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ABSTRACT

Objective: To evaluate the antihypertensive activity of peptides extracted from nixtamalized and non-nixtamalized creole
corn (blue and red) zein from the State of Mexico.

Design/methodology/approach: Bioinformatic tools, such as the NCBI database, were used to search for primary
sequences of the maize zein protein. The methodology included a prediction of peptides with antinypertensive activity
through various bioinformatic servers. Inhibitory activity was determined by percentage regression. Statistical analysis was
performed to assess possible significant differences using the Tukey test (p<0.05).

Results: The following peptides were found by in silico hydrolysis: IFSILMLLA, LSACVLDATI, TASVCENPTL, LPLSPLLFQQ,
SPALSLVQSL, LSPYSQQQQF, PFSQLATAY, LPFYQQFSAN and PAAFYQQHII that showed inhibition activity. The results
showed that the grade of hydrolysis (GH) was higher in blue corn (13.96+0.02) than in red corn (10.38%+0.79) without
nixtamalization, while, with the nixtamalization process, this parameter was also higher in blue corn (10.52+0.57) than in
red corn (8.96+0.01).

Study limitations/implications: The enzyme used for hydrolysis generates oligopeptides that may not be as closely
related to the angiotensin-converting enzyme.

Findings/Conclusions: In vitro antinypertensive activity of unhydrolyzed blue corn zein showed a lower percentage of
angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibition compared to unhydrolyzed red corn. Trypsin hydrolysis only increases

ACE inhibitory activity in blue corn at a concentration of 0.3 mg/mL without nixtamalizing.

Key words: corn, nixtamalization, grade of hydrolysis, angiotensin-converting enzyme (ACE).

RESUMEN

Objetivo: Evaluar la actividad antihipertensiva de péptidos extraidos de zeina de

maiz criollo azul y rojo nixtamalizado y sin nixtamalizar del Estado

de México.
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https://www.mayoclinic.org/diseases-conditions/high-blood-pressure/in-depth/ace-inhibitors/art-20047480

Disefio/metodologia/aproximacién: Se emplearon herramientas
bioinformaticas, tales como la base de datos NCBI para la busqueda
de secuencias primarias de la proteina zeina del maiz. La metodologia
incluyo una prediccion de los péptidos con actividad antihipertensiva a
traves de diversos servidores bioinformaticos. La actividad inhibitoria se
determind mediante la regresion del porcentaje. Se realizd un analisis
estadistico para evaluar las posibles diferencias significativas utilizando
la prueba de Tukey (p=<0.05).

Resultados: Por medio de la hidrolisis in silico se encontraron los si-
guientes péptidos: IFSILMLLA, LSACVLDATI, TASVCENPTL, LPLSPLLF-
QQ, SPALSLVQSL, LSPYSQQQQF, PFSQLATAY, LPFYQQFSAN y PAA-
FYQQHII que mostraron actividad de inhibicion de la enzima converti-
dora de angiotensina (ECA). Los resultados mostraron que el grado de
hidrolisis (GH) de la zeina fue mayor en maiz azul (13.96%+0.02) que en
maiz rojo (10.38+0.79) sin nixtamalizar, mientras que, con el proceso
de nixtamalizacion, este parametro también fue mayor en el maiz azul
(10.52+0.57) que en el maiz rojo (8.96+0.01).

Limitaciones del estudio/implicaciones: La enzima utilizada para la
hidrolisis enzimatica genera oligopéptidos que tal vez no puedan ser
tan afines a la enzima convertidora de angiotensina.
Hallazgos/conclusiones: La actividad antihipertensiva in vitro del maiz
azul sin hidrolizar mostraron un menor porcentaje de inhibicion de la
ECA con respecto al maiz rojo sin hidrolizar. La hidrolisis con tripsina
solo incrementa la actividad inhibitoria de la ECA en maiz azul a

concentracion de 0.3 mg/mL sin nixtamalizar.

Palabras clave: maiz, nixtamalizacion, grado de hidrolisis, enzima

convertidora de angiotensina (ECA).

