdef 28.94±2.76bcde 

36 36.07±2.14ij 36.14±0.98h 45.22±0.280n 69.91±10.99ghij 56.09±7.31cdef 85.36±8.79h 
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Material complementario 3.3 Actividad antioxidante durante fermentación de proteína de amaranto. 

 DPPH ABTS FRAP 

Tiempo L. casei S. termophilus Combinado L. casei S. termophilus Combinado L. casei S. termophilus Combinado 

0 38.04±3.81a 42.93±5.25a 25.33±2.08a 54.21±3.19a 24.81±0.90a 24.81±3.63a 145.66±3.30abc 139.89±3.30abc 110.60±0.71a 

2 66.27±7.55cd 42.93±7.26a 49.81±7.83b 51.18±24.54a 24.81±3.63a 29.96±3.19a 142.62±4.01ab 130.42±2.32ab 185.25±2.32b 

4 46.47±3.44b 35.22±8.28a 56.47±3.75b 82.69±8.64ab 29.96±3.19ab 31.78±6.82ab 134.41±1.07ab 127.03±1.07ab 184.53±16.60b 

6 70.33±13.75cd 59.70±5.15b 56.06±1.87b 144.51±18.63cde 35.42±15.91ab 47.54±4.84abc 282.03±1.42bcde 118.82±0.35a 212.39±2.32cd 

8 61.27±5.31bc 73.04±5.08bc 111.16±20.09 de 153.90±4.54cdef 31.78±15.00ab 54.81±9.09abcd 289.17±1.42bcde 202.75±1.42ef 209.53±5.35ef 

10 84.39±2.38def 75.85±0.18b 80.64±2.50c 138.15±22.27cde 35.72±6.36ab 53.90±17.27abcd 289.53±11.60bcdefg 225.60±19.64f 213.10±3.03cd 

12 87.83±4.80efg 85.85±5.31bd 81.89±1.72c 155.42±3.19def 29.06±10.05ab 79.06±13.18bcd 260.25±1.07f 124.89±2.32ab 267.39±1.42f 

14 100.22±8.97fgh 94.39±5.31de 93.87±2.35de 157.54±18.18defg 36.33±15.00ab 86.63±7.27cd 279.17±6.07bcd 127.92±8.03ab 292.03±1.07g 

16 106.68±2.72gh 98.66±4.63de 122.20±1.57e 133.60±4.09cde 35.42±14.09ab 86.33±2.28cd 287.39±14.64bcde 161.14±9.37cd 299.89±8.03g 

18 102.20±5.48fg 97.10±6.26ede 177.72±3.03g 157.24±24.09defg 56.63±9.09abc 89.36±2.72cd 276.67±1.42bcd 141.14±3.30abc 375.96±0.71ijk 

20 109.91±7.34h 104.18±9.70e 164.70±4.55fg 194.51±5.91g 62.09±17.27abc 98.15±5.91de 316.32±35.17efgh 150.96±21.96bcd 362.75±1.48i 

22 107.62±2.18h 101.89±3.44de 164.70±4.12fg 192.09±1.81fg 44.51±9.54ab 141.18±6.36e 342.03±6.25h 135.78±2.05abc 368.10±4.82ij 

24 103.97±9.79fgh 100.75±2.04de 173.45±3.00g 164.51±1.38efg 45.42±12.27ab 240.27±12.72f 304.89±16.60ecdfg 141.67±22.23bcd 379.25±1.78k 

26 106.79±4.19gh 97.62±7.06de 168.14±5.79fg 132.69±0.52cde 49.36±13.63ab 268.45±11.81f 313.46±12.85defgh 150.60±1.42bcd 381.32±6.96jk 

28 109.70±2.62h 98.87±3.26de 163.97±7.19fg 121.18±11.81cd 58.45±9.09abc 267.54±5.45f 308.46±10.17defgh 161.32±4.28cd 342.39±5.71h 

30 106.68±1.73gh 100.33±4.84de 150.85±1.30f 164.51±6.82efg 65.72±14.54abc 249.06±16.82f 312.39±13.75defgh 119.17±1.07a 239.53±6.78e 

32 95.75±8.63fgh 103.97±1.47e 160.12±0.62fg 116.63±7.27bc 61.78±23.18abc 236.63±20.90f 315.96±16.96defgh 179±0.62de 228.10±0.89de 

34 94.60±1.90fgh 102.33±2.03e 117.83±5.59fg 143.60±9.54cde 103.90±10e 225.68±16.79ef 306.32±4.82efgh 120.78±4.73a 242.03±45.17e 

36 98.87±7.86fgh 99.08±1.83de 109.29±4.68de 141.18±9.09cde 85.72±16.36d 225.72±0.90ef 270.96±2.32fg 113.64±2.05a 273.82±4.64fg 
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 . Identificación de péptidos bioactivos derivados de 

proteínas hidrolizadas por un proceso enzimático de amaranto 

(Amaranthus hypochondriacus). 
 

RESUMEN 
En la última década se han centrado las investigaciones en los alimentos protéicos como fuente de 

secuencias peptídicas con actividad biológica. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue 

hidrolizar, separar e identificar los péptidos bioactivos de las proteínas de Amaranthus 

hypochondriacus, una semilla latinoamericana con alto valor proteico. Las proteínas del amaranto 

se hidrolizaron usando Alcalase y Flavourzyme, por separado y en secuencia. Se midieron las 

bioactividades de los tres hidrolizados, encontrando valores mayores en el proceso secuenciado. 

