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Perspectivas de la Ciencia y la Tecnologia

De acuerdo con informes de la Organizacién Mundial de la Salud
(oms), la hipertension se considera el factor de riesgo cardiovas-
cular de mayor frecuencia, pues afecta del 25 al 30 % de la poblacion
mundial. Uno de los principales agentes causantes es la enzima con-
vertidora de angiotensina-l (Eca), la cual desempena un papel funda-
mental en la regulacién de la presion arterial mediante la modulacién
del sistema renina-angiotensina-aldosterona. Debido a lo anterior,
existen numerosos farmacos con capacidad de inhibicién de la Eca;
sin embargo, pueden ocasionar efectos secundarios adversos, como
tos, dolor de cabeza, erupciones en la piel, alteracién del gusto, an-
gioedema, nduseas y reacciones alérgicas. Por esta razén, hay un
creciente interés en la obtencién de inhibidores de la eca de fuen-
tes naturales que permitan disminuir los efectos secundarios y la de-
pendencia de los farmacos. Particularmente, los péptidos bioactivos
presentes en hidrolizados enziméticos de proteina han mostrado pro-

piedades antihipertensivas debido a que inhiben la eca, por lo que

se consideran una alternativa prometedora en la prevencion y trata-

miento de la hipertension. El objetivo de este trabajo fue evaluar la
actividad inhibidora in vitro de la eca de los hidrolizados enziméticos
obtenidos de proteinas (albumina y globulina) del grano de cacao; el
propdsito es demostrar su potencial como fuente natural de agentes
antihipertensivos. Como resultado del tratamiento con alcalasa de
albdmina y globulina del grano de cacao se obtuvieron hidrolizados
con actividad inhibidora de la eca. Particularmente, a partir de la glo-
bulina se generaron hidrolizados y fracciones de péptidos (< 3000 Da)
eficaces en la inhibicidon de la eca, por lo que podrian considerarse
ingredientes bio-funcionales para el desarrollo de alimentos nutra-

céuticos.

Palabras clave: actividad antihipertensiva, grano de cacao, hidrélisis

enzimatica, péptidos bioactivos, proteinas.
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ccording to reports from the World Health Organization (wHo),
A hypertension is considered the most common cardiovascular risk
factor, affecting 25 to 30% of the world’s population. One of the main
causative agents is angiotensin-I converting enzyme (ace), which plays
a fundamental role in the regulation of blood pressure by modulating
the renin-angiotensin-aldosterone system. Due to the above, there
are numerous drugs with ACE inhibitory capacity; however, they can
cause adverse side effects, such as cough, headache, skin rash, taste
alteration, angioedema, nausea and allergic reactions. For this rea-
son, there is a growing interest in obtaining Ace inhibitors from natu-
ral sources to reduce side effects and drug dependence. Particularly,
bioactive peptides present in enzymatic protein hydrolysates have
shown antihypertensive properties because they inhibit Acg, and are
therefore considered a promising alternative in the prevention and

treatment of hypertension. The aim of this work was to evaluate the

in vitro ACE inhibitory activity of enzymatic hydrolysates obtained from

cocoa bean proteins (albumin and globulin); the purpose is to demon-
strate their potential as a natural source of antihypertensive agents.
As a result of alkalase treatment of albumin and globulin from cocoa
beans, hydrolysates with ace inhibitory activity were obtained. Partic-
ularly, hydrolysates and peptide fractions (< 3000 Da) effective in Ace
inhibition were generated from globulin, so they could be considered

bio-functional ingredients for the development of nutraceutical foods.

Keywords: Antihypertensive activity, cocoa bean, enzymatic hydro-
lysis, bioactive peptides, proteins.