INTRODUCCION
as enfermedades cardiovasculares (ECV) son la principal causa de
muerte en todo el mundo con muchos factores de riesgo asociados
como diabetes, niveles altos de colesterol, obesidad, envejecimiento
y presion arterial alta (Malaguti et al,, 2014). En el mundo, las ECV son
responsables de aproximadamente 17 millones de muertes por afo. Entre
ellas, las complicaciones de la hipertension causan anualmente 9.4 millones
de muertes. La presion arterial alta o hipertension se definen medicamente
como presion arterial elevada repetidamente que excede 140/90 mm Hg
(Achelrod et al., 2015). El sistema renina angiotensina-aldosterona (RAS) es
responsable de regular la presion sanguinea y el equilibrio de liquidos (Arshad
et al, 2019). Dos enzimas principales, la renina y la enzima convertidora de
angiotensina (ECA), desemperian papeles cruciales en este sistema. La renina
puede activar el angiotensindgeno para convertirlo a angiotensina I, y la ECA
es responsable de la transformacion de angiotensindgeno | al vasoconstric-
tor angiotensina I, resultando en la reduccion de la habilidad de expansion
de los vasos sanguineos (Aleman et al., 2011). Al ser este sistema un importan-
te requlador de la presion arterial, los medicamentos que inhiben el RAS, ya
sea inhibiendo la ECA o bloqueando los receptores de angiotensina, se usan
ampliamente en el tratamiento de la hipertension, sin embargo, éstos llegan
a causar efectos secundarios (Arshad et al., 2019). Ademas del tratamiento
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farmacologico, se sabe que un es-
tilo de vida saludable, es decir, reali-
zar una cierta cantidad de actividad
fisica y adoptar un plan de alimen-
tacion correcto, como reducir la in-
gesta de sodio y moderar el consu-
mo de alcohol, junto con otros ha-
bitos saludables, es de vital impor-
tancia para prevenir la hipertension
y mantener la presion sanguinea, lo
que conduce a la reduccion del ries-
go cardiovascular (Krousel-Wood et
al., 2004). La Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) menciona que in-
dependientemente del nivel de pre-
sion arterial, todas las personas de-
ben adoptar modificaciones apro-
piadas en el estilo de vida. Por otro
lado, es importante aumentar el co-
nocimiento del consumidor sobre
el vinculo entre la dieta y la salud,
incrementando la conciencia vy la
demanda de ingredientes alimenta-
rios funcionales para evitar efectos
secundarios indeseables asociados
con el consumo (Saleh et al., 2016).
Dentro de la categoria de alimen-
tos funcionales se encuentran los
peptidos bioactivos que se han de-
finido como fragmentos especificos
de proteinas gue tienen un impacto
positivo en las funciones o condicio-
nes del cuerpo y pueden influir en la
salud (Sanchez y Vazquez, 2017). La
composicion y secuencia de ami-
noacidos determina la actividad de
los péptidos una vez que se liberan
de la proteina precursora donde se
encriptan (Fields et al., 2009), éstos
pueden ser activados por estrategias
durante el procesamiento de ali-
mentos como la hidrolisis enzima-
tica o fermentacion, digestion gas-
trointestinal, o por la combinacion
de diferentes métodos (Hernandez-
Ledesma et al., 2011). Multiples con-
diciones como la especificidad de la
enzima, tiempo de hidralisis, grado
de hidrolisis, relacion enzima/sus-
trato y secuencia de aminoacidos,