Las fracciones de este hidrolizado se separaron por RP-HPLC y se analizó su capacidad biológica. 

Dos fracciones fueron identificadas con mayor bioactividad: i- ECA IC50: 0.158 y 0.134; inhibición de 

trombina IC50: 167 y 155; ABTS SC50: 1.375 y 0.992 mg/L. Las fracciones se secuenciaron por medio 

de MALDI-TOF, encontrando cadenas de aminoácidos que no han sido reportadas como 

bioactivas. Se realizó la comparación bibliográfica, encontrando similitudes con los péptidos 

reportados en el amaranto y otras proteínas. En conclusión, las proteínas de amaranto son una 

fuente potencial de péptidos con capacidad multifuncional. 

Palabras clave: proteína de amaranto; flavourzyme; alcalase péptidos bioactivos; hidrolizados. 

ABSTRACT 
Research in the last decade has been focused on food as source of peptidic sequences with 

biological activity. Thus, the objective of this study was to separate and identify bioactive peptides 

of Amaranthus hypochondriacus proteins, a Latin American seed with high protein value. 

Amaranth proteins were hydrolyzed using Alcalase and Flavourzyme, separated and in sequence 

processes. Bioactivities of the three hydrolysates were measured, finding greater values in the 

sequenced process. Fractions of this hydrolysate were separated by RP-HPLC and their biological 

capacity were analyzed. Two fractions got highest bioactivities ACE IC50: 0.158 and 0.134; 

thrombin IC50: 167 and 155; ABTS SC50: 1.375 and 0.992 mg/L; respectively, and were sequenced 

by means of MALDI-TOF, finding amino acid chains which have not been reported as bioactive. 

Bibliographic comparisons were realized, finding similarities with peptides reported in amaranth 
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and other proteins. In conclusion, amaranth proteins are potential source of peptides with 

multifunctional capacity. 

Keywords: Amaranth protein; flavourzyme; alcalase; bioactive peptides; hydrolysates. 

INTRODUCCIÓN 
Muchas enfermedades que prevalecien en la actualidad, podrían minimizarse e incluso prevenirse 

mediante la combinación de una dieta saludable y una ingesta de alimentos funcionales (Jew y 

col., 2009). Algunos componentes funcionales podrían ser moléculas como péptidos bioactivos, 

que generalmente son secuencias cortas cifradas en proteínas de alimentos (Udinigwe y col., 

2012). Los péptidos bioactivos se liberan de las proteínas de los alimentos debido a la acción del 

metabolismo de los microorganismos durante la fermentación, el uso de enzimas proteolíticas o la 

acción de las enzimas gastrointestinales una vez que se ingieren las proteínas. El uso de enzimas 

comerciales es un método simple y económico para obtener aminoácidos y péptidos libres a partir 

de la hidrólisis de proteínas (Mazorra-Manzano y col., 2018). 

Debido a esto, se han realizado una gran cantidad de estudios sobre la preparación de hidrolizados 

a partir de diferentes fuentes de proteínas como cereales y pseudocereales, utilizando diferentes 

proteinasas en un esfuerzo por obtener biopéptidos altamente activos (Wattanasirithama y col., 

2016; Najafian y Babji, 2014; Baltia y col., 2015; Raikos y Dassios, 2014). Una de las semillas 

originales mesoamericanas más importantes con un alto porcentaje de proteínas y un excelente 

equilibrio de aminoácidos es el amaranto. En México, el amaranto se consume en forma fresca, en 

dulces típicos y platos tradicionales (Tovar, 2018). Por su alto contenido en proteínas, el amaranto 

es una buena fuente de péptidos bioactivos con diversas actividades biológicas comprobadas, 

como lo son anticolesterolémicas, antihipertensivas, antioxidantes y antitrombóticas, que se han 

liberado principalmente mediante digestión in vitro (Mendonça y col., 2009; Tovar-Pérez y col., 

2009; Orsini-Delgado y col., 2011; Sabbione y col., 2015). 

Para conocer las secuencias de péptidos con actividades antitrombóticas, antihipertensivas y 

antioxidantes, el objetivo de este proyecto fue separar e identificar estas cadenas de péptidos de 

la proteína de amaranto, liberados durante la hidrólisis con dos enzimas comerciales: alcalase y 

flavourzyme, mediante hidrólisis separada y continua. 
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Metodología 

Muestra y tratamientos 
Las semillas crudas de amaranto se obtuvieron de Xochimilco, Ciudad de México, en julio de 2016. 

Las semillas se molieron en un molino de Chopin, separando y utilizando la fracción de sémola 

(tamaño de la molécula entre 200 y 800 µm). La extracción de proteínas se realizó siguiendo la 

metodología de Martínez y Añón (1996) con algunas modificaciones. En una primera etapa, la 

harina se desengrasó con n-hexano (10% p/v) durante 24 h. Una vez desengrasada la harina, se 

suspendió en agua desionizada al 10% p/v y el pH se ajustó a 9 con NaOH, se incubó durante 30 

minutos a temperatura ambiente. La muestra se centrifugó durante 20 minutos a 10000 rpm y la 

proteína del sobrenadante se precipitó por acidificación del medio a pH 5 con HCl. Se centrifugó 

durante 20 minutos a 10000 rpm y el sedimento se ajustó a un pH neutro, se liofilizó y se 

almacenó a 4 ° C hasta su uso. Esta proteína fue llamada extracto de proteína. 

