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| RESUMEN

Sinaloa es el principal estado productor de garbanzo (Cicer arietinum L.), una de
las leguminosas mas importantes en la nutricion humana ya que es una buena fuente
de carbohidratos, proteinas y componentes bioactivos con beneficios para la salud.
Las exigencias de cultivo y mercado del garbanzo requieren el desarrollo constante
de nuevos materiales, los cuales han sido desarrollados mediante esquemas de
mejoramiento tradicional, atendiendo principalmente caracteristicas agrondmicas,
dejando de lado las de interés alimentario. En este sentido, diversos estudios han
demostrado una correlaciéon entre el contenido de componentes bioactivos en
garbanzo y un menor riesgo de padecer enfermedades cronicas relacionadas con
estrés oxidativo. Sin embargo, existe poca evidencia de cuales son los compuestos
responsables de dichas actividades y los mecanismos por los cuales las ejercen, de
tal manera que esta informacion pueda ser utilizada para desarrollar genotipos de
garbanzo con mejores propiedades bioldgicas y mayor valor agregado. Por ello, el
objetivo del presente proyecto fue caracterizar el perfil de compuestos fendlicos
proteinas y péptidos con actividad biolégica, antioxidante (AA) para los fendlicos y
AA vy antidiabética para los péptidos, en genotipos de garbanzo de interés
alimentario. Se cultivaron 18 genotipos de garbanzo (8 tipo desi y 10 tipo kabuli) en
un mismo ambiente. Se prepararon harinas de granos maduros, las cuales se
utilizaron para caracterizar el perfil de proteinas de almacenamiento mediante
electroforesis unidimensional y espectrometria de masas, asi como los perfiles de
péptidos y compuestos fendlicos por cromatografia liquida de ultra resolucion
acoplada a espectrometria de masas. Se evaludé la AA in vitro de hidrolizados
proteinicos y extractos metandlicos mediante métodos colorimétricos (ABTS, DPPH y
FRAP) y se identificaron los componentes responsables de dichas actividades. Los
perfiles de UPLC mostraron principalmente acidos fendlicos (sinapico hexésido,
galico, dihidroxibenzoico, p-hidroxibenzoico, vainillina, benzoico, p-cumarico y feruloil
hexdsido) y flavonoides (catequin pentésido, catequina, miricetin-O-metil éter
hexdsido dioxihexdsido pentdsido, miricetin-O-metil éter hexdsido dioxihexdsido,
rutina, miricetina, genisteina hexdsido, isoramnetina-3-O-B-D-glucopirandsido,

quercetina, biocanina A, kaempferol e isoramnetina). Los acidos fendlicos mas



abundantes fueron acido sinapico hexdsido y acido galico con valores de 37.5 a
402.6 yg/g b.s. y de 37.2 a 225.7 ug/g b.s., respectivamente. Entre los flavonoides, la
isoramnetina se registra por primera vez en garbanzo; catequina y catequin
pentdsido fueron los unicos flavonoides que se encontraron en todos los genotipos
evaluados y fueron los mas abundantes. Los compuestos fendlicos de los genotipos
desi mostraron la mayor AA y el valor mas alto fue para el genotipo 1CC4418; los
compuestos que contribuyeron mas a la AA fueron los acidos siringico hexdsido y
galico, asi como los flavonoides isoramnetina, catequina, miricetina y quercetina. En
relacion con las proteinas, el perfil de albuminas presentdé mayor variabilidad entre
los genotipos, siendo el genotipo kabuli ICC3421 el que presenté mayor acumulacion
de esta fraccion. En general, la fraccidon albuminas contiene una mayor proporcion de
albumina 2S y la fraccion de globulinas de legumina A2. En cuanto a los hidrolizados
con alcalasa, la fraccién de albuminas mostr6 mayor AA (ABTS: 41.52 y 423.83%;
DPPH: 46.59 y 47.58%, para kabuli y desi, respectivamente) que la de globulinas
(ABTS: 36.14 y 36.32%; DPPH: 2550 y 26.73%, para kabuli y desi,
respectivamente). El genotipo ICC3761 fue el mas sobresaliente en cuanto a su
contenido de proteinas y AA, por lo que fue seleccionado para analisis posteriores.
Los hidrolizados de las fracciones de globulinas (FG) y albuminas (FG) de ICC3761
se fraccionaron (FA1, FA2, FA3, FG1, FG2, y FG3) y a cada fraccion se les
determind su AA (ABTS y DPPH) y actividad antidiabética (inhibicién de a-amilasa y
a-glucosidasa), destacando FA1 por presentar los mayores porcentajes de inhibicion
de los radicales oxidantes (ABTS: 34.80% y DPPH: 48.87%) y las enzimas (a-
amilasa: 13.69% y a-glucosidasa: 50.49%). La FA1 se separé6 nuevamente
obteniendo seis fracciones (FA1-1, FA1-2, FA1-3, FA1-4, FA1-5 y FA1-6) que fueron
evaluadas en su AA y antidiabética, sobresaliendo la fraccion FA1-5 (ABTS: 78%;
DPPH: 69%; a-amilasa: 66%; a-glucosidasa: 57 %), compuesta por los péptidos FEI,
FEL, FIE, FKN, FGKG y MEE. Estos péptidos se purificaron y se evaluaron
individualmente a la misma concentracién para establecer su contribucién a las
actividades bioldgicas evaluadas. Los péptidos FEI, FEL y FIE mostraron la mayor
AA por ABTS (78%) y la mejor capacidad de inhibicion de la enzima dipeptidil-
peptidasa IV (ICsp = 10 pg). El péptido FGKG presentd los mayores valores de