contribuyen a la composicion y actividad funcional de
los péptidos bioactivos (Merz et al,, 2015). Diversos es-
tudios han conducido a investigar las propiedades an-
tihipertensivas de hidrolizados proteicos derivados de
fuentes alimenticias, especialmente de fuentes vegetales
COMO soya, nuez, entre otras; asi como de proteinas de
origen animal por mencionar a la sardina, huevo vy sal-
mon (Mine et al,, 2010). Por otra parte, cereales como
el maiz ha sido estudiado por su gran aporte biologico
y genético, por su valor biocultural y por su aporte nu-
tricional y funcional. En este sentido se ha evaluado la
presencia de compuestos bioactivos (fitoquimicos) den-
tro de las ciencias nutrigenomicas y nutrigenéticas y se
ha relacionado su consumo con la reduccion del riesgo
de enfermedades cronicas, enfermedades cardiovascu-
lares, obesidad, y con beneficios en la salud del tracto
gastrointestinal (Jacinto et al., 2018). De acuerdo con
Bello-Pérez et al. (2016) los compuestos bioactivos del
maiz estan presentes en fracciones de salvado, germen
y las fracciones del endospermo que contribuyen a la
reduccion significativa de la presion arterial sistolica y
diastolica. Actualmente sigue siendo escasa la informa-
cion sobre péptidos extraidos de maices pigmentados
criollos originarios de México con actividad inhibitoria de
la enzima convertidora de angiotensina (ECA), por lo que
la investigacion al respecto es necesaria para incentivar
el consumo de estos alimentos que coadyuven en la
prevencion y tratamiento de enfermedades relacionadas
con dicha enzima.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

El maiz criollo rojo y azul fue cultivado y obtenido de la
comunidad de Santa Maria Tlalmimilolpan, en los parajes
denominados Iglesia Vieja, Potrero Grande y San Porfirio,
Lerma, Estado de México, cosecha 2018-2019. Los reac-
tivos utilizados en las diferentes determinaciones fueron
todos de grado reactivo.

Analisis in silico

Se emplearon herramientas bioinformaticas, tales como
la base de datos del NCBI para la busqueda de secuen-
cias primarias de la proteina zeina del maiz, asi como en
la base de datos UniProtkB- Q41884 en formato Fasta
(UniProt Consortium, 2010). Mientras que, el desarrollo
de la hidrolisis proteolitica se realizo in silico, utilizando-
se el servidor para prediccion de analisis Pepticutter-Ex-
PAS. Esta herramienta se empled para la simulacion de
la hidrolisis con el fin de predecir los posibles péptidos
de corte enzimatico y que son liberados por la enzima
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tripsina con la cual se obtuvo el corte de la secuencia
de la zeina. Para determinar la probabilidad de encontrar
peéptidos biocactivos se utilizo el servidor llamado Pepti-
de Ranker, disponible en la siguiente direccion online:
http://bioware.ucd.ie (Mooney et al, 2012). Ademas,
los péptidos se compararon con la base de datos de las
secuencias reportadas en BIOPEP en la siguiente direc-
cion: http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/en/
biopep (Minkiewicz et al., 2019).

Proceso de nixtamalizacion

Para la preparacion de la harina se utilizo un proceso tra-
dicional de nixtamalizacion a través del metodo descrito
por Rodriguez (2013) con algunas modificaciones, como
primer paso se pesaron 100 g de maiz posteriormente se
cocieron en una solucion de hidroxido de calcio al 1 %
con relacion al peso del maiz. La relacion agua:grano fue
3:1 (v/p). El maiz se calentd hasta alcanzar 92 °C por 30-
60 minutos. Se dejo reposar durante 16 h para obtener
el nixtamal, se lavo dos veces con agua destilada en una
relacion 2:1 (v/p) para retirar el exceso de cal y finalmen-
te se molid para obtener la masa. La masa se seco y se
molid con las mismas caracteristicas de las harinas pro-
cesadas a una temperatura de 70 °C. La harina se molio y
tamizo para obtener una particula mas uniforme con un
tamiz del # 80 con didmetro de 0.177mm.

Extraccion de proteina

La extraccion de proteina de las muestras fue realiza-
da por el método descrito por Ramos-Pérez (2012) con
modificaciones, donde las muestras de harina sin nixta-
malizar maiz azul (MASN) y rojo (MRSN) y nixtamalizadas
(MAN y MRN) desengrasadas fueron suspendidas en eta-
nol al 70% en una relacion de 1:4 (harina: solvente, p:v) a
60 °C por un tiempo de 2 h con agitacion vigorosa. Los
concentrados se llevaron a un rotavapor Buchi R-205
para separar la mayor parte del etanol bajo condiciones
de temperatura de 40 °C y presion 230 mbar. Las mues-
tras obtenidas se liofilizaron.

