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DESCRIPCION

Procedimiento optimizado para la obtencion de péptidos inhibidores de la actividad de la ECA a partir de suero
lacteo, péptidos inhibidores de la ECA y alimento que los comprende.

Campo de la invencién

La presente invencién se refiere a un procedimiento optimizado para obtener péptidos que inhiben la actividad de la
enzima convertidora de angiontensina (ECA) a partir de suero lacteo, péptidos inhibidores de la ECA y un alimento
funcional que comprende dichos péptidos.

Los objetos anteriores se incluyen dentro del sector alimentario, en especial, en el campo de la industria lactea.

Antecedentes de la invencién

Existen numerosos procedimientos descritos en la bibliografia para la liberacion de péptidos bioactivos a partir de las
proteinas lacteas. Algunos de ellos se basan en la fermentacion de esos materiales y otros, los mas, en la hidrdlisis
enzimatica con proteasas tanto de origen animal (pepsina, tripsina y quimotripsina) como vegetal (papaina y la
bromelaina) o microbiano (proteinasa K o la termolisina). Las ventajas de estos ultimos procedimientos se relacionan
con las condiciones de reaccion mas suaves en las que transcurren (Otte et al., 1997) y con la distinta especificidad
por los residuos implicados en el enlace peptidico que facilitan el aislamiento y caracterizacion de los péptidos
generados. Por el contrario, el principal inconveniente de la hidrdlisis enzimatica es que con frecuencia conduce a la
produccion de un intenso sabor amargo, debido a la presencia de residuos aminoacidicos hidr6fobos en el péptido
obtenido.

El documento EP1967524 Al describe un procedimiento en dos etapas para obtener hidrolizados con péptidos
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina, ECA, el cual utiliza un concentrado rico en proteinas de suero
rico in B-lactoglobulina, como material de partida. El contenido de a-lactoalbimina in dicho concentrado es inferior a
0,01%, de acuerdo con la caracterizaciébn mostrada en la pagina 8, mediante RP-HPLC. Aqui, la hidroélisis se realiza
bajo control del pH.

Hernadez-Ledesma B. et al ("Efecto de la hidrélisis de B-lactoglobulina con termolisina a termperaturas de
desnaturalizacién sobre la liberacién de péptidos bioactivos”, Journal of Chromatography, Elsevier Sciense Publiser
B.V., NL, vol. 1116, no. 1-2, paginas 31-37, 2006.05.26) describen la hidrdlisis de B-lactoglobulina A bovina (B-Lg-A)
con termolisina, en condiciones térmicas de desnaturalizacién y de no desnaturalizacion, en la cual se identificaron
un total de 25 péptidos mediante HPLC-MS/MS, y donde la hidrélisis se realizé a 37°C, durante 5-30 minutos, y
utilizaba 10mM de tampén (buffer) CaClz (pH 8).

De las proteinas lacteas, las caseinas son muy susceptibles a la hidrélisis debido a su estructura abierta y flexible.
Por este motivo estan descritos un gran nimero y variedad de péptidos antihipertensivos de este origen (Yamamoto
et al., 1999). Por el contrario, la generaciéon de actividad antihipertensiva a partir de las proteinas del suero lacteo
dependen en mayor medida de la proteasa utilizada y de las condiciones de hidrdlisis.

Las proteasas digestivas mas utilizadas son la tripsina, la pepsina y la quimotripsina. La tripsina se ha empleado con
éxito en la produccion de péptidos inhibidores de la ECA a partir proteinas séricas. Esto puede deberse a la
especificidad que presenta la ECA por sustratos o inhibidores competitivos con Lys o Arg en el extremo C-terminal
(Lépez-Fandifio et al., 2006). La B-Lg bovina contiene muchos enlaces susceptibles tedricamente a la pepsina. Sin
embargo, es resistente a la accion de dicha enzima (Reddy et al., 1988), debido a la estructura compacta de la
proteina que oculta los aminoéacidos hidrofébicos susceptibles a la hidrdlisis (Brownlow et al., 1997). La
desnaturalizacién térmica parcial de la B-Lg supone la aparicion de enlaces susceptibles a la pepsina. Por el
contrario, la a-La es sensible a la accion de la pepsina (Schmidt y van Marwijk, 1993), pero se requieren tiempos
superiores a las tres horas para que se produzca la liberacion de péptidos inhibidores de la ECA (Pihlanto-Leppala et
al., 2000). Finalmente, la quimotripsina hidroliza rapidamente la a-La, y mas lentamente la B-Lg se hidroliza (Schmidt
y Poll, 1991). La combinacién de las tres enzimas digestivas, pepsina, tripsina y quimotripsina ha permitido la
liberacion de péptidos de pequefio tamafio y con actividad inhibitoria de la ECA (Pihlanto-Leppala et al., 2000).

