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Resumen:

Las enfermedades crénico-degenerativas representan hoy en dia un problema de
salud publica. Los componentes de los alimentos como lo son las proteinas han
demostrado que pueden ejercer un efecto benéfico a la salud cuando se liberan
secuencias encriptadas mediante la hidrolisis enzimatica o por accion de
microorganismos. En el presente estudio se evalu6é la capacidad de generar
péptidos con actividad antidiabética y antihipertensiva, a través de la inhibicion in
vitro de las enzimas DPP-IV y ECA, respectivamente. La obtencion de péptidos se
realizd6 mediante fermentacion lactica de la fraccion proteinica del frijol (Phaseolus
vulgaris L.) cv Bayo Azteca y Lactobacillus sporogenes. El crecimiento de L.
sporogenes fue de 6.30 x 108 UFC/mL, el maximo grado de inhibicion fue de
63.21%, los valores de inhibicién de la DPP-IV y la ECA fueron 67.89 y 42.16 %,
respectivamente. La purificacion mediante Sephadex G-15 mostré cuatro
principales fracciones: F-1 (26.9 kDa), F-Il (16.2 kDa), F-lll (2.3 kDa) y F-IV (0.85
kDa), se encontr6 que las fracciones de menor peso molecular (entre 7-9
aminoacidos) son las que presentaron mayor potencia de inhibicién. Para F-IV los
valores de ICso fueron de 74.5 + 2.81 y 101.81 £ 5.54 mg/mL, para la inhibicion de
la DPP-IV y ECA respectivamente. Estos resultados son altamente prometedores
para la realizacién de hidrolizados proteinicos mediante fermentaciéon lactica de
fuentes de proteinas subutilizadas como las del frijol.

Palabras clave: Biopéptidos, frijol, hidrolizados proteinicos, actividad antidiabética,
actividad antihipertensiva
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Abstract:

Chronic-degenerative diseases represent today a public health problem. Food
components such as proteins have shown that they can have effects that benefit
health when encrypted sequences are released through enzymatic hydrolysis or by
the action of microorganisms. In this study we will explain the ability to generate
peptides with antidiabetic and antihypertensive activity was evaluated through in
vitro inhibition of the DPP-IV and ACE enzymes, respectively. Peptides were
obtained by lactic fermentation of the protein fraction of beans (Phaseolus vulgaris
L.) cv Bayo Azteca and Lactobacillus sporogenes. The growth of L. soporogenes
was 6.30 x 108 CFU/mL, the maximum degree of inhibition was 63.21%, and the
inhibition values of DPP-IV and ACE were 67.89 and 42.16%, respectively.
Purification by Sephadex G-15 showed four main fractions: F-1 (26.9 kDa), F-Il (16.2
kDa), F-Ill (2.3 kDa) and F-IV (0.85 kDa). It was found that the fractions with the
lowest molecular weight (between 7-9 amino acids) are the ones that presented the
greatest potency of inhibition. For F-IV the IC50 values were 74.5 + 2.81 and 101.81
+ 5.54 mg/mL, for DPP-IV and ACE inhibition respectively. These results are highly
promising for the realization of protein hydrolysates by lactic fermentation of
underutilized protein sources such as those beans.

Keywords: Biopeptides, beans, protein hydrolysates, antidiabetic activity,
antihypertensive activity.

INTRODUCCION

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, se estima que ocurrieron 41 millones
de muertes en 2016 debido a enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT), lo
que representa el 71% del total mundial de 57 millones de muertes. Las
enfermedades cardiovasculares, el cancer, las enfermedades respiratorias cronicas
y la diabetes son las cuatro enfermedades principales que explican la mayoria de
las muertes, con 17.9 millones (44 %), 9.0 millones (22 %), 3.8 millones (9 %) y 1.6
millones (4 %) de muertes, respectivamente (WHO, 2018; de Fatima Garcia et al.,
2021).