Introducciéon

La hipertension (presion arterial sistdlica y diastolica de 140/90 mmHg y/o
superiores) afecta aproximadamente al 25-30 % de la poblaciéon mundial y
se considera una enfermedad crénica; se la relaciona con enfermedades
cardiovasculares (infarto de miocardio, insuficiencia cardiaca, accidente ce-
rebrovascular, enfermedad coronaria, arteriosclerosis, entre otras) y afec-

ciones como la insuficiencia renal) [1].
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La enzima convertidora de angiotensina-| (Eca) es una dipeptidil carboxi-
peptidasa | (Ec 3.4.15.1) que forma parte del sistema renina-angiotensina-al-
dosterona, donde cataliza la formacién de angiotensina 1, un potente va-
soconstrictor. También se estimula la secrecién de aldosterona y se induce
la expresion de potasio y la retencion de sodio y agua, incremen-
tando el volumen extracelular y neutralizando la expresién de re-

nina [1]. Ademas, la Eca actlia de manera simultédnea en el sistema
La hipertension se o o ) » o
considera el factor de calicreina-cinina, catalizando la degradacion de bradicinina, hor-

riesgo cardiovascular mona peptidica de potente accion vasodilatadora [2], [3]. A causa
mas comun afectando )
del 25 al 30 % de de los procesos anteriores, la eca favorece el aumento de la pre-

la poblacién. Uno sion arterial (Figura 1); por tanto, existe una amplia disponibilidad
de los principales

causantes, es la
enzima convertidora captopril, enalapril, lisinopril y perindopril. Sin embargo, estos
de angiotensina-I
(EcA). Sin embargo, es
posible encontrar una como tos, dolor de cabeza, sarpullido, alteracién del gusto, an-
amplia disponibilidad ) i )
de fArmacos con gioedema, nduseas y alergias [4].

de farmacos que la inhiben, entre los cuales se encuentran el

medicamentos pueden ocasionar efectos secundarios adversos,

capacidad de
inhibicién de la EcA. En las ultimas dos décadas, se han atribuido beneficios en la

salud (antioxidante, antihipertensivo, hipocolesterolémico, an-

titrombdtico, entre otros) a fragmentos proteinicos especificos
con capacidad moduladora de procesos fisiolégicos, llamados péptidos
bioactivos (pB) [5]. Particularmente, el efecto antihipertensivo de los P8 se
debe a que inhiben la actividad de la EcA; su mecanismo de accién es
similar al de los farmacos, ya que son capaces de unirse al sitio activo
de la Eca (inhibicién competitiva). Sin embargo, hay excepciones, ya que
algunos péptidos se unen a la eca en sitios diferentes al activo (inhibicién
no competitiva) o combinarse con el complejo enzima-sustrato (inhibicion

acompetitiva), impidiendo que se lleve a cabo la reaccion [2].



Ficura 1. Modelo
de regulacién de

la presion arterial
mediante la enzima
convertidora de
angiotensina |

(Eca) en el Sistema
Renina-Angioten-
sina-Aldosterona

y Sistema Calicrei-

na-Cinina.
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Dado que los P8 se encuentran “inactivos” cuando forman parte de las pro-
teinas, es necesario que se promueva su liberacion. Por fortuna, los procesos
biotecnoldgicos actuales gozan de un mayor potencial industrial y comer-
cial para la sintesis de hidrolizados a partir de fuentes alimentarias de ori-
gen vegetal [4]. En este contexto, |a hidrélisis enziméatica de proteinas es el
bioproceso preferido para la generaciéon de péptidos: es facil de controlar,
no forma subproductos y permite aprovechar una gran variedad de enzi-

mas proteoliticas de origen animal, vegetal y microbiano [s].

En el caso particular de las especies vegetales, las proteinas se obtienen
principalmente de cereales, pseudocereales, leguminosas y oleaginosas
[4]. No obstante, en los Ultimos afios ha crecido el interés por nuevas fuen-
tes con potencial terapéutico en beneficio de la salud. En este sentido
destaca el grano de cacao, obtenido de la semilla fermentada y secada de
los frutos del arbol tropical Theobroma cacao L. (familia Sterculiaceae). En
América Central, Sudamérica, Africa Central y Asia se cultivan las subespe-
cies criollo, forastero y trinitario [6], y en las tres el componente principal
del grano de cacao es la grasa (47-55 %). Dicha materia se explota amplia-
mente en la industria de fabricacion de chocolate, productos farmacéuti-
cos y cosméticos [7]. Asimismo, el segundo componente por abundancia
es la proteina (10-15 %), la cual se constituye por cuatro fracciones: albumi-

na, globulina, prolamina y glutelina [g].