Hidrolisis enzimatica

La hidrolisis enzimatica se realizo a partir de la meto-
dologia descrita por Zhang et al. (2009) con algunas
maodificaciones. Las muestras de proteina liofilizadas
provenientes de la harina desgrasada se llevaron bajo
condiciones de temperatura de 50 °C, conun pH 75y
mediante la adicion continua de una solucion de NaOH
0.1 N durante 90 minutos tanto para la zeina extraida de
maiz azul como del rojo. La enzima que se uso durante
la hidrolisis fue tripsina en una relacion enzima:sustrato
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de 1:25. Al finalizar el proceso de hidrolisis la mezcla se
calento a 85 °C durante 10 minutos para inactivar com-
pletamente la enzima.

Actividad antihipertensiva

Se empled el método reportado por Hayakari et al.
(1978). El método de evaluacion de la actividad antinhi-
pertensiva se determind con una mezcla de amortigua-
dores de pH de fosfato de potasio 40 mM vy cloruro de
sodio 300 mM ajustado a un pH de 8.3 con HCl o NaOH
1IN y una solucion amortiguadora de fosfato de potasio
0.2 M ajustado a un pH de 8.3. La solucion de HHL (hi-
puril-histidil-leucina) al 0.3%(p/v) se prepard agregando
12 mg en 4 mL de la mezcla de amortiguadores de pH.
Ademas, se prepard una solucion estandar de la enzima
convertidora de angiotensina (ECA) U/mL disolviendo la
enzima en 1 mL de agua desionizada, de esta solucion
se tomaron 100 ul y se disolvio en 99 ul de agua de-
sionizada para obtener una solucion de 100 mU/mL. Se
determino la actividad bioldgica de los hidrolizados pro-
teicos de harina desgrasada vy liofilizada de maices azul
y rojo criollos bajo condiciones de nixtamalizacion y sin
nixtamalizacion. La reaccion se finalizo con la adicion de
TT (2, 4,6-tricloro-s-triazina) (6% p/v) en dioxano y la so-
lucion amortiguadora de fosfato de potasio 0.2 M (pH
8.3). Enseguida, la mezcla de reaccion se agitd durante
15 segundos y se prosiguio a centrifugar a 10000 g por
10 minutos y se midid la absorbancia a una longitud de
onda de 382 nm.

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis in silico

La hidralisis in silico con tripsina se realizo para predecir
la presencia de péptidos bioactivos en la zeina y com-
pararlos con los reportados en la literatura. El Cuadro 1
muestra los sitios de incision de corte de la enzima.

Cuadro 1. Corte enzimatico con tripsina de la secuencia de aminoacidos para la zeina.

Posicion del sitio Resultados de la

Longitud del péptido

La hidrolisis con tripsina mostro péptidos que contienen
aminoacidos hidrofobos como valina, alanina, prolina,
glicina, entre otros, esto coincide con lo reportado por
Kongo-Dia-Moukala et al. (2011) quienes determinaron
gue algunos aminoacidos hidrofobos como la glicina,
fenilalanina, leucina, alanina, lisina y prolina estan pre-
dominantemente en el hidrolizado de proteina de maiz
desgrasada. Ademas, Olsen et al. (2004) mencionan que
los aminoacidos donde realiza la incision la tripsina inci-
de especificamente en la C-terminal de arginina y lisina
teniendo cadenas laterales largas, mientras que Gobbetti
et al. (1997) reporto un péptido hidrolizado con tripsina
CON una secuencia de aminoacidos Ser-Ala-Tyr-Pro-Gly-
Gln-lle-Thr-Ser-Asn.