La diabetes y la hipertension estan altamente asociadas y se consideran problemas
de salud publica mundial debido a su alta incidencia. Segun la Federacion
Internacional de Diabetes (IDF, 2021), hay 537 millones de personas con diabetes
en todo el mundo. La diabetes gestacional, la diabetes tipo 1 y la diabetes tipo 2
(DM2) son los tres tipos principales de esta enfermedad, donde esta ultima, es la
responsable de alrededor del 90% de todos los casos. Ademas, la diabetes puede
provocar enfermedades cardiovasculares, amputaciones, insuficiencia renal y
ceguera, debido a los niveles persistentemente altos de glucosa en sangre que

provocan un dafio vascular generalizado que afecta al corazon, los nervios, los
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rinones y los ojos. Con respecto a la hipertension, la incidencia es aun mayor, al
presentarse 1,130 millones en 2015, asi mismo la hipertensién también es un factor
de riesgo importante para las enfermedades cardiovasculares y la enfermedad renal
crénica (WHO, 2018; Sun et al., 2022; Zhou et al., 2017).

En este contexto, cabe mencionar que algunos compuestos vegetales y animales
pueden tener una influencia positiva en la salud humana, al actuar en tejidos o
células especificas, a estos se les ha denominado compuestos bioactivos (Astley &
Finglas, 2016).

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) representa uno de los alimentos de mayor
importancia en México, ya que junto con el maiz aportan practicamente la totalidad
de las proteinas vegetales que consumen los estratos sociales de bajos ingresos de
la ciudad y del campo, los cuales ocupan un lugar predominante dentro de la dieta.
El contenido nutricional de los frijoles hace de ellos uno de los alimentos mas
importantes para la prevencion y/o regulacion de muchas enfermedades y
padecimientos presentes en el perfil epidemioldgico de la poblacion: enfermedades
cardiovasculares, diabetes, sobrepeso y obesidad, cancer de colon, entre otras
(Carmona-Garcia et al., 2007).

El frijol es considerado una leguminosa con alto contenido en proteina (14 — 33%),
en las ultimas décadas, el frijol comun ha sido considerado como un alimento
nutracéutico por su contenido en compuestos bioactivos como polifenoles, almidon
resistente, oligosacaridos, fraccion no digerible y péptidos bioactivos (Campos-Vega
et al.,, 2013; Luna Vital et al., 2014). Algunos estudios han demostrado que las
secuencias peptidicas encriptadas en sus proteinas poseen capacidad
antihipertensiva, antioxidante y anticancerigena (Luna Vital et al., 2014; Valdez-
Ortiz et al., 2012).

Varios estudios in vitro, in vivo y clinicos han revelado que el consumo de frijol
comun esta asociado a una reduccion significativa del riesgo y/o incidencia de
enfermedades no transmisibles. Por ejemplo, al incluir el frijol como parte de la dieta,
es capaz de reducir los niveles de obesidad (Barrett & Udani, 2011), modular los
procesos cardiovasculares (Ariza-Ortega et al., 2014), agente quimiopreventivo
(Thompson et al., 2012), asi como mejorar las complicaciones de la diabetes tipo 2
(Hernandez-Saavedra et al., 2013).
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Bayo Azteca, es la primera variedad mejorada de frijol (Phaseolus vulgaris L.), con
resistencia a una plaga insectil (picudo del ejote, Apion godmani Wagner); la cual
ha sido obtenida por el programa de frijol del Campo Experimental Valle de México,
del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias por
cruzas multiples (Garza-Garcia et al., 2010).

La enzima Dipeptidil Peptidasa - IV (DPP-1V) es una glicoproteina de membrana
plasmatica de 110 kDa que pertenece a la familia de las prolil oligopeptidasas (Nong
& Hsu, 2021). Esta enzima funcional es responsable de la degradacién de las
hormonas incretinas, el péptido 1 analogo al glucagon (GLP-1) y el polipéptido
insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP); dichas hormonas estan relacionadas
con la homeostasis de la glucosa en sangre, ya que son liberadas después de la
ingesta de alimentos y son responsables de promover la secrecion de insulina hasta
aproximadamente un 60% de la insulina total de las células B pancreaticas,
regulando asi la glucosa en sangre posprandial (Andersen et al., 2018; Deacon,
2018; Yan et al., 2019).

La enzima convertidora de angiotensina (ECA), es responsable de la activacion de
un vasoconstrictor (angiotensina-ll decapéptido) y la degradacion de un
vasodilatador (bradicinina), lo que provoca un aumento de la presién arterial. Por lo
tanto, la inhibicion de la ECA es uno de los enfoques establecidos en el tratamiento
de la hipertension (Daskaya-Dikmen et al., 2017).