Hidrólisis enzimática 
La hidrólisis enzimática se realizó según Tironi y Añón (2010). Cinco gramos de extracto de 

proteína se diluyeron en 100 ml de agua desionizada (milli Q 18.2 MΩ * cm). La proteína se 

hidrolizó mediante un proceso enzimático con las especificaciones que se indican para cada 

enzima. Para la hidrólisis de alcalase (H1), la solución se ajustó a pH 10, se añadió alcalasa (≥2.4 

U/g, unidades Anson; Sigma-Aldrich) en una proporción de 8 µL/100 mg de extracto de proteína. 

Para la hidrólisis con flavourzyme (H2), la solución se ajustó a pH 7 y se añadió flavourzyme (≥500 

U/g; Sigma Aldrich) en una proporción de 5 µL/100 mg de extracto de proteína. Para el uso de 

ambas enzimas en un proceso de hidrólisis continua (H3), después de dos horas de reacción con 

alcalasa, la reacción se detuvo calentando a 85 ° C durante 10 minutos, la misma solución se ajustó 

a pH 7,  para enseguida añadir flavourzyme en las condiciones antes descritas. Para los tres 

métodos, se siguió la hidrólisis durante 4 horas, tomando muestras cada 20 minutos. Cada 

muestra se sometio a 85 ° C durante 10 minutos para detern la reacción, y estas fueron 

mantenidas en congelación hasta su uso. 

Capacidad proteolítica mediante la prueba de TNBS. 
Con el fin de determinar los grupos amino libres, la prueba del ácido 2,4,6-trinitrobencensulfónico 

(TNBS) se realizó de acuerdo con Sashidhar y col., (1995) con algunas modificaciones. Se preparó 

TNBS (5%; Sigma-Aldrich) en solución de fosfato 0.21 M (pH 8,2) a 1% (v/v).Se agregaron 2 mL de 

esta solución a 2 mL de tampón fosfato y 0.250 mL de muestra. Se incubó a 50 ° C durante 1 h,  se 

adicionaron 2 mL de HCl 0,1 N para detener la reacción y su absorbancia fue leida a 340 nm. Los 
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resultados se compararon con una curva de calibración de glicina a diferentes concentraciones (0, 

0.05, 0.1, 0.15, 0.2 y 0.25 mg / mL) usando la siguiente ecuación (R = 0.9972): 

y = 0.004x + 0.134 

Los resultados se expresaron como mg de aminas libres por litro (mg/L NH :-). 

Actividad antihipertensiva 
El efecto inhibitorio de la enzima convertidora de angiotensina (i-ECA) se evaluó mediante 

espectrofotometría de acuerdo con Cushman y col., (1977). El compuesto utilizado como sustrato 

fue hipuril-histidil-leucina (Sigma Chemical, EE. UU.) el cual fue disuelto en borato de sodio 0.1 M, 

pH 8.3 adicionado con cloruro de sodio 0.3 M, para obtener una concentración final de 5 mM de 

sustrato. Se mezclaron 100 µL de esta mezcla con 40 µL de la muestra antes de agregar 10 µL de 

enzima convertidora de angiotensina (EC 3.4 15.1, 5.1 U/mg; Sigma-Aldrich). La reacción tuvo lugar 

durante 1 hora y 15 minutos a 37 °C, la enzima se inactivó con 1 mL de HCl 0.1 M. El ácido hipúrico 

formado se extrajo con acetato de etilo y finalmente se volvió a diluir con agua destilada y se 

midió su absorbancia a 220 nm en un espectrómetro GENESYS. 

La actividad inhibitoria de la ECA se calculó mediante la fórmula: 

% de actividad inhibitoria = (AbsC-AbsM) / (AbsC-AbsB) X100 

Dónde: 

AbsC = Ácido hipúrico formado durante la acción de la ECA sin inhibidor 

AbsB: Hippuril-histidil-leucina no reaccionada que se ha extraído con acetato de etilo 

AbsM: ácido hipúrico formado después de la acción de la ECA en presencia de una sustancia 

inhibidora. 

Capacidad antitrombótica 
Para evaluar la actividad antitrombótica, se utilizó la metodología de Zhang y col., (2008) con 

modificación en la concentración de cloruro de sodio propuesta por Pérez-Escalante y col., (2018). 

La absorbancia a 405 nm se midió en un lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, 

software KC Junior, EE. UU.) Antes de agregar la enzima y después de 30 minutos de incubación a 

37 °C. El porcentaje de inhibición (% de inhibición) se calculó con la siguiente ecuación 

% de inhibición = [(C-CB) - (S-SB)]/(C-CB) * 100 
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Dónde: 

CB (blanco de control): la absorbancia inicial del control negativo de inhibición 

C (control): la absorbancia del control negativo a los 10 minutos de incubación con trombina 

SB (muestra en blanco): La absorbancia inicial de la muestra. 

S (muestra): la absorbancia de la muestra a los 10 minutos de incubación con trombina. 

Actividad antioxidante 

La actividad antioxidante fue evaluada por tres métodos diferentes. 