inhibicién de a-glucosidasa (56%) y a-amilasa (54%). El péptido mas hidrofdbico
(MEE) mostré el valor mas alto de AA por DPPH (74%). Los resultados demuestran
una amplia variabilidad en las caracteristicas evaluadas y que algunos genotipos
representan una buena fuente de compuestos con actividad antioxidante y
antidiabética, por lo que son buenos candidatos para ser utilizados en el

mejoramiento de la calidad nutracéutica del garbanzo.



ABSTRACT

Sinaloa state is the main producer of chickpea (Cicer arietinum L.), one of the
most important legumes in human nutrition since it is a good source of carbohydrates,
proteins and bioactive components that provide health benefits. The chickpea
cultivation and market demands require a constant development of new materials,
which have been developed through traditional breeding schemes to improve mainly
agronomic traits, leaving aside those of nutritional interest. In this sense, several
studies have shown a correlation between the content of bioactive components in
chickpea and lower risk of developing chronic diseases related to oxidative stress.
However, there is little evidence about the components responsible for these activities
and their mechanisms of action, so that this information can be used to develop
chickpea genotypes with better biological properties and added value. Therefore, the
objective of the present project was to characterize the profiles of phenolic
compounds, proteins, and peptides with biological activity, antioxidant (AA) for
phenolics and AA and antidiabetic for the peptides, in chickpea genotypes of
nutritional interest. Eighteen chickpea genotypes (8 desi type and 10 kabuli type)
were grown in the same environment. Flours were produced from mature grains and
used to characterize the storage proteins profile by one-dimensional electrophoresis
and mass spectrometry, as well as peptides and phenolic compounds profiles by
ultra-high-performance liquid chromatography coupled to mass spectrometry. The in
vitro AA of protein hydrolyzates and methanolic extracts was evaluated using
colorimetric methods (ABTS, DPPH, FRAP) and the components responsible for
these activities were identified. UPLC profiles showed mainly phenolic acids (sinapic
hexoside, galic, dihydroxybenzoic, p-hydroxybenzoic, vainillin, benzoic, p-coumaric
and ferulic hexoside) and flavonoids (catechin pentoside, catechin, myricetin-O-
methyl ether hexoside deoxyhexoside pentoside, myricetin-O-methyl ether hexoside
deoxyhexoside, rutin, myricetin, genistein hexoside, isorhamnetin-3-O-3-D-
glucopyranoside, quercetin, biochanin A e isorhamnetin). The most abundant
phenolic acids were sinapic acid hexoside and gallic acid with values from 37.5 to
402.6 pg/g d.b. and 37.2 to 225.7 ug/g d.b., respectively. Regarding flavonoids,