En el caso de la hidrolisis in silico, ésta es determinada
por las condiciones de la base de datos, ya que el tama-
Ao de los péptidos se calcula como si toda la enzima
elegida estuviera presente durante la digestion. Ademas,
se considera el hecho de que la version actual del pro-
grama Peptide Cutter no tiene en consideracion ningun
tipo de modificacion ni de la secuencia de proteinas ni
de las modificaciones provocadas por la escision.

Después de la hidrolisis in silico, a los péptidos obtenidos
se les predijo su posible actividad inhibidora de la ECA 'y
el indice Ranker, éste Ultimo para determinar la probabili-
dad de ser un péptido bioactivo (valores >0.5).

Los valores del indice Ranker muestran que los pépti-
dos LPLSPLLFQQ (0.779) y ALLPPYLPSM (0.545) tienen
la taza de probabilidad de prediccion mas alta, asi que
en cuanto mas cercana sea la probabilidad predicha
a 1 mas probable es que el péptido presente la activi-
dad de inhibicion antihipertensiva. Estos péptidos estan
ubicados en la posicion de incision 91 y 53 de la se-
cuencia de la zeina.

Grado de hidrdlisis
El grado de hidrolisis (GH) (Cuadro 2)

Masa péptica

de incision secuencia de péptidos (Aminoacidos) (Da) que se obtuvo para los hidrolizados
‘ MARK ‘ 419540 fue de 13.24% para el testigo (zei-
FPQYSQAPIA ; °
57 ALLPPYLPSM 53 5754.850 na comercial), MRSN 10.38%, MASN
13.96 %, MAN 10.52% vy para MRN fue
LQQAIATSN .
o1 LPLSPLLEQQ 34 3676 310 de 8.96%. Mostrando que el GH fue
SPALSLVQSL mayor en el maiz azul (sin y con nix-
AQQLQQLVL tamalizacion) respecto al maiz rojo.
186 PFSQLATAYS 95 10686.250
240 ASFLTQQGL 54 6050012 Con respecto a la literatura los va-
LPFYQQFSAN lores obtenidos en este estudio son
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mayores, ya que de acuer-
do con Casella y Whitaker
(1990) la zeina hidrolizada
con tripsina mostro un GH

Muestra

Cuadro 2. Porcentaje del grado de hidrdlisis.

Proceso de tratamiento

Sin Nixtamalizar

Garcia-Campos et al. (2020)

Quintanar-Guzman et al.
(2009) mencionan que du-

rante  la nixtamalizacion

Nixtamalizacion
(%) ocurren diversos cambios

de 142%, 1.70% y 1.87% de Testigo (zeina) 13.24+0.52 N’ estructurales como cambios
hidrolizados que contenian Maiz Rojo 10.38+0.79 896+0.01 en la solubilidad y el peso
3 a 4 polipéptidos, mientras Maiz Azul 13.96+0.02 10524057 molecular de las proteinas

que Kongo-Dia-Moukala
et al. (2011) reportaron que
para hidrolizados de la harina desgrasada de maiz con la
tripsina mostro un porcentaje de GH de 545+0.35. De
acuerdo con Mannheim y Cheryan (1993), la hidrolisis de
la zeina es posible bajo las condiciones apropiadas, €s
decir depende de la concentracion de enzima, sustrato,
tiempo de reaccién y uso de una solucion organica y/o
acuosa que mejoren sus propiedades funcionales como
la solubilidad.

Actividad inhibitoria de la ECA

La Figura 1 muestra los resultados de la actividad inhibi-
toria de la ECA. La Figura 1a muestra los valores de mues-
tras sin nixtamalizacion, en ella se observa que la hidro-
lisis reduce la actividad de los péptidos del maiz rojo,
mientras que, en el caso del hidrolizado de maiz azul
este valor se incrementa. Al respecto, el decremento o
aumento en la actividad puede deberse a la naturaleza
de los péptidos obtenidos de la hidrolisis, por tanto, se
requiere la caracterizacion de los fragmentos peptidicos.
Por otra parte, la Figura 1b muestra la actividad de mues-
tras nixtamalizadas, donde en el caso de la proteina de
maiz rojo y azul sin hidrolizar los valores de inhibicion
son ligeramente mayores comparados con los de la Fi-
gura la, mientras que en el caso de los hidrolizados nix-
tamalizados sus valores disminuyen por el efecto de este
proceso.