ABTS 

La capacidad antirradical se midió con el catión radical ácido 2,2'-azino-bis 3-etilbenzotiazolina-6-

sulfónico (ABTS ● +), que se produjo haciendo reaccionar 7 mmol/L de solución madre ABTS●+ con 

2.45 mmol/L persulfato de potasio en la oscuridad a temperatura ambiente durante 16 h antes de 

ser utilizado. La solución ABTS●+ se diluyó con agua desionizada hasta una absorbancia de 

0.70±0.02 a 754 nm. Se añadió una alícuota de 20 μL de muestra a 980 μL de la solución ABTS●+ 

diluida, y se tomaron lecturas de absorbancia después de la incubación durante 7 minutos a 

temperatura ambiente. La absorbancia de las mezclas se midió a 754 nm en un lector de 

microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, EE. UU.). La capacidad antioxidante se 

expresó como mg de equivalentes de Trolox por litro (mg ET/100 g) (Kuskoski y col., 2005). 

DPPH 

La actividad antirradical se midió utilizando el radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH●). Este se 

preparó en una solución etanólica (7.4 mg/100 ml). Se agregaron 100 μL de la muestra a 500 μL de 

solución de DPPH ●, se dejó reposar a temperatura ambiente durante 1 h. La solución se agitó y se 

centrifugó a 3000 rpm durante 10 minutos. Finalmente, se midió la absorbancia del sobrenadante 

a 520 nm en un lector de microplacas y se obtuvieron los mg equivalentes de Trolox por litro (mg 

ET/100 g)(Delgado-Andrade y col., 2005). 

FRAP 

La actividad antioxidante de FRAP se evaluó de acuerdo con la metodología de Benzie y Strein 

(1996) para la que se prepararon las soluciones como se describe a continuación: tampón de 

acetato de sodio de pH 3.6, 0.3 M, TPTZ, FeCl3 20 mM y FeSO4 5M. Para la preparación del FRAP, 

se mezclaron el tampón, TPTZ y FeCl3 en una relación 10: 1: 1. La técnica consistió en agregar 30 µL 

de muestra, 900 µL de solución FRAP y 90 µL de agua destilada, se agitó e incubó durante 10 
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minutos a 37 ° C, se leyó la absorbancia a 593 nm en un lector de microplacas. Los resultados se 

compararon con una curva de calibración de 0 a 1000 mM de FeSO4. La actividad antioxidante se 

expresó como equivalentes micromoles de FeII por 100 g (µmolEFeII/100 g). 

Aislamiento e identificación de péptidos bioactivos por RP-HPLC. 

Preparación de la muestra 

Se prepararon 10 mg/mL de proteína de amaranto hidrolizada y liofilizada con tampón fosfato de 

pH 7.8; la mezcla se agitó durante una hora a 37°C. La suspensión se centrifugó a 10000 rpm 

durante 10 minutos a temperatura ambiente, el sobrenadante se separó para obtener la fracción 

soluble correspondiente. 

RP-HPLC 

Los péptidos se separaron por cromatografía de fase reversa (RP-HPLC). La separación se realizó 

en un sistema HPLC (Waters, EE. UU.) Equipado con un detector de matriz de fotodiodos (Spectra 

System Thermo Scientific, EE. UU.). Se utilizó una columna C8 (250 mm x 4,6 mm x 5 mm; Waters). 

Para eluir los péptidos se utilizó un gradiente lineal del 100% a 0 en 56 minutos utilizando 

disolvente A (agua con acetonitrilo [ACN] 98: 2) con ácido trifluoroacético [TFA] (650 µL por litro 

de disolvente) contra el disolvente B (agua con ACN 35:65; con 650 µL de TFA por litro de 

disolvente) en flujo de 1 mL/min. La separación se realizó a 40 ° C y se midió a 280 nm. Las 

fracciones se recolectaron manualmente cada minuto y la cantidad de proteína se evaluó 

mediante la técnica de Bradford (Kruger, 2009). El análisis de bioactividad se realizó solo en 

muestras liofilizadas que tuvieron proteína. 

Espectrometría MALDI-TOF 

Los picos recolectados con las bioactividades más altas se filtraron a través de un filtro Minisart 

RC4 (0.45 µm) y se analizaron mediante un espectrómetro de masas de ionización de desorción 

láser asistida por matriz (MALDI) equipado con una fuente de extracción retardada y un láser de 

nitrógeno pulsado de 355 nm. Se ejecutó un MALDI scoutMTPTM en el modo lineal. La muestra 

diluida 100 veces se mezcló con 1 volumen de soluciones de matriz (20 mg/ml de ácido sinapínico 

en acetonitrilo/agua, 50:50, v/v). Finalmente, se depositaron 0.5 µl de la mezcla sobre la placa 

diana MALDI. Todos los espectros fueron los resultados de promedios de señal de 200 disparos. El 

MALDI-TOF/TOF MS/MS se ejecutó en el modo de refractor positivo. La secuenciación de péptidos 

se realizó procesando los espectros MS/MS utilizando el software Auto eXecute versión 15.0. 
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Análisis estadístico 
Todos los valores se obtuvieron por triplicado y se expresaron por desviación estándar de la media 

(DE). Los datos se analizaron mediante el análisis de varianza de una vía (ANOVA) y las diferencias 

entre las medias se compararon con la prueba de Tukey con un nivel de significancia de p<0.05, 

utilizando el sistema SPSS® para WINTM versión 15.0. 