Actualmente, la variedad forastero representa aproximadamente el 70 % de
la produccién mundial del cacao y se cultiva en los estados de Chiapas y
Tabasco [9]; se caracteriza por su resistencia a enfermedades, baja demanda

de nutrientes y alto rendimiento de frutos, a diferencia de la variedad criollo.



Los efectos bio-funcionales del cacao estan relacionados con los compues-
tos fendlicos, aunque en afios recientes las proteinas y los péptidos deri-
vados de las mismas han cobrado importancia. Debido a sus propiedades
antioxidantes [8], antitumorales [9], antiadipogénicas [10] y antihipertensivas
[11], son aprovechables en la prevenciéon de enfermedades crénico-dege-

nerativas como la diabetes, cancer, obesidad e hipertension.

Hasta la fecha, la actividad antihipertensiva del cacao se ha determinado
especificamente en la variedad criollo (que debido a sus caracteristicas
organolépticas se destina principalmente a la elaboracién de chocolates
de alta calidad) [11]. Por lo anterior, este trabajo pretende evaluar in vitro
la albumina y globulina obtenidas del cacao forastero, sus hidrolizados en-
zimaticos y fracciones de péptidos en términos de la capacidad para inhi-
bir la ecA. La finalidad es validar este recurso como una fuente natural de

agentes peptidicos antihipertensivos.

Metodologia / Materiales y Métodos

Material vegetal

Vainas de cacao (Theobroma cacao L., variedad forastero) cosechadas en
mayo de 2017 por métodos tradicionales en plantaciones en el municipio
de Comalcalco, Estado de Tabasco, México. Las semillas frescas se fer-
mentaron a temperatura ambiente en cajas de madera (100 cm?) durante 6
dias, se lavaron con agua para eliminar los restos de mucilago y se secaron
a 40 °C durante 8 horas. Posteriormente, los granos de cacao se descasca-

rillaron a mano y se trituraron con un mortero de pistilo.

Desgrasado de grano de cacao

De 3-4 kg de granos triturados se desgrasaron por el método de Soxhlet
durante 24 horas con éter de petréleo (7 ml/g) como solvente. Posterior-
mente, se colocaron en una campana de extraccion durante 24 horas para
permitir la evaporacion del solvente. Finalmente, se almacenaron en refri-

geracion a 4 °C.



Preparacion del extracto seco aceténico

Los alcaloides se extrajeron parcialmente con cloroformo (2.5 ml/g) durante
8 horas en un aparato Soxhlet y posteriormente los granos triturados se
colocaron en una campana de extraccion durante 24 horas para permitir
la evaporacion del solvente. A continuacién, para eliminar los polifenoles
se sigui6 el método descrito por [12] con algunas modificaciones de [13]. A
partir de los granos triturados, los polifenoles se extrajeron tres veces con
acetona al 80 % (v/v) (que contiene ascorbato de sodio 5 mM) y posterior-
mente cinco veces con acetona al 70 % (v/v). Las suspensiones (20 ml/g) se
agitaron durante 1 hora a 4 °C y se centrifugaron a 13 000 rpm durante 15
minutos a 4 °C. Después del paso final de extraccién, se comprobé la efi-
ciencia mediante una prueba con &cido clorhidrico 5 M (un color rojo indica
la presencia de polifenoles residuales) [13]. Tras la extracciéon completa de
polifenoles, el agua residual se eliminé mediante extraccién con acetona al
100 % y el extracto obtenido se evapord a sequedad. Finalmente, el extrac-
to seco acetodnico (AcDP, por sus siglas en inglés) se molié con un molino
Ika (IKaA®PA11 basic), se tamizé a través de una malla de 150 um (tamiz no. 100)

y se almacend a 4 °C.