Existen diversos trabajos donde se han utilizado enzimas para hidrolizar fracciones
proteinicas in vitro, por lo que el objetivo del presente trabajo fue evaluar el proceso
de fermentacién lactica como un método para producir péptidos inhibidores de la
DPP-IV y ECA, derivados de la fraccion de proteinas del frijol Bayo Azteca.

MATERIALES Y METODOS

Muestra biolégica

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) cv Bayo Azteca, fue obtenido del Campo
Experimental del Valle de México (CEVAMEX) del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), cosechado en el afo
2019, en el campo Santa Lucia. Los granos de frijol fueron sometidos a una
molienda seca utilizando un molino IKA A-10 Basic, la harina obtenida se pasé a

través de un tamiz con un tamafio de malla 60 (250 um).
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Extraccion de la fraccion proteinica de las semillas de frijol

Las proteinas de las semillas del frijol fueron extraidas siguiendo el método descrito
por Betancur-Ancona et al. (2004) con algunas modificaciones, el procedimiento se
basa en la solubilizacién de la fraccion proteinica con una posterior precipitacion
mediante el punto isoeléctrico. Para ello se utilizé 300 g de harina de frijol, la cual
se colocé en solucidn acuosa en una relacion (1:6 p/v), adicionando NaOH (1M),
para ajustar el pH a 11, la mezcla se mantuvo en agitacién constante (150 rmp),
durante 60 min, a continuacion, la suspension se hizo pasar a través de un tamiz de
malla 80 para separar los solidos de fibra de la porcion liquida que contendra
proteina y almidon. Se utiliz6 agua destilada para lavar el sdélido residual. La
suspension resultante se pasd de nuevo a través de un tamiz de malla 80. Los
sobrenadantes de los dos filtrados se mezclaron y la fibra residual se descarto. Los
sobrenadantes se pasaron a través de un tamiz humedo de malla 150 para eliminar
la fibra mas fina. Esta suspension filtrada se dejo sedimentar durante 30 min para
recuperar el almidon precipitado, el sobrenadante tendra la proteina solubilizada.
Para las proteinas solubilizadas, el pH se ajustara a 4.5 con HCI 1M y luego se
centrifugd (13000 g x 15min a 4°C), se descarto el sobrenadante y se liofilizo el

precipitado.

Fermentacion de las fracciones proteinicas de la semilla de frijol

A partir de un cultivo comercial de probidticos, se aislo la bacteria Lactobacillus
sporogenes, el cual se sembré6 en medio MRS. El medio de cultivo para la
fermentacion se realizd segun lo reportado por Ayala-Nifio et al. (2019) con algunas
modificaciones, se utilizé glucosa (20 g/L), la concentracion de proteina (40 g/L),
para cada una de las fracciones seleccionadas, el medio se enriquecio con citrato
de amonio (2 g/L), sorbitan monoleato (0.01 g/L), acetato de sodio (5 g/L) y fosfato
dipotasico (2 g/L). Durante la cinética de fermentacion se monitoreo cada 3 h,
durante 15 h, la muestra se centrifugd y el sobrenadante se almacend (-20 °C) para
realizar los analisis de recuento en placa, medicién del pH, cuantificacion de

proteina soluble (Lowry et al., 1951), grado de hidrdlisis y bioactividad.
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Grado de hidrdélisis (GH)

Se analizé GH para grupos amino libres, segun el método descrito por Adler-Nissen
(1979). Se anadié 1 ml de tampédn fosfato 0.5 M, pH 8.2 y 1 ml de solucion de acido
2,4 ,6-trinitrobencenosulfénico en agua (1 mg/ml) a 125 yl de proteina hidrolizada
entre 3 y 15 h. La mezcla de reaccion se incubo durante 1 h a 50 °C en la oscuridad
debido a que la luz acelera la reaccion. La trinitrofenilacién se detuvo mediante la
adicién de 2 ml de HCI 0.1 N; la mezcla se dejo a temperatura ambiente durante 30
min; la absorbencia se leyé a 340 nm frente al agua. El blanco se preparé de la

misma manera. El GH se calcul6é de mediante la ecuacion (1).
% GH = (h/hs:)x100 (1)