Resultados 

Hidrólisis enzimática 
Una vez que se agregaron las enzimas, los grupos amino libres se evaluaron cada 20 minutos para 

determinar el tiempo en que se alcanzaba su concentración más alta. Se obtuvieron 6170.53±29.5 

mg/L de NH: - después de 120 minutos de hidrólisis en H1. En contraste, H2 alcanzó la mayor 

concentración (5551.11 ± 33.83 mg / L NH :-) después de 90 minutos de actividad. Estos valores 

mostraron que la hidrólisis con alcalasa es más efectiva en la liberación de fracciones peptídicas. 

Después del análisis de H1 y H2, se realizó H3 y se obtuvo un contenido de 7468.89±34.79 mg/L de 

NH: - al final de la hidrólisis de H3 y fue la cantidad más alta alcanzada en comparación con H1 y 

H2. Mientras que fueron necesarios 90 minutos para H2, solo 40 minutos después de la adición de 

flavourzyme (la misma enzima de H2), se tomaron para finalizar el proceso H3 (combinado con 

ambas enzimas). 

Análisis de bioactividad de hidrolizados 
La tabla 4.1 muestra la bioactividad determinada durante la hidrólisis de proteínas. La inhibición 

de la trombina alcanzó valores en torno al 80% en H2, mientras que se logró un 90% de la 

inhibición en H1, sin encontrar diferencias significativas entre H1 y H3. Cuando se evaluó la 

inhibición de la enzima convertidora de angiotensina, se observó que H3 obtuvo la inhibición más 

alta (58%), en comparación con H1 y H2 (49% y 39%, respectivamente). Finalmente, la actividad 

antioxidante se midió mediante tres métodos diferentes utilizando los antirradicales ABTS, DPPH y 

FRAP. La hidrólisis llevada a cabo en H3 obtuvo la mayor actividad antioxidante en contraste con el 

proceso H1 y H2, en dos de los tres métodos; aumentando de 76.66 a 388.94 µmol ET/100g para 

DPPH; y de 63.37 a 592.54 µmol E FeII/100g para FRAP. Mientras que la hidrólisis H1 obtuvo la 

mayor actividad antioxidante medida por el método ABTS en este estudio (425.86 ± 0.66 mg TE / 

100 g). Además, se observó un mayor aumento después de la adición de flavourzyme mediante el 

ensayo FRAP en H3 (de 241.70 a 592.54 µmol de FeIIE/100g). 
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Tabla 4.1. Bioatividad de hidrolizados obtenidos por hidrólisis enzimática de proteína de amaranto 

Hidrólisis 

Inhibición 

de ECA 

 

(%) 

Inhibición de 

trombina 

 

(%) 

Actividad Antioxidante 

DPPH 

(µmol Trolox 

E/100g) 

ABTS 

(mg Trolox 

E/100g) 

FRAP 

(µmol FeII 

E/100g) 

Proteína 10.58±1.19d 11.90±10.10c 76.66±1.60d 115.65±10.30d 63.37±5.72c 

H1 49.49±1.47b 92.85±3.36a 340.17±10.95b 425.86±0.66a 241.70±9.38b 

H2 39.77±2.15c 80.95±13.46b 274.03±10.84c 
398.36±3.62c 226.29±11.20

b 

H3 58.53±2.58a 92.85±3.36a 388.94±2.73a 404.90±1.52b 592.54±29.29a 

Los valores se expresan como ± promedio de desviación estándar (n=3); valores en la misma columna con diferentes 

letras representan diferencias significativas (p < 0.05). 

 

Separación por RP-HPLC y bioactividad de fracciones. 
De acuerdo con los resultados de bioactividad, H3 fue el método con los mayores resultados y fue 

el método seleccionado para llevar a cabo la separación e identificación de las secuencias de 

péptidos. Se obtuvieron 56 fracciones a través de la separación por RP-HPLC; de estas muestras, 

solo se detectaron 14 fracciones con proteína. Durante la separación, se observaron claramente 

los picos del minuto 1 al 27, sin embargo, el contenido de proteína se determinó en muestras 

tomadas después del minuto 27 (tabla 2). Para las 14 fracciones identificadas con proteína, se 

evaluó su bioactividad y se calculó su IC50 para la ECA y la trombina, y la SC50 para el ABTS. Los 

resultados se presentan en la tabla 4.2. 

La IC50 antihipertensiva varió de 0.134 a 0.808 mg/mL (tabla 4.2), estos resultados fueron similares 

a los reportados en hidrolizados de proteínas de amaranto (Tiengo y col., 2009; Tovar-Pérez y col., 

2009). Por otro lado, estos valores fueron más bajos que los de otras fuentes de proteínas 

vegetales (Rudolph y col., 2017), pero más altos que los reportados para la leche de búfalo (Abdel-

Hamid y col., 2017). Los valores de SC50 antioxidante se ubicraon entre 0.992 y 6.931 mg/mL, estos 

resultados son ligeramente más altos que los obtenidos en los hidrolizados de amaranto por 

digestión in vitro (Orsini-Delgado y col., 2015). Esta diferencia puede explicarse por la liberación de 

diferentes secuencias de péptidos, que dependen no solo de la naturaleza de las proteínas, sino 
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también de las enzimas utilizadas en particular (Zhang y col., 2011; Zhang, 2016). En lo que 

concierne a la trombina los valores de IC50 estuvieron  entre 0.992 y 38.46 mg/L, que son valores 

similares en comparación con los reportados por el amaranto hidrolizado con alcalasa y pepsina 

(Sabbione y col., 2015). En este estudio se observó que después de la adición de flavourzyme, no 

se encontraron diferencias estadísticamente significativas en los valores de IC50 para la inhibición 

de la trombina, y ambos estudios utilizaron como primera enzima alcalasa, lo que puede explicar 

las similitudes en sus datos. 