La principal ventaja del uso de enzimas digestivas para obtener péptidos antihipertensivos es que simula las
condiciones fisioldgicas del organismo en la liberacion de péptidos con actividad biolégica. La principal desventaja es
gue la menor disponibilidad y alto precio de estas enzimas, comparadas con las de origen microbiano.

Las enzimas microbianas mas utilizadas para la hidrélisis de las proteinas de suero son la proteinasa K y la
termolisina. Los hidrolizados obtenidos tras la accién de estas enzimas sobre concentrados de proteinas de suero
presentan porcentajes de inhibicion de la ECA superiores al 95% (Saito et al., 1997). Por ejemplo, hidrolizados
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con termolisina y proteinasa K poseian una potente actividad inhibitoria de la ECA (Hernandez-Ledesma et al., 2002;
2006; Abubakar et al., 1998). En cualquier caso, nunca se han realizado experiencias con mezclas de enzimas
microbianas con este fin.

En la tabla 1 se muestran algunos de los péptidos inhibidores de la ECA identificados en hidrolizados de suero
lacteo con distintas enzimas y los correspondientes valores de IC50.

Tabla 1: Péptidos inhibidores de la ECA obtenidos por hidrélisis enzimatica de proteinas séricas.

Péptido Secuencia Enzima |Cso Referencia
(UM)
B-Lg f(78-80) IPA Proteinasa k 141 Abubakar et al., (1998)
B-Lg f(81-83) VFK Tripsina 1029 P'h'a”to'('iggg?'a etal.
B-Lg f(22-25) LAMA Tripsina 556 P'h'a”to'(;ggg;’"a etal.
B-Lg (f 142-148) ALPMHIR Tripsina 42,6 Mullally et al. (1997)
B-Lg f(32-40) LDAQSAPLR Tripsina 635 P'h'a”to'('égggf;'a etal.
B-Lg f(103-105) LLF Termolisina 79,8 Her”a”deg’a%‘;‘)asma etal.
B-Lg (58-61) LKQW Termolisina 34,7 Her”a”deg’a%‘;‘)asma etal.
) ) Pepsina, tripsina, Pihlanto-Leppéala et al.
B-Lg f(94-100) VLDTDYK auimotripsina 946 2000)
i i Pepsina, tripsina, Pihlanto-Leppéala et al.
B-Lg f(106-111) CMENSA auimotripsina 788 2000)
i i Pepsina, tripsina, Pihlanto-Leppala et al.
B-Lg 7(15-19) VAGT quimotripsina 1054 (2000)
) ) Pepsina, tripsina, Pihlanto-Leppéala et al.
B-Lg f(142-146) ALPMH aimotripsina 521 2000)
B-Lg (f 102-105) YLLF Pepsina, tripsina, 172 Mullally et al. (1997)
quimotripsina
B-Lg (f 46-53) LKPTPEGN Termolisina >2700 Hema”deféb%‘;‘;sma etal.
B-Lg (f 122-125) LVRT Termolisina 2470 Hema”de@'a%‘gsma etal.
a-La f(50-53) YGLF Pepsina 733 Mullally et al. (1997)
5 . Pepsina, tripsina, Pihlanto-Leppéla et al.
a-La f(50-52) YGL quimotripsina 409 (2000)
a-La f(104-108) WLAHK Tripsina 77 P'h'a”to'(;g‘(’)g;’"a etal.
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a-La f(99-108) | VGINYWLAHK Tripsina 327 Pihlanto-Leppala et al.
(2000)

BSA f(221-222) FP Proteinasa k 315 Abubakar et al. (1998)

BSA f(208-216) ALKAWSVAR Tripsina 3 Chiba y Yoshikawa (1991)

A pesar de la amplia investigacion que se ha realizado para la obtencién de péptidos antihipertensivos a partir de
proteinas de suero de leche, hasta la fecha los procesos disefiados han sido escasamente optimizados tanto en
términos del consumo de enzima como de la blsqueda de mezclas de proteasas que permitan reducir la
concentracion necesaria de enzimas en la mezcla para obtener peptidos con valores de ICso adecuados. La
invencién que se propone consiste precisamente en el disefio de un procedimiento que, mediante la adecuada
seleccién y proporcién de dos proteasas de accion y especificidad complementaria, permite reducir la concentracion
de enzimas necesarias para lograr un hidrolizado que proporcione un determinado valor de ICso y porcentaje de
inhibicion.