Donde h es la hidrolisis evaluada por la accion microbiana a través del tiempo y hiot
es la hidrélisis completa de la proteina (evaluada con HCI 6N, 121 °C durante 24 h)

Cromatografia de exclusién molecular

La caracterizacion del peso molecular de los hidrolizados obtenidos, se llevo a cabo
mediante cromatografia de filtracion en gel utilizando una columna de exclusion
molecular (Tovar-Pérez et al., 2009). Se utilizaron una columna Sephadex G-15 (1.4
x 29 cm; Pharmacia, Uppsala, Suecia) y un sistema Pharmacia LKB FPLC (Uppsala,
Suecia). 500 pL de proteinas hidrolizadas (15 mg/mL) se disolvieron en una solucién
de KoHPO4 32.5 mM-KH2PO4 2.6 mM, pH 7.5, que contenia NaCl 0.4 M y 2-
mercaptoetanol 20 mM, se inyectaron y eluyeron con el mismo tampén a 0.3
mL/min. Se midieron las fracciones a 214 nm en un lector de microplacas (Multi
Skan SKY, TermoFisher Scientific), se recolectaron fracciones de 0.5 ml. Se utilizo
un marcador de peso molecular de rango ultrabajo (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo.,
EE. UU.), que contenia triosa fosfato isomerasa 26.6 kDa; mioglobina 17 kDa; a-
lactoalbumina 14.2 kDa; aprotinina 6.5 kDa; insulina 3.5 kDa; bradicinina 1.06 kDa.
Las fracciones peptidicas recogidas se liofilizaron y almacenaron a -20 °C hasta su

analisis.
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Actividad antidiabética

La actividad de la enzima hipoglucemiante (in vitro) se realizé6 mediante la inhibicién
de la enzima DPP-IV (D4943; Sigma—Aldrich; St. Louis, MO, USA). El ensayo se
realizé de acuerdo a Ketnawa et al. (2019) con algunas modificaciones. Las
muestras se reconstituyeron en tampéon Tris-HCI 100 mM (pH 8.0) a
concentraciones de 5, 10 y 20 mg de proteina por mL (0.0125, 0.125y 1.25 mg mL-
' como concentracion final del ensayo). Cada muestra de ensayo a diferentes
concentraciones (25 L) se preincubd con 25 pL de sustrato Gly-Pro-p-nitroanilida
(gly-pro- pNA, 6 mM) en una microplaca de 96 pozos a 37 °C durante 10 min,
después de lo cual se anadieron 50 yL de DPP-IV recombinante humana (4.50
unidades-mL") y la mezcla se incubé a 37 °C durante 60 min. La reaccion
enzimatica se terminé afiadiendo 100 ul de tampodn de acetato de sodio 1 M (pH
4.0), y la absorbencia de la p-nitroanilida (PN) liberada se midié a 405 nm utilizando
un lector de microplacas (Multi Skan SKY, TermoFisher Scientific). Cada muestra
de ensayo se analizé por triplicado, y los valores de absorbencia se corrigieron para
los blancos de la muestra en los que la DPP-IV se sustituyé por el tampoén Tris-HCI
(100 mM, pH 8.0). El control positivo (actividad de la DPP-IV sin inhibidor) y el control
negativo (sin actividad de la DPP-IV) se prepararon utilizando tampén Tris-HCI (100
mM, pH 8.0) en lugar de la muestra y la soluciéon de DPP-IV. El grado de inhibicién

se determin6 mediante la ecuacion (2).

(%) inhibicion DPP — IV = { 1 [Aso5 (muestra)—Aups(blanco)] Jx100  (2)

[A495(control positivo)—A4gs( control negativo)]

Utilizando como control (+) en buffer (DPP-IV sin inhibidor), control (-) (DPP-IV sin

actividad). Los ensayos fueron analizados por triplicado.