Tabla 4.2. Inhibición de Enzima Convertidora de Angiotensina-I y Trombina (IC50, mg/L) y actividad 
antioxidante (ABTS SC50, mg/L) de fracciones de proteína de amaranto. 

Fracción 
ECA 

(IC 50) 

Trombina 

(IC 50) 

ABTS 

(SC 50) 

Concentración 

péptido 

(mg/L) 

2 0.332cd 38.46i 4.204e 0.2125 

3 0.442e 4.36h NI 0.8375 

9 NI 0.426f NI 0.9062 

18 0.614f 2.65g 2.538d 0.7125 

19 0.173b 0.183b NI 0.3750 

22 0.158ab 0.167ab 1.375b 0.4687 

23 NI 0.349e 2.809d 0.5625 

27 0.808c 0.402f 1.616c 0.3125 

28 0.346d 0.135a 1.728c 0.0937 

32 0.192b 0.298d 6.931g 0.4687 

34 0.317cd 0.247c 2.593d 0.4937 

39 NI 0.247c 5.561f 0.4375 

40 0.298c 0.26cd 4.547e 0.8375 

45 0.134a 0.155a 0.992a 0.8125 

Los valores se expresan como promedios ± de desviación estándar (n=3); valores en la misma columna con distinta letra 

representa diferencias significativas (p < 0.05). NI= no identificado. 
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En base a estos resultados, se seleccionaron fracciones con la mayor multi-bioactividad para 

identificar las secuencias responsables de la bioactividad. Las fracciones 22 y 45 se sometieron a 

MALDI-TOF para conocer la composición de sus cadenas de aminoácidos (Tabla 4.3). 

Tabla 4.3. Péptidos identificados en las fracciones más activas de hidrolizados de proteína de 
amaranto.  

PICO Meas M/z Calc MH+ Secuencia Proteína 

FRACCIÓN 22 

34 1375.643 1375.634 ITASANEPDENKS  Aglutinina 

3  573.225  573.351 LVRW  Aglutinina 

16  874.444  874.481 NIDMLRL  Granule bound starch synthase I 

12  794.380  794.420 RPVFEF  Granule bound starch synthase I 

5  686.341  686.408 DPKLTL  Granule bound starch synthase I 

3  573.225  573.361 IKEAL  Granule bound starch synthase I 

13  812.360  812.426 NVEVHKS Cystatin 

FRACCIÓN 45 

27  853.433  853.432 HVQLGHY  Aglutinina 

14  707.350  707.321 SQIDTGS  Aglutinina 

14  707.350  707.318 NWACTL  Aglutinina 

4  547.192  547.299 VRWS  Aglutinina 

29  861.384  861.429 CIHNIVY  Granule bound starch synthase I 

26  845.409  845.425 EGTESIPL  Granule bound starch synthase I 

24  841.424  841.384 PRYDQY  Granule bound starch synthase I 

19  823.428  823.369 MSNIDML  Granule bound starch synthase I 

13  686.380  686.408 DPKLTL  Granule bound starch synthase I 

6  619.280  619.356 IPSRF  Granule bound starch synthase I 

3  531.192  531.304 ARVW  Granule bound starch synthase I 

2  505.190  505.244 CQAAL  Granule bound starch synthase I 

1  503.173  503.271 EELL  Granule bound starch synthase I 

1  503.173  503.282 LGVAGS  Granule bound starch synthase I 
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Discusión 
Los resultados de la hidrólisis enzimática son similares a los reportados por Zhuang y col., (2013) y 

Ma y col., (2014), donde observaron que la actividad enzimática de alcalasa y flavourzyme en trigo 

y soya, disminuía después de 90-120 minutos de actividad. El tiempo de actividad enzimática 

dependerá de la naturaleza de la matriz proteica, así como de la cantidad de enzima y sustrato en 

el medio. Además, en otros estudios realizados en otras matrices proteicas como la proteína de 

Tilipa, se ha reportado un mayor grado de hidrólisis con el uso de alcalasa (Foh y col., 2010). Los 

resultados de H3 pueden compararse con los reportados por Cumby y col., (2008) en proteína de 

canola, donde encontraron que el grado de hidrólisis aumentó poco en hidrólisis en secuencia 

comparado con la hidrólisis con solo alcalasa, debido a que la hidrólisis con alcalasa no permite la 

liberación de sustratos específicos para flavourzyme. Pero el grado de hidrólisis depende de la 

naturaleza de la proteína y de la especificidad de las enzimas utilizadas (Zhang y col., 2010; Zhang 

y col., 2016). 

Las enzimas alcalase y flavourzyme se han utilizado en procesos continuos y separados en 

diferentes proteínas alimenticias en busca de péptidos inhibidores de la agregación de plaquetas 

(Cian y col., 2018; Kasiwut y col., 2018). Pero la adición de una segunda enzima (diferente de la 

flavourzyme) después de alcalase en la proteína amaranto, ha representado un aumento en la 

inhibición de la trombina, lo que demuestra que un mayor grado de hidrólisis es importante para 

lograr un aumento en la actividad antitrombótica. Sabbione y col., 2015; Sabbione y col., 2016). 