Descripcién de la invencién

La presente solicitud se refiere a un procedimiento optimizado para obtener péptidos que inhiben la actividad de la
enzima convertidora de angiotensina (de aqui en adelante, ECA). El procedimiento combina de manera éptima dos
proteasas para efectuar la hidrélisis del sustrato y logra una reduccion de la cantidad de enzimas utilizadas para
obtener los péptidos. Asi, con menos concentracion de enzimas se alcanzan unos resultados de inhibicién de la ECA
superiores.

Segun un primer aspecto, se proporciona un procedimiento optimizado que emplea suero lacteo, como materia
prima, en el que estan presentes una ultrafiltracién de dicho suero a fin de obtener un concentrado de suero, una
hidrélisis enzimatica de este concentrado de suero durante un tiempo minimo de 30 minutos, ultrafiltracion de
hidrolizados protéicos y separacion y obtencién de péptidos inhibidores de la ECA, que comprende:

a. una seleccion y adicion de una mezcla que tiene una adecuada proporcién y cantidad de dos proteasas de origen
microbiano y accién complementaria a dicho concentrado de suero, para la hidrélisis de éste, en la que dicha
proporcion de enzima/sustrato oscila entre 0,5 y 3 unidades enzimaticas/mg de proteina de concentrado de suero,
con el fin de obtener péptidos con un porcentaje de inhibicién de la ECA superior al 70% y un indice ICso de 30 a 100
pg/ml. El procedimiento optimizado se basa en aplicar un algoritmo matematico estadistico de disefio experimental
factorial a partir de lo descrito por Akhnazarova y Kafarov (1982) que permite describir cuantitativamente el efecto
qgue sobre la produccion de péptidos antihipertensivos tienen variables del proceso como la concentracién de
enzimas o la relacion enzima/sustrato en la mezcla de reaccion y la composiciéon de una mezcla de enzimas. Dado
que el algoritmo también permite identificar las interacciones que existen entre las variables estudiadas, es posible
definir de forma mas exacta las condiciones operacionales que maximizan la produccién de péptidos o minimizan el
consumo de enzima.

De un modo operativo, la aplicacion de este procedimiento se realiza obteniendo, a partir del algoritmo anterior, un
modelo polinémico del tipo Y = bo + bixi + baxz + bizxe + biixiz + baaxe2, en donde, Xn y Xam representan
respectivamente las variables estudiadas y sus interacciones; bn y bnm son respectivamente el peso que cada
variable y su interaccion tienen en el resultado final e Y es la variable objetivo (produccion de péptidos, valor de la
ICs0, gasto de enzima).

Segun el procedimiento, el suero de leche, se somete a una ultrafiltracion para obtener un concentrado de suero con
un contenido en proteina de entre 55 y 65 g/l, preferiblemente, en torno a los 60 g/l, lo cual supone un factor de
concentracion de entre 2,5 a 3 veces. A continuacion, dicho concentrado de suero es sometido a una hidrélisis
enziméatica.

En la hidrélisis se ha de tener en cuenta que la comparacion de los distintos hidrolizados proteicos obtenidos se
basara en el empleo del indice ICso (concentracion inhibitoria 50%), que se define como la concentracion (ug/ml) de
péptidos necesaria para inhibir un 50% de la actividad de la ECA en el ensayo.

En una realizaciéon opcional, se hidroliza el concentrado de suero empleando proteasas de pureza de grado
analitico, es decir con un grado de pureza como el requerido en los laboratorios de analisis, seleccionadas del
siguiente grupo: termolisinas, proteinasas K, tripsinas y quimotripsinas.

Segun otra opcion, se hidroliza el concentrado de suero empleando proteasas de "pureza de grado técnico", es
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decir, el grado de pureza que se usa habitualmente en la industria, ya que tienen la ventaja de que, en la fase de
escalado, permiten abaratar enormemente los costes del procedimiento si se compara con las enzimas de elevada
pureza. Estas proteasas de pureza de grado técnico se seleccionan del grupo formado por alcalasas y neutrasas.
Mediante esta opcion, se pueden alcanzar, en algunos casos (ensayos con alcalasa y neutrasa), porcentajes de
inhibicion del 80%, superiores a los obtenidos con las enzimas de elevada pureza.