Actividad antihipertensiva

La actividad antihipertensiva (in vitro) de las fracciones se evalud por inhibicién de
la actividad de la ECA-I. Para la inhibicion de la ECA, se utilizd6 Hippuryl-His-Leu
(HHL) como sustrato segun el método de Ketnawa et al. (2019) con ligeras
modificaciones. La mezcla de reaccidn contenia 10 yL de cada muestra de ensayo
a diferentes concentraciones de proteina (1.25, 2.5 y 5 mg de proteina por mL)
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disuelta en tampoén fosfato sédico 100 mM (pH 8.3) que contenia 300 mM de NaCl,
25 uL de HHL 5 mM y 80 uL (5 mU) de ECA. En la mezcla de reaccion de control,
se utilizaron 10 yL de solucién tampon en lugar de la muestra de ensayo. Las
muestras de sustrato e hidrolizado se mezclaron y se incubaron a 37 °C durante 5
minutos. La ECA también se mantuvo a 37 °C durante 5 min. Se mezclaron ambas
soluciones y se incubaron de nuevo a 37 °C durante 80 minutos en un bafio de agua
bajo agitacion constante (160 oscilaciones por minuto). La reaccién enzimatica se
detuvo anadiendo 50 ul de HCI 1 M. El &cido hipurico (HA) liberado se cuantificd por
HPLC utilizando una columna analitica C18 (YMC Pack ODS AM 12505-2546WT,
YMC América, Inc., Allentown, PA, USA). El volumen de inyeccion fue de 50 puL y la
muestra se eluyo a un flujo de 0.8 mL-min-'. Como fases méviles se utilizaron agua
con 0.1% (v/v) de acido trifluoroacético (TFA) eluyente A y acetonitrilo con 0.1%
(v/v) de TFA (eluyente B). La columna se desarroll6 con un 20% de eluyente B
durante 5 minutos, seguido de un gradiente lineal de 60% de eluyente B durante los
siguientes 15 minutos. La elucion se mantuvo de forma isocratica al 60% de
eluyente B durante 4 minutos y luego se volvidé a la composicion inicial del eluyente
B al 20% durante 2 minutos, con una duracién total de 26 minutos. Los picos de
elucién de HA y HHL se leyeron a 228 nm. El grado de inhibicion se determiné
mediante la ecuacion (3).

(%) inhibicion ECA = {(1 —2xiidor)l 100 (3)

control

Donde Ainnibidor Y Acontrol €Xpresan las areas relativas (A) del pico de HA de los
ensayos realizados con y sin inhibidores de la ECA, respectivamente. Los ensayos

fueron analizados por triplicado.

Determinacién del valor ICs

Los valores de concentracion inhibitoria media-maxima (ICso) se calcularon de
acuerdo con lo reportado por Tovar-Pérez et al. (2009) representando graficamente
el logaritmo de la concentracion de ambas fracciones proteinicas aisladas (mg/mL)
frente a la actividad inhibitoria de las enzimas DPP-IV (%) y ECA (%).
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Anidlisis estadistico

Todos los analisis se realizaron por triplicado y fueron expresados como el valor
medio + la desviacion estandar. Los datos se analizaron mediante la prueba de
ANOVA de una via para determinar los efectos de los tratamientos y las diferencias
entre los valores medios se compararon mediante la prueba de Tukey con un nivel
de significancia de p < 0.05. El programa estadistico empleado fue Minitab 18 (State
College, PA 16801, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 1 se muestra la cinética de fermentacion del cultivo de L. sporegenes,
se puede observar que a partir de las 12 h de fermentacion no existieron
diferencias significativas (p > 0.05) en el conteo viable alcanzandose un valor de
6.30 x 108 UFC/mL. EL valor del pH descendio en dos unidades de 6.61 a 4.4y
el contenido de proteina bajo de 5.17 a 3.65 mg/mL derivado del proceso de
fermentacion lactica, lo cual indica que L. soporogenes utilizé la fraccién de
proteinas del frijol Bayo Azteca como fuente de nitrogeno. Rui et al. (2015)
realizando un estudio en frijol blanco con cuatro tipos de cepas de genero
Lactobacillus (L. bulgaricus, L. helveticus MB2-1, L. plantarum B1-6, y L.
plantarum 70810), encontraron un comportamiento similar en el crecimiento
microbiano utilizando la fuente de proteina de las semillas de este tipo de frijol, la
tasa de disminucion del pH indica el aumento en el crecimiento de las cepas.
Algunos estudios previos demostraron que la disminucion del pH dependia de la
cepa (Zhang et al., 2014). Esto se atribuy6 principalmente a las discrepancias en
la actividad metabdlica y los requisitos de crecimiento de las diferentes cepas
(Elfahri et al., 2014).