isorhamnetin was reported for the first time in chickpea; catechin and catechin



pentoside were the only flavonoids found in all the genotypes evaluated and they
were the most abundant. The AA of the phenolic compounds was higher in the desi
genotypes and the 1CC4418 genotype showed the highest value; the main
compounds that contributed to this activity were siringic acid hexoside and gallic acid,
as well as the flavonoids isorhamnetin, catechin, myricetin and quercetin. In the case
of the proteins, the albumin profile showed a wide variability among the genotypes
and the kabuli genotype ICC3421 showed the greatest accumulation of this fraction.
In general, a higher proportion of albumin 2S and legumin A2 were observed in the
albumin and globulin fractions, respectively. As for the hydrolyzates with alcalase, the
albumin fraction showed higher AA (ABTS: 41.52 and 423.83%; DPPH: 46.59 and
47.58%, for kabuli and desi, respectively) than the globulin fraction (ABTS: 36.14 and
36.32%; DPPH: 25.50% and 26.73%, for kabuli and desi, respectively). The ICC3761
genotype was the most outstanding in terms of protein content and AA, so it was
selected for subsequent analyses. The albumins and globulins hydrolyzates of
ICC3761 were fractionated (FA1, FA2, FA3, FG1, FG2 and FG3) and each fraction
was evaluated for AA (ABTS and DPPH) and antidiabetic activity (a-amylase and a-
glucosidase inhibition); FA1 showed the highest percent inhibition values of oxidant
radicals (ABTS: 34.80% and DPPH: 48.87%) and enzymes (a-amylase: 13.69% and
a-glucosidase: 50.49%). FA1 was separated again in six fractions (FA1-1, FA1-2,
FA1-3 FA1-4, FA1-5 and FA1-3) that were evaluated for antioxidant and antidiabetic
activity; FA1-5 showed the best results (ABTS: 78%; DPPH: 69%; a-amylase: 66%; a-
glucosidase: 57%) and contained the peptides FEI, FEL, FIE, FKN, FGKG and MEE.
These peptides were purified and evaluated individually at the same concentration to
know which of them was responsible for the biological activities evaluated. The FEl,
FEL and FIE peptides showed the highest AA by ABTS (78%) and the best inhibition
capacity of the enzyme dipeptidyl-peptidase IV (ICso = 10 ug). The FGKG peptide
showed the highest inhibition values for a-glucosidase (56%) and a-amylase (54%).
The most hydrophobic peptide (MEE) showed the highest AA by DPPH, (74%). The
results demonstrate a wide variability in the characteristics evaluated and that some

genotypes represent a good source of compounds with antioxidant and antidiabetic



activities, suggesting they are good candidates to improve the nutraceutical quality of

chickpea.



Il INTRODUCCION

El garbanzo (Cicer arietinum L.) es la tercer leguminosa mas importante en el
mundo después del frijol (Phaseolus vulgaris) y el chicharo (Pisum sativum); se
cultiva en alrededor de 56 paises, mayormente en desarrollo (FAOSTAT, 2020).
México ocupé el décimo lugar de produccidn global de garbanzo en el afio 2017 y el
cuarto lugar de exportacion de esta leguminosa después de Australia, India y Rusia
(FAOSTAT, 2020). La regidén noroeste de México aporta un 76% de la produccion
nacional de garbanzo, siendo Sinaloa el principal estado productor con 87,508.74 ton
(SAGARPA, 2020). El garbanzo Sinaloense ocupa un lugar importante en el mercado
de exportacion compitiendo con paises como Turquia, Espafia y Australia.

El garbanzo destaca como alimento por ser una buena fuente de carbohidratos,
fibora dietaria, acidos grasos insaturados, minerales, vitaminas y proteinas
(Ladizinsky, 1995); ademas posee diversas propiedades nutracéuticas atribuidas a la
presencia de una gran diversidad de fitoquimicos, entre los que destacan los
compuestos fendlicos y carotenoides (Chavan y col, 1986; Chavan y col, 1989).