Extraccion de proteinas

La extraccion de las proteinas se realizd siguiendo el método de [13] con
algunas modificaciones. A partir del acpr, las fracciones de albdmina (Alb)
y globulina (Glob), se extrajeron sucesivamente con Tris-Hcl 10 mM, pH 7.5
(que contiene EDTA 2 mMM) y cloruro de sodio 0.5 M (que contiene EbTA 2 MM
y Tris-Hcl 10 mM, pH 7.5), respectivamente. Las suspensiones (1:10 p:v) se
agitaron durante 4 horas a 4 °C y se centrifugaron a 10 000 rom durante 20
minutos a 4 °C. Cada sobrenadante se dializ6 en membranas (peso mo-
lecular de corte de 14 kDa) con agua desionizada durante 48 horas a 4 °C,
con un cambio de agua cada 24 horas. El contenido de los tubos de diélisis
se centrifugd en las mismas condiciones mencionadas anteriormente. Los
sobrenadantes obtenidos corresponden a cada una de las fracciones de

proteina (Alb 'y Glob), las cuales se liofilizaron y almacenaron a -20 °C.

La concentracion de proteina soluble en cada una de las fracciones se de-
terminé espectrofotométricamente por el método de Bradford [14], previa

elaboracion de una curva patrén de albdmina de suero bovino (0-1 mg/ml).



El rendimiento de extraccion se expresé en miligramos de proteina por

gramo de Acpr.

Preparacion de hidrolizados de proteina

La hidrélisis enzimatica in vitro de las fracciones de proteina (Alb y Glob) se
realizé siguiendo el procedimiento de [8] y utilizando alcalasa (Ec 3.4.21.62,
proteasa de Bacillus licheniformis, actividad especifica 2.4 U/g proteina,
Sigma-Aldrich®) a una relacién enzima:sustrato (E:S) de 1:10 (p:p), pH 7.5y
50 °C. La hidrdlisis se llevd a cabo durante 2, 6 y 8 horas (tiempo de hidrélisis
establecido en un estudio previo para la obtencién de hidrolizados antioxi-
dantes de glutelinas de la variedad forastero) [g]. Al final de cada tiempo,
la muestra se calentd a 90 °C durante 10 minutos para inactivar la enzima
alcalasa. Todas las muestras se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 minutos a
4 °C. Los sobrenadantes, denominados hidrolizados de albdmina (H-Alb) y

globulina (H-Glob), se almacenaron a -20 °C.

Grado de hidrolisis

El grado de hidrdlisis (GH) se determiné espectrofotométricamente por el mé-
todo de [15] mediante la cuantificacion de grupos amino libres que reaccionan
con acido 2,4,¢-trinitrobencenosulfénico (TNBs por sus siglas en inglés), pre-
via elaboracién de una curva patrén de L-Leucina (0 — 2.5 mM). Los valores

de GH se calcularon utilizando la siguiente ecuacién:

# [ @-Ly
H(@)—[m x 100

Donde L, es la cantidad de grupos amino liberados tras la hidrdlisis enzima-
tica; Lo es la cantidad de grupos amino libres en las fracciones de proteina
extraidas (Alb o Glob)y L__ es la cantidad total de grupos amino liberados
tras la hidrdlisis total (con Hcl 6 N, 24 horas) de las fracciones de proteina
(Alb o Glob).

Ultrafiltraciéon

Para la separacion de péptidos en los hidrolizados enzimaticos (H-Alb y

H-Glob) que presentaron el mayor GH, se utilizé una membrana de ultrafil-



tracién con un tamano de corte de peso molecular (pm) de 3000 Da (Millipore,
Bedford, ma, usa), centrifugando a 5000 rpm durante 30 minutos. Para cada
hidrolizado enzimatico de Alby Glob se obtuvieron fracciones de péptidos
con PM menores a 3000 Da, los cuales se denominaron ur-Alb y ur-Glob,
respectivamente. El contenido de péptidos solubles se determiné espec-

trofotométricamente por el método de TnBs [15] descrito anteriormente.