En la Figura 2 se presenta la cinética del grado de hidrdlisis, determinado por la
exposicion de los grupos amino libres, este parametro fue significativo (p<0.05) a
lo lago de la hidrdlisis con un valor maximo de 63.21 £ 3.15 % (dentro de las
primeras 12h de fermentacion), sin embargo después de las 12 h de fermentacion
este parametro no presenté diferencias significativas (p>0.05). Se encontré a las
15 h de fermentacion la inhibicion de la DPP-IV de 67.89 + 4.09 % y la inhibicién
de la ECA fue de 42.16 + 2.99 %. Wu et al. (2018) realizaron la fermentacién en
estado solido de avena integral (Avena sativa L.), la cual se inoculé con
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Lactobacillus plantarum B1-6, Rhizopus oryzae y la combinacion de ambos, los
autores encontraron que el valor maximo del grado de hidrélisis (GH) para la
avena co-inoculada fermentada fue 6.06%, mientras que el GH para la avena que
se inocul6 con R. oryzae fue 1.42 veces menor, estos resultados indican que en
nuestro caso el grado de hidrdlisis alcanzado fue 10 veces mayor en comparacion
con la avena integral. Ayala-Nifo et al. (2019) reportaron que la mayor actividad
de inhibicién de la ECA se obtuvo en hidrolizados de proteina total del amaranto
la cual se hidrolizé mediante fermentacion acido-lactica con Lactobacillus casei
Shirota y Streptococcus thermophilus 54102 en monocultivo a las 36 h de
fermentacion, sus resultados finales revelaron que una mayor concentracién de
grupos amino se relacioné con una mayor actividad antihipertensiva de 38.38 +
0.98 (36 h), 36.14 + 1.32 (32 h), 45.22 + 0.28 (36 h), para Lactobacillus casei
Shirota,  Streptococcus thermophilus 54102 'y cultivo combinado,

respectivamente.
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Figura 1. Cinética de fermentacion de la fraccion proteinica del frijol Bayo Azteca
inoculado con L. sporogenes. Cuadros negros viabilidad microbiana (log
UFC/mL), circulos azules proteina (mg/mL) y triangulos rojos valores de pH a lo
largo de la fermentacion.

Figure 1. Fermentation kinetics of the protein fraction of Bayo Azteca beans
inoculated with L. sporogenes. Black boxes microbial viability (log CFU/mL), blue
circles protein (mg/mL) and red triangles pH values throughout the fermentation.

Obtencion de biopéptidos mediante fermentacion lactica de frijol 10



80 - -90 -100
70 { | 80
X — — |80
> 60 _ F70 3
2 { S
T L 60
o i I <
a 90 L O |60~
Q ] : |50 LW °
c 40 - : c <
0 T — 1 40 9 L
© 30 { a/i S 400
5 | / /J. 30 2
E ) . g
— ] . - -20 — _20

10 - ./ 10

0Ll 4—,

0

3 6 9 12 15

Tiempo (h)
Figura 2. Evaluacion del grado de hidrdlisis (rombos rojos), inhibicién de la DPP-
IV (cuadros negros) y ECA (circulos azules) a lo largo de la fermentacion con L.

sporogenes, para la fraccion proteinica del frijol Bayo Azteca.

Figure 2. Evaluation of the degree of hydrolysis (red diamonds), inhibition of DPP-
IV (black squares) and ACE (blue circles) throughout the fermentation with L.

sporogenes, for the protein fraction of Bayo Azteca beans.

La separacion cromatografica (Figura 3) del hidrolizado de 15 h de fermentacién
revelo cuatro principales fracciones: F-1 (26.9 kDa), F-Il (16.2 kDa), F-IIl (2.3 kDa)
y F-IV (0.85 kDa). Esto indica que son péptidos entre 7-9 aminoacidos, donde
algunos autores han reportado que estas secuencias pueden actuar de diferentes
formas: i) causando un impedimento estérico en el sitio activo de la enzima,
mediante formacion de enlaces de hidrégeno, interacciones electrostaticas, entre
otras, ii) podrian competir por el sitio activo de la enzima y causar inhibicién del
tipo competitiva, etc. (Nong & Hsu, 2021; Vilcacundo et al., 2017).
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Figura 3. Perfil de elucion por cromatografia de exclusion molecular en Sephadex
G-15 del hidrolizado de 15h de la fraccion proteinica del frijol Bayo Azteca. STD,
estandar de proteinas; kDa, peso molecular del estandar de proteinas.