Segun una realizacién preferida, se hidroliza el concentrado de suero mediante la accion complementaria y sinérgica
de las proteasas de elevada pureza y las proteasas de pureza de grado técnico, por ejemplo, mediante una de las
siguientes combinaciones de proteasas: termolisina/proteinasa k, alcalasa/termolisina y termolisina/neutrasa. Para
tales combinaciones, las proporciones ensayadas oscilan entre 15 y 85% de cada una de las enzimas en la mezcla.
En una realizacion de la invencion, empleando una combinacién de proteasas termolisina/proteinasa K, al 50% de
cada una, se obtuvo una ICso de 37 pg/ml. En otra realizacion, utilizando la combinacion neutrasa 85% / termolisina
15%, se obtuvo una ICso de 57 pg /ml.

De esta manera, se obtienen porcentajes de inhibicién elevados, superiores al 70%, en funcién de las condiciones
ensayadas. Asi, es posible (dentro de este intervalo) modificar a placer tanto la cantidad total de enzimas afiadidas
como la relacién entre las mismas, para alcanzar un valor deseado de poder de inhibicién de la ECA.

Por ello, se puede rebajar hasta 7 veces las unidades totales de actividad enzimatica de las proteasas que tienen
qgue afadirse al sistema y, al mismo tiempo, seleccionar aquéllas con un menor coste, o bien operar en unas
condiciones (de temperatura, por ejemplo) mas convenientes. Todo lo cual constituye una tarea de revalorizacion, ya
que la materia prima (suero de leche) apenas tiene valor econémico, y, precisamente, el coste en insumos externos
y el del propio tratamiento tecnoldgico son los que determinan el margen de beneficio.

En relacién con los hidrolizados proteicos obtenidos tras la hidrélisis enzimatica, se han de tener en cuenta los
siguientes hechos: por un lado, se sabe que, en general, los hidrolizados que contienen péptidos con un peso
molecular inferior a 1 kDa tienen valores de ICso menores que aquellos que contienen sélo péptidos con un elevado
peso molecular o que los que contienen mezclas de péptidos con un alto o bajo peso molecular y, por otro lado, es
necesario eliminar las proteasas, las proteinas no hidrolizadas y, ademas, los péptidos de mayor tamafio producidos.

Por tanto, es necesario purificar los hidrolizados. Segun una realizacidon opcional, esta purificacién se efectia
mediante membrana de ultrafiltracién. El empleo de la ultrafiltracién tiene demostrado que reduce mucho el valor de
ICso de las mezclas de hidrolizados de muchas fuentes.

La ultrafiltracion se lleva a cabo en dos pasos: inicialmente, una primera ultrafiltracion en la que los hidrolizados se
fraccionan empleando membranas con un corte de 10 kDa y, a continuacion, el permeado obtenido se fracciono a
través de una segunda ultrafiltracién, usando membranas con un corte de 1 kDa. Asi, se obtiene un permeado con
extractos de péptidos de 1 kDa.

Tras la ultrafiltracion, se seleccionan los péptidos con una mayor actividad inhibitoria de la ECA. Para ello, se efectla
una separacion mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) con columnas de fase reversa. Asi, por
una parte, se obtienen péptidos inhibidores de mayor pureza, y por otra, los péptidos separados pueden ser
secuenciados e identificados (mediante MALDI-TOF, por ejemplo).

Segun un segundo aspecto se suministran péptidos inhibidores de la ECA que se obtienen aplicando el
procedimiento descrito antes. Dichos péptidos inhibidores presentan un indice ICso situado entre 30 y 100 ug/mly
porcentajes de inhibicién de la ECA superiores al 70%. Preferiblemente, estos péptidos se emplean en la fabricacion
de alimentos funcionales.

Segun un tercer aspecto de la invencion, se suministra un alimento funcional que comprende péptidos que inhiben la
actividad de la ECA que se obtienen mediante el procedimiento enzimatico expuesto arriba, a partir de suero lacteo.

Ejemplo de realizacién de la invencion

La siguiente realizacion solo pretende ilustrar como se lleva a cabo la presente invencion y de ningin modo debera
ser tenida en cuenta para definir el alcance de la invencion.

Un volumen de suero lacteo procedente de una queseria, ultrafiltrado hasta alcanzar una concentracién de proteina
de 60 g/l se somete a una hidrélisis enzimatica con diferentes combinaciones de termolisina/proteinasa k y en
diferentes proporciones enzima sustrato de acuerdo con el disefio de la tabla siguiente.