Ensayo de la actividad inhibidora de la eca

La actividad inhibidora de la Eca se determiné espectrofotométricamente
de acuerdo al método de [1¢] utilizando hipuril-L-histidil-L-leucina (HHL) como
sustrato. El ensayo se llevé a cabo afadiendo 150 pl de bufer de borato 0.2 M
(pH 8.3) y 100 pL de NaCl 300 uM. Posteriormente, se agregd una alicuota (5o pL)
de muestra (proteina, hidrolizado enzimatico o ultrafiltrado) o de bufer de
fosfatos de potasio 40 uM, pH 8.3 (control), se mezcld con 50 Pl de Eca (165
mU) y se incubd a 37°C por 5 minutos. Enseguida se afiadieron 100 pL de HHL
20mM (a 37°C) y se continud la incubacion durante 30 minutos. La reaccidn
se detuvo por inmersién de los tubos en bafio de agua caliente (8o — 90 °C)
durante 10 minutos, posteriormente se anadié 1 mL de bufer de fosfatos de
potasio 0.2 M, pH 8.3y 1.5 mL de 2,4,6 tricloro-s-triazina (3% p/v en dioxano).
La mezcla se agité en vortex (hasta que se mostro transparente) y se cen-
trifugd a 1000 rpm por 5 minutos. Finalmente, en el sobrenadante se realizd
la medicion de la absorbancia a 382 nm, previa elaboracién de una curva

patrén de &cido hipdrico (0 - 50 pg).

Una unidad (U) de actividad enziméatica se definié como la cantidad de en-
zima (ecA) que hidroliza 1 pmol de HHL formando &cido hipurico y liberando

L-histidil-L-leucina en 1 minuto a 37°C.

Analisis estadistico

Los resultados se muestran como medias * desviaciones estandar. Las di-
ferencias significativas de los resultados se determinaron mediante analisis
de varianza y prueba de comparaciones mdltiples de Tukey (P < 0.05) utili-

zando el software Statgraphics Centurion xvi.



Resultados y discusion

Con la finalidad de evitar una desnaturalizacién irreversible de las protei-
nas del grano de cacao por oxidacion de polifenoles durante el proceso
de extraccién, en este trabajo se obtuvo el extracto seco aceténico (Acop).
Asimismo, mediante una prueba cualitativa (utilizando Hcl), se comprobd
que el Acpp se encontraba libre de polifenoles, por lo que el proceso de
extraccion con acetona fue eficiente; es decir, la materia prima obtenida
fue adecuada para llevar a cabo la extraccion de las proteinas. De esta
manera, se obtuvieron las fracciones de albumina (Alb) y globulina (Glob)
_ en las concentraciones que se muestran en la Tabla 1. El contenido total de
TasLA 1. Contenido

de albamina (Alb) proteina fue de 11.56 + 0.61 mg/g Acpp, donde la fraccion de Alb representé

y globulina (Glob) el 55.6 % y la fraccion de Glob el 44.4 % del total de proteina.
extraidas del grano

de cacao.

PROPORCION DE PROTEINA
PROTEINA

(mc/G Acpp) ()

ALBUMINA (ALB) 6.43+0.35 55.6+1.2
GLOBULINA (GLOB) 5.13+0.32 44.4+1.2
RELACION ALB/GLOB 1.25+0.06

(*) Representa el % de la proteina total extraida.

El rendimiento de extraccién de Alb y Glob concuerda con lo reportado
previamente por [8], sin embargo resulté significativamente menor a lo
mencionado por [13]. Diversos estudios realizados en grano de cacao han
reportado distintos contenido y distribucién porcentual de las fracciones
Alb y Glob. Estas diferencias se han atribuido a diversos factores como
la variedad del cacao, método de extraccién y fraccionamiento utilizado,
tamano de lote, uso de agentes reductores, aplicacién de pretratamientos,
condiciones de fermentacién y almacenamiento del grano [17]. En este sen-
tido, se ha demostrado que durante el proceso de fermentacién ocurre una
degradacion de las fracciones de Alb y Glob relacionada con la formacion

de compuestos precursores del aroma caracteristico del cacao [13], [18].

Los hidrolizados de proteina se pueden producir principalmente por hidré-

lisis quimica, enzimética o fermentacién. El método de hidrélisis enzimati-



ca presenta varias ventajas como condiciones moderadas de temperatura
y pH durante el proceso, facilidad para controlar la reaccién, no hay forma-
cién de subproductos, se conserva el valor nutritivo y se dispone de una
gran variedad de enzimas proteoliticas (de origen vegetal, animal y micro-
biano) [19]. Particularmente,en este trabajo, la hidrdlisis de Alb y Glob se
llevé a cabo con la enzima alcalasa, la cual es utilizada ampliamente para
la producciéon de hidrolizados de proteina y ps, ya que es una proteasa de

origen microbiano (de bajo costo) que presenta amplia especificidad.