Además, Sabbione y col., (2015) observaron que el grado de hidrólisis de las proteínas de 

amaranto era un factor importante para aumentar el porcentaje de inhibición de la trombina, 

especialmente al hidrolizar la albúmina y globulina  de las proteínas de amaranto, encontrando 

porcentajes de inhibición de alrededor del 81%,  valor cercano al del presente estudio (80% y 90% 

a H2 y, H1 y H3 respectivamente). 

El aumento en la actividad de inhibición de la trombina puede deberse, a que la proteína de 

amaranto tiene secuencias peptídicas capaces de inhibir el fibrinógeno, que se liberan por la 

acción de enzimas proteolíticas. También se ha observado que no solo el tamaño del péptido es 

importante para la inhibición de la trombina, sino también las secuencias peptídicas, que pueden 

ser homólogas en posición a la secuencia de la cadena de γ-fibrinógeno humano (Cheng y col., 

2019). Por lo tanto, la actividad antitrombótica está influenciada por la competencia de los 

receptores plaquetarios entre la casoplatelina y la cadena γ defibrinógeno humano (Laudano y 
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Doolittle 1978; Fiat y col., 1989). Se ha informado que alcalasa es una enzima capaz de liberar 

péptidos antitrombóticos de proteínas como el maní (Zhang, 2016), pero existe poca información 

sobre la adición de flavourzyme y su actividad hidrolítica sobre los péptidos con capacidad 

antitrombótica liberados en amaranto. 

Los resultados de la actividad antihipertensiva son similares a los reportados por Ambigaipalan y 

col., (2015). Observaron que la combinación de dos o más enzimas, permite el aumento de la 

actividad inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina en la proteína de la semilla del 

dátil con experimentos enzimáticos en secuencia. Muchos autores han informado que la variación 

en la actividad antihipertensiva de los péptidos liberados se puede atribuir a las diferencias en la 

composición y la hidrofobicidad de la estructura primaria de la proteína (Jung y col., 2006; 

Wijesekara y Kim 2010). En este sentido, los residuos hidrófobos de los aminoácidos (leucina, 

valina, alanina, triptófano, tirosina, prolina y fenilalanina) se unen en los sitios catalíticos de ECA 

que actúan como inhibidores competitivos (Hanafi y col., 2018). Las proteínas de la leche se han 

reportado como una buena fuente de péptidos bioactivos, especialmente aquellos con actividad 

antihipertensiva alcanzando valores de inhibición de ECA mayores del 80% (González-González y 

col., 2011; Ayyash y col., 2018). En estudios con péptidos liberado de proteínas vegetales como el 

amaranto, particularmente a partir de la globulina 11S, se han reportadodo valores de IC50 de 6.32 

mM y 175 µM (Tovar-Pérez y col., 2009; Vecchi y Añón 2009). Una característica importantede los 

péptidos antihipertensivos es su bajo peso molecular (Miralles y col., 2018), en este estudio se 

encontraron péptidos con esta característica cuando se realizó una electroforesis SDS-PAGE-tricina 

(datos no mostrados) 

Además de la actividad antihipertensiva, el tamaño de la secuencia peptídica (cadenas peptídicas 

de menos de 20 aminoácidos) se ha relacionado tambien con la capacidad antioxidante, lo que 

demuestra que los péptidos más pequeños tienen una mayor actividad (Zou y col., 2016). Esto 

explica por qué se obtuvo una mayor actividad antioxidante en H3, cuya concentración de grupos 

amino fue mayor. Inclusive, durante las tres hidrólisis, se liberaron péptidos con diferentes 

mecanismos de acción,  ya sean péptidos capaces de quelar agentes reactivos o donar electrones o 

hidrógeno, con diferentes comportamientos en las técnicas evaluadas (Virtanen y col., 2007). En 

varios estudios, donde la hidrólisis de proteínas con diferentes enzimas se ha llevado a cabo en 

procesos secuenciales, los autores han observado que la actividad antioxidante es la misma o 

podría incrementarse con la adición de la segunda enzima (Je y col., 2009; Chirinos y col., 2018). La 
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adición de una segunda enzima permite la liberación de nuevos péptidos bioactivos y la secuencia 

liberada modifica la capacidad antioxidante (Choi y col., 2019). 

Los resultados de la separación por RP-HPLC son similares a los reportados por Moronta y col., 

(2016), quienes hidrolizaron proteínas de amaranto con alcalasa, y encontraron que los péptidos 

más polares eran aquellos con mayor actividad antiinflamatoria. Aunque una fracción encontrada 

en la región no polar del análisis cromatográfico (45 minutos) obtuvo valores más altos en la 

actividad antihipertensiva, antitrombótica y antioxidante que los medidos en otras fracciones 

polares. En algunos estudios, se ha demostrado que los péptidos que contienen aminoácidos 

hidrófobos pueden mejorar las actividades antihipertensivas y antioxidantes (Ijaritomi y col., 

2018). 