10

15

20

25

ES 2657366 T3

E: Concentracion de enzima (unidades/ml) R: relacién termolisina/proteinasa k
172 0,85
172 0,15
51 0,85
51 0,15
197,06 0,5
25,94 0,5
111,5 0,5

La reaccion se efectud a 60 °C y pH = 8, en botellas Pyrex de 100 mL, cargadas con un volumen final de reaccion de
32 mL, que se cerraron con tapas de rosca para evitar posibles pérdidas por evaporacion y bajo agitacién continua
para favorecer la mezcla. Las dos proteasas se disolvieron en un tampén Tris- HCI 0,02 M-CaCl2 0,01 M hasta una
concentracion de 1 mg/mL en los momentos previos a la hidrélisis. La hidrdlisis se prolongé durante un minimo de 6
horas.

La aplicacion de un algoritmo matematico consistente en un disefio factorial rotable de orden 2 a los resultados de
las hidrolisis en las condiciones sefialadas expresados como valores de IC50 permitid obtener el siguiente modelo
estadisticamente significativo: %ICso = 24,9 +1,86E-3,38R? que permite conocer para cualquier combinacion de las
variables R (relacion de protesasa en la mezcla de reaccién) y E (unidades de actividad enzimatica en la mezcla de
reaccion) el %ICsp que se va obtener en la hidrélisis o, complementariamente, para un valor requerido de ICso qué
valor de unidades enzimaticas se adicionan a la reaccion (variable E) y qué relacién de las dos proteasas podriamos
utilizar (variable R).

Aunque en este ejemplo se utiliza la combinacion termolisina/proteinasa k, se pueden utilizar también otras
combinaciones, tales como, alcalasa/termolisina K, termolisina/neutrasa.

En las condiciones que resulten de interés, definidas de acuerdo con el modelo, se lleva a cabo una ultrafiltracion de
los hidrolizados obtenidos. En un primer paso, se filtra los hidrolizados a través de una membrana con un corte de
10 kDa, para obtener un primer permeado de hidrolizados con un peso molecular inferior a 10 kDa y, un en segundo
paso, este primer permeado se filtra a través de una membrana con un corte de 1 kDa, para obtener un segundo
permeado con un peso molecular inferior a 1 kDa y, asi, eliminar las fracciones de alto peso molecular.

A continuacién, se somete dicho segundo permeado a una etapa de separacion mediante cromatografia liquida de
alta resolucién (HPLC) con columnas de fase reversa para seleccionar extractos de péptidos con mayor actividad
inhibitoria.

Los péptidos asi obtenidos se pueden emplear en la fabricacion de alimentos funcionales, por ejemplo, en la
fabricacion de productos de origen lacteo. También, en la fabricacion de bebidas y refrescos.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para obtener péptidos inhibidores de la actividad de la ECA, en el que estan presentes las
etapas de ultrafiltracion de suero lacteo para obtener un concentrado de suero, hidrolisis enzimatica,
ultrafiltracion de hidrolizados y separacién de los péptidos inhibidores, que se caracteriza por comprender:

una seleccion y adicién de una mezcla que tiene dos proteasas de origen microbiano y accidon complementaria a
dicho concentrado de suero, para la hidrélisis de éste, en la que dicha proporcién de enzima/sustrato oscila entre
0,5 y 3 unidades enzimaticas/mg de proteina de suero, con el fin de obtener péptidos con un porcentaje de
inhibicion de la ECA superior al 70% y un indice ICso de 30 a 100 pg/ml.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado por que la mezcla de proteasas se selecciona entre una
de las siguientes combinaciones: termolisina-proteinasa k, termolisina-neutrasa y alcalasa-termolisina, para las
cuales la proporcién de cada una de las proteasas en la mezcla oscila entre 15 y 85%.

3. Péptidos inhibidores de la ECA que se obtienen mediante el procedimiento definido segun las reivindicaciones
ly?2.

4. Péptidos inhibidores de la ECA segun la reivindicacién 3, caracterizados por que presentan un indice 1Cso
situado entre 30 y 100 pug/ml y porcentajes de inhibicién de la ECA superiores al 70%.

5. Péptidos inhibidores de la ECA segun las reivindicaciones 3 y 4, caracterizados por que se emplean en la
fabricacion de alimentos funcionales.

6. Alimento funcional que comprende péptidos inhibidores de la ECA, segun la reivindicacion 3.
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