El grado de hidrdlisis (GH) se utiliza como un pardmetro para el seguimien-
to de la protedlisis enzimética y es el indicador més empleado para la
comparacién entre hidrolizados enzimaticos de proteina. En la Figura 2 se
muestran los valores obtenidos de GH para las combinaciones de tiempo
y relacion E:S ensayadas para la hidrélisis de Alb 'y Glob con alcalasa. Los
valores de GH se encontraron entre 8.3-11.7 % y 12.9-19.8 % para Alb y Glob,
respectivamente. Los porcentajes superiores en Alb podrian deberse a
que esta fraccion se considera una proteina constitutiva; por otro lado, la
Glob es una proteina de almacenamiento, menos accesible a la accién de
la alcalasa. Ademas, la fraccion de Glob se compone principalmente por

unidades de mayor Pm que las contenidas en la fraccion de Alb [11], [13].

Como se menciond anteriormente, el GH es una propiedad fundamental
que puede determinar en gran medida el posible uso de los hidrolizados
de proteina. Con respecto a este parametro, los hidrolizados con GH supe-
rior al 10 % se aprovechan principalmente en la formulacién de suplemen-
tos alimenticios, liberacion de ps y como fuente de nitrégeno en dietas de
individuos que presentan alergenicidad o errores metabdlicos especificos
[20]. En el presente estudio, 4 de ¢ hidrolizados mostraron un GH mayor al
10 %, por lo que los hidrolizados de Alb 'y Glob podrian ser utilizados para
estos propositos. Adicionalmente, debido a que los P8 se consideran como
secuencias de cadena corta (2 a 20 aminoéacidos) con PM de 250-3000 Da, la
separacion de péptidos en los hidrolizados de Alb y Glob se llevé a cabo
por ultrafiltracion con membranas, ya que es un proceso adecuado para

el fraccionamiento de cadenas peptidicas con un rango de pm especifico.
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FiGura 2. Grado de
hidrélisis (%) obte-
nido en los hidroli-
zados de albdmina
(H-Alb) y globulina
(H-Glob) a diferente
tiempo de hidré-
lisis con alcalasa.
Los resultados se
representan como
media + desviacion
estandar (n = 3). Le-
tras distintas indican
diferencia significati-
va (P < 0.05).

FiGura 3. Inhibicion
de la eca (%) de
albdmina (Alb) y
globulina (Glob),
hidrolizados enzi-
maéticos y fracciones
de péptidos < 3000
Da (ultrafiltrados).
La concentracion
final de las mues-
tras en los ensayos
fue de 100 pg/mL.
Los resultados se
representan como
media * desviacién
estandar (n = 3). Le-
tras distintas indican
diferencia significati-
va (P < 0.05).

La actividad antihipertensiva (in vitro) de Alb y Glob, hidrolizados enzimati-
cos y ultrafiltrados obtenidos del cacao se evalué mediante la inhibicién de
la eca (Figura 3). Inicialmente, ambas fracciones proteinicas (sin hidrolizar)
presentaron actividad inhibidora de la eca, mostrando valores de 4.4 % y
18.3 % para Alb y Glob, respectivamente. Asi mismo, la hidrolisis de Alb 'y
Glob con alcalasa, como la separacion por ultrafiltracion de fracciones de
péptidos, resulté en un incremento de la inhibicién de la Eca. Las tasas
més altas de inhibicién de la eca fueron de 36.9 % y 39.8 % obtenidas en los
hidrolizados y ultrafiltrados de Glob.