En la tabla 3 se puede observar que la secuencia más larga identificada (ITASANEPDENKS) 

pertenecía a la fracción 22, cuyo peso molecular es aproximadamente 1.44 kDa, el más alto 

encontrado en ambas fracciones. En el caso del péptido NIDMLRL, la última parte de su secuencia 

(-LRL) se ha identificado, por sí sola, in silico como inhibidor de la enzima convertidora de 

angiotensina en amaranto. Esta aseveración puede explicarse por la presencia de leucina como 

aminoácido hidrofóbico que interactúa con el sitio activo de la ECA (Montoya-Rodríguez y col., 

2015). 

En la misma fracción 22, se encontró la secuencia LVRW, en la cual la cadena de aminoácidos LVR 

se ha descrito como un péptido con actividad antihipertensiva en la savia de higo y que cuenta con 

una IC50 inferior a 20 µM (Balgir y Sharma, 2017),  al mismo tiempo que W puede ser un 

aminoácido de enlace en el sitio activo de la ECA. Por otro lado, la fracción 45 se identificó como la 

fracción con menor IC50 para la inhibición de la ECA. En esta fracción (fracción 45), VRWS tiene 

como parte de su estructura el dipéptido VR, que se ha descrito como un péptido antihipertensivo 

por sí mismo con un IC50 de 52.80 µM (Gómez-Ruiz y col., 2007), que unido a otros aminoácidos 

como Y o SP, ha mantenido su bioactividad (Wang y col., 2011; De Gobba y col., 2014). Además, la 

presencia de Tyr en C-terminal debería promover la unión a ECA y por lo tanto, su inhibición (Wu y 

col., 2006), siendo un ejemplo el tripéptido IVY (Ueno et al., 2005), que está presente en la 

secuencia CIHNIVY de esta fracción. Cebe señalar que arios péptidos de la fracción 45 tienen este 

aminoácido. 

En trabajos anteriores sobre péptidos antioxidantes, estos se han caracterizado por estar 

formados por 5–16 residuos de aminoácidos (Umayaparvathi y col., 2014). Los resultados del 
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presente estudio apoyan la afirmación anterior al encontrar posibles péptidos antioxidantes con 

un peso molecular en el rango de 500 a 1400 Da con 4 a 13 residuos de aminoácidos (Tabla 3). 

Uno de los péptidos identificados en la fracción 22 fue LVRW, este péptido podría ser el 

responsable de la actividad antioxidante. Haung y col., (2010) identificaron que el RW terminal en 

los péptidos puede dar una actividad antirradical alta debido a que el aminoácido W del terminal-C 

del péptido y el enlace peptídico entre R y W. Un efecto similar ocurre con el péptido ARVW, 

debido a la presencia de Trp cuya actividad antioxidante se debe principalmente a su grupo indol 

(Nimalaratne y col., 2011). 

En la fracción 45, se identificó la secuencia DPKLTL, que puede tener capacidad antioxidante, 

debido a que DPK se ha descrito previamente como un péptido antioxidante, debido a la presencia 

de ácido aspártico, que tiene la capacidad de donar electrones e hidrógeno, pero también cuenta 

con la presencia de aminoácidos hidrófobos (Pro y Leu), que pueden mejorar la capacidad de 

eliminación de radicales de los péptidos (Lui y col., 2018). Además, este péptido puede presentar 

actividad antitrombótica debido a la presencia del residuo DPK, que es capaz de inhibir la trombina 

en su sitio activo (Sabbione y col., 2016). 

De acuerdo con Wang y col., (2017), los péptidos con bioactividad antitrombótica generalmente 

contienen de 3 a 20 residuos de aminoácidos. La tabla 3 muestra una cadena de 13 aminoácidos 

como el péptido más largo identificado, en la fracción 22. Además, se reportó que las fracciones 

peptídicas con Val y Tyr pueden tener actividad antitrombótica (Cian y col., 2018), se encontró la 

mayor concentración de estos residuos en la fracción 45. La presencia de prolina-Arginina en el 

extremo N tiene la capacidad de inactivar la trombina en su sitio activo (Cheng y col., 2019). Este 

enlace está presente en la estructura PRYDQY, aunque se necesitan estudios más exhaustivos en el 

estudio de los péptidos antitrombóticos, ya que la trombina tiene tres dominios estructurales 

principales: un sitio catalítico y dos exositios (I y II), con diferentes características cada uno, y la 

enzima podría inhibirse si se bloquea algún sitio, con un nivel de inhibición de la trombina 

diferente (Cheng y col., 2019; Pérez-Escalante y col., 2018). 

CONCLUSIONES 
El hidrolizado de proteína de amaranto obtenido con alcalasa y flavourzyme en secuencia puede 

ser una fuente de péptidos bioactivos, al liberar secuencias diferentes a las de la digestión in vitro 

con pepsina y pancreatina, que es el método más común para la liberación de péptidos bioactivos 

de la proteína de amaranto. A partir de las secuencias encontradas en este estudio, se realizó una 
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comparación bibliográfica con los peptidos derivados de otras fuentes protéicas, y se encontraron 

similitudes en las estructuras peptídicas. A pesar de que no se identificaron todas las secuencias 

en estudios previos, se identificaron nuevas cadenas de aminoácidos con posibles funcionalidades 

múltiples, pero se necesitan más estudios para aseverar esto. Este estudio muestra que el 

amaranto hidrolizado con alcalasa y flavourzyme podría usarse en la industria nutracéutica como 

un ingrediente de valor agregado, con bioactividades multifuncionales. 
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