Figure 3. Elution profile by size exclusion chromatography on Sephadex G-15 of
the 15h hydrolyzate of the protein fraction of Bayo Azteca bean. STD, protein

standard; kDa, molecular weight of the protein standard.

Los valores de ICso, que es la concentracion de proteina/péptido que causa el
50% de inhibicidon enzimatica, para las fracciones obtenidas por cromatografia de
exclusion molecular donde se encontr6 que el hidrolizado completo H-15h
presentd un valor de ICso de 74.5 +2.81 y 101.81 £ 5.54 mg/mL, para la inhibicion
de la DPP-IV y ECA, respectivamente, no se encontro efecto de inhibicion de las
fracciones F-l y F-Il, para ninguna de las enzimas analizadas. Las fracciones de
bajo peso molecular mostraron una mayor capacidad de inhibicion, F-IV (0.85
kDa) de 0.32 + 0.01 y 1.41 £ 0.15 mg/mL para la inhibicién de la DPP-IV y ECA,
respectivamente. La fraccion F-IV presentd diferencias significativas (p<0.05),
para los valores de ICso para las enzimas DPP-IV y ECA. Las diferencias
encontradas entre los valores de IC50 encontradas en este estudio se encuentran
directamente relacionadas con el peso molecular, diversos autores han
encontrado que los inhibidores de las enzimas DPP-IV y ECA son de tipo
competitivo y que péptidos de menor peso molecular (< 1 kDa) son los péptidos
que presentan mayor grado de inhibicion debido a que causan interferencia en el

sitio catalitico de las enzimas estudiadas (Soriano-Santos et al., 2015).
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Cuadro 1. Valores de ICso de las fracciones proteinicas/peptidicas obtenidas por
cromatografia de exclusion molecular en Saphadex G-15 sobre la inhibicion de
las enzimas DPP-IV y ECA.

Table 1. ICso values of the protein/peptide fractions obtained by size exclusion
chromatography on Saphadex G-15 on the inhibition of DPP-IV and ACE

enzymes.

Fraccion ICs0* (mg/mL)

proteinical/ DPP-IV ECA

peptidica
H-15h 74.5 +2.81* 101.81 + 5.54°
F-I ND* ND

S F ND ND

ugi F-111 13.09 + 1.84° 27.84 + 1.98°
F-IV 0.32+0.01° 1.41+0.15°

*El valor de ICso fue determinado por analisis de regresion lineal del % inhibicién vs. log de la
concentracion de péptido (mg/mL).

*No detectado bajo las condiciones del ensayo.

"Los datos representan la media + la desviacion estandar de las determinaciones realizadas por
triplicado.

Letras diferentes en la misma columna, indican diferencias significativas (p<0.05).

CONCLUSION

El frijol al ser una fuente econodmica y de facil acceso para la poblacion de bajos
recursos econdmicos, podria ser una alternativa dirigida, para ser utilizado
durante la prevencién y/o regulacion de muchas enfermedades cronico-
degenerativas. El buscar alternativas para poder coadyuvar el control de glucosa
en sangre en personas con diabetes mellitus tipo 2 asi como la reduccion en la
presion arterial en personas con hipertension, permitiria tener un mejor control de
estas enfermedades, que actualmente se encuentran fuera de control y que son
problema de salud publica. En este estudio se encontré que la variedad de frijol
Bayo Azteca presenta grandes cualidades, entre las que se encuentran la
capacidad para inhibir la DPP-IV y ECA (de forma in vitro), mediante tecnologia
de fermentacioén lactica de las proteinas de reserva de esta variedad, por lo que
se podrian utilizar este tipo de hidrolizados para el control de la diabetes mellitus
tipo 2 e hipertension, de manera complementaria al tratamiento farmacolégico y
la dieta.
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