De igual manera, se observé que las muestras (proteina, hidrolizado y ul-

trafiltrado) provenientes de Glob tienen mayor capacidad de inhibicion



de la Eca con respecto a las muestras provenientes de Alb. Estos resul-
tados indican que la Glob representa una fuente mas propicia de pépti-
dos inhibidores de la eca. En este sentido, los hidrolizados de Alb 'y Glob
pueden estar compuestos de péptidos que presentan en su estructura
aminoacidos hidrofébicos (aromaticos o ramificados) e hidrofilicos, ya que
la alcalasa hidroliza enlaces peptidicos con una amplia especificidad. Sin
embargo, los péptidos con mayor actividad inhibidora de la Eca contienen
principalmente aminoacidos hidrofébicos en su C-terminal [21], [22]. Por lo
anterior, la mayor actividad inhibidora de la eca mostrada por la Glob (y sus
hidrolizados o ultrafiltrados) puede deberse a una mayor presencia de ami-
noacidos hidrofébicos (principalmente alanina, leucina, isoleucina, prolina'y

valina) en comparacién con la fraccion de Alb [23], [24].

Diversos trabajos han reportado que la actividad antihipertensiva in vitro
se debe a la liberacion de péptidos con pm entre 1500 y 3000 Da, ya que estos
son capaces de unirse al sitio activo de la eca (inhibicion competitiva) [21],
[22]. Por otro lado, estudios de acoplamiento molecular han demostrado
que moléculas peptidicas de alto pm son incompatibles con el sitio activo
de la Eca, por lo que su mecanismo se debe a que interactlan con la Eca en
sitios diferentes al sitio activo y logran acoplarse al complejo enzima-sus-
trato (inhibicién no competitiva y/o acompetitiva) [2], [22]. Por lo anterior, en
este trabajo las fracciones de péptidos ultrafiltradas (Pm < 3000 Da) mostraron

mayor inhibicion de la Eca que las proteinas e hidrolizados enzimaticos.

Los porcentajes de inhibicion de la eca que se obtuvieron en los hi-
drolizados de Alb y Glob se encuentran en el rango reportado (10-

60 %) para hidrolizados enzimaticos de otras fuentes vegetales como
cereales [25], pseudocereales [16] y leguminosas [26]. Cabe mencionar que
el objetivo del presente estudio fue evaluar el potencial antihipertensivo de
hidrolizados enziméticos y de fracciones de péptidos parcialmente purifica-
dos (en base a su pPmM) mediante el proceso de ur, més no la caracterizacion
nipurificacion de los péptidos, ya que desde el punto de vista de produc-
cién y comercializacion, un hidrolizado seria un producto mas factible y

rentable de aplicar a nivel industrial.

De tal manera, los resultados de este trabajo pueden servir como base en
la realizacion de futuros estudios del potencial antihipertensivo de estos
compuestos. En este sentido, posteriormente seria necesario optimizar el
proceso de produccién de los hidrolizados, asi como efectuar estudios uti-

lizando métodos in vivo y determinar el valor icso (concentracion de pép-



tido que se requiere para inhibir el 50% de la actividad de la Eca) [20]. Por
otro lado, si lo que interesa es la aplicacion en la industria farmacéutica,
también serfa necesario llevar a cabo una purificacién mas extensa y la

secuenciacion de las cadenas peptidicas.

Conclusiones

Hasta el momento, y segln nuestras investigaciones, este es el primer es-
tudio que realiza la produccién de hidrolizados enzimaticos de albumina 'y
globulina del grano de cacao variedad forastero con actividad inhibidora
de la Eca. La obtencién de los hidrolizados proporciona valor agregado al
cultivo de cacao de la variedad forastero mediante el aprovechamiento de
sus proteinas (especificamente albumina y globulina). Debido a que los
hidrolizados de proteina poseen la denominacién de sustancia general-
mente reconocida como segura (GRAS, por sus siglas en inglés) por la Ad-
ministracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (Fpa), los
hidrolizados de proteina (principalmente de globulina) del grano de cacao
con propiedades antihipertensivas in vitro representarian una alternativa

para prevenir la hipertension arterial.

El presente trabajo puede ser utilizado como referencia para futuras investi-
gaciones enfocadas en la caracterizacién y secuenciacién de los péptidos
presentes en los hidrolizados, asi como en la elucidacién de los mecanismos
de accién sobre la Ecay la optimizacion del proceso de hidrdlisis enzimatica.
Adicionalmente, se requieren estudios in vivo con ratas espontdaneamente
hipertensas (sHr, por sus siglas en inglés) y estudios clinicos para determinar

la estabilidad de la actividad biolégica de estos compuestos.
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