% Inhibicion de la ECA sin nixtamalizacion a)
90
d
80
70
:g 60
Q
3 50
E 40
30
20
10
0
rojo sin azul sin rojo azul
hidrolizar hidrolizar hidrolizado hidrolizado

N': No realizado para la prueba nixtamalizada.

presentes en el grano, mo-
dificacion de su estructura
secundaria a primaria, gue podria estar asociado a la
desnaturalizacion de la proteina nativa como efecto del
tratamiento con hidroxido de calcio. Esto supone que la
nixtamalizacion contribuy® a que el proceso de hidrolisis
enzimatica y la inhibicion de la ECA fuera mucho menor
con respecto a las muestras de maiz azul y rojo sin nix-
tamalizar.

Con respecto a la inhibicion de la ECA, de acuerdo con
Yang et al. (2007) reportaron que para diferentes enzi-
mas utilizadas en la hidrolisis de zeina, el porcentaje de
inhibicion de la ECA a una concentracion de 10 mg/mlL,
pH 8.0 y una temperatura de 60 °C por 5 h fue: con pro-
tamex una inhibicion de la ECA de 13.94% y GH: 0.85%;
neutrasa, ECA: 47.3%, GH: 2.48%; alcalasa, ECA: 85.26%,
GH: 16.96%; vy tripsina: 72.80%, GH: 8.97%; por lo ante-
rior, podemos elucidar que tanto tripsina como alcalasa
son favorables para obtener péptidos antihipertensivos.
Por otro lado, en un estudio realizado por Gobbetti et al.
(1997) reportaron que la inhibicion de la ECA de mues-
tra de zeina comercial fue mayor a 85% con la enzima
tripsina, aislando un decapéptido: SAYPGQITSN con un
IC50 de 7.0 uM bajo una concentracion de 4 mg/mL. Es
probable que la diferencia entre los valores obtenidos y
los valores reportados se deben a que en este trabajo se
utilizd proteina extraida mientras que en los reportados

% Inhibicion de la ECA con nixtamalizacion b)

% inhibicion
[ SO NS, BN S R e o}
o o O o o o o o

'i.LL

rojo sin azul sin rojo azul
hidrolizar hidrolizar hidrolizado hidrolizado

(@]

Figura 1. Actividad inhibitoria de la ECA de los hidrolizados proteicos. a) Muestras sin nixtamalizar. b) Muestras nixtamalizadas. Letras distintas

indican diferencia estadistica significativa (Tukey, p<0.05).

G

PRODUCTIVIDAD




Agro productividad 13 (7): 87-93. 2020

92 |

se usa normalmente zeina comercial; sin embargo, se
requiere la completa caracterizacion del extracto para
concluir al respecto.

CONCLUSIONES
antihipertensiva in

La aCtIVIdad vitro del maiz azul

sin hidrolizar mostrd un menor porcentaje de inhibicion
de la ECA con respecto al maiz rojo sin hidrolizar. La
hidrolisis con tripsina solo incrementa la actividad inhi-
bitoria de la ECA en maiz azul a concentracion de 0.3
mg/mL sin nixtamalizar. La nixtamalizacion incrementa
ligeramente la actividad inhibitoria de la ECA en maices
criollos rojo y azul sin hidrolizar. A partir de los datos ob-
tenidos de la inhibicion de la ECA, el maiz pigmentado
azul criollo sin nixtamalizar podria ser considerado como
un alimento funcional para la industria alimentaria ya sea
mediante su consumo directo o en el desarrollo de nu-
tracéuticos aprovechando sus propiedades bioactivas.
Este valor agregado de sus propiedades en beneficio
para la salud de la sociedad mexicana puede ser aprove-
chado en un futuro en tratamientos para personas con
hipertension arterial.
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