El grano de garbanzo constituye una fuente importante de proteinas con un
contenido promedio de 25% (Chang y col, 2011; Chavez-Ontiveros y col, 2020).
Estas se clasifican en albuminas (solubles en agua), globulinas (solubles en sal),
prolaminas (solubles en alcohol), glutelinas (solubles en &acidos/alcalis) y proteina
residual, siendo de mayor importancia las globulinas y las albuminas (Chavan y col,
1989; Chang y col, 2011). Las globulinas se subdividen en vicilina 7S y Legumina
11S, siendo estas las principales proteinas de almacenamiento del grano. En las
albuminas se encuentran principalmente proteinas enzimaticas y metabdlicas como
lipoxigenasa y albumina 2S (Casey y col, 1986). Las globulinas tienen bajo contenido
de metionina y cisteina y disminuyen el valor nutricional del garbanzo, mientras que
las albuminas son ricas en lisina y aminoacidos azufrados y contribuyen
significativamente a su valor nutricional (Singh, 1985; Chavan y col, 1986; Clemente
y col, 2000; Tavano y col, 2008).

Las proteinas de garbanzo se han utilizado para la elaboracién de hidrolizados
proteinicos, los cuales pueden ser incorporados en la dieta en forma de suplementos

alimenticios. Los hidrolizados enzimaticos de proteinas son una buena fuente de



péptidos con actividades biolégicas: antioxidante (AA), antihipertensiva,
antiinflamatoria, antidiabética, inmunoreguladora, entre otras. Estas actividades se
deben en gran medida a la estructura y composicién de los péptidos, asi como al
método de hidrdlisis utilizado (Gonzalez de Mejia y col, 2010; de Souza Rocha y col,
2015; Ghribi y col, 2015; Mojica y col, 2015; Oseguera-Toledo y col, 2015; Soares de
Castro y Sato, 2015; Oseguera Toledo y col, 2016; Garcia-Mora y col, 2017; Mojica y
col, 2017; Zhang y col, 2019).

Torres-Fuentes y col (2015) evaluaron la AA de péptidos purificados a partir de
proteinas de garbanzo en células Caco-2; las proteinas fueron hidrolizadas con
pepsina/pancreatina y los péptidos se separaron en tres fracciones por cromatografia
liquida rapida de proteinas (FPLC) utilizando cobre inmovilizado como ligando,
observando que los péptidos con mejor capacidad de eliminacién de radicales libres
provenian de la Legumina 11S. Oseguera Toledo y col (2016) determinaron la AA de
péptidos obtenidos a partir de frijol negro en un modelo de células beta-pancreaticas.
Ellos observaron que las fracciones de péptidos menores a 1 kDa presentaban un
efecto protector contra las especies reactivas de oxigeno de manera mas eficiente
con respecto a fracciones de péptidos con peso molecular superior y respecto al
control. Mojica y col (2017) evaluaron la actividad hipoglucemiante de aislados de
proteina hidrolizada de frijol negro; sus resultados demuestran que los niveles de
glucosa se reducen significativamente en ratones al suministrarles diferentes
concentraciones de hidrolizado. Ademas, los péptidos encontrados han sido capaces
de inhibir enzimas involucradas en la diabetes, como la enzima dipeptidil-peptidasa
IV. Recientemente, Silva de Lima y col (2019) estudiaron el efecto de hidrolizados
proteinicos de frijol comun en ratones alimentados con una dieta rica en grasas,
observando que los hidrolizados pueden disminuir los efectos negativos de dicha
dieta, reduciendo considerablemente el aumento de peso.

Los compuestos fendlicos representan uno de los grupos de metabolitos
secundarios mas abundantes en las leguminosas y son considerados como
antioxidantes naturales; estos compuestos reaccionan con radicales libres
cediéndoles un electrén o atomo de hidrégeno, por lo que se oxidan y se transforman

en radicales libres débiles, con escasos o nulos efectos toxicos (Duefas y col, 2004;



Duenas y col, 2007). Los principales fendlicos en garbanzo son los flavonoides,
acidos fendlicos y procianidinas; compuestos que presentan varias actividades
bioldgicas (e.g., AA, antiinflamatoria y antimicrobiana) (Zhao y col, 2014; Singh y col,
2017). Existe una gran variacion en el contenido de fendlicos totales y AA de los
genotipos de garbanzo, pero los valores mas altos se han observado en genotipos
tipo desi, caracterizados por sus granos pequefios y de color oscuro; en contraste
con los granos tipo kabuli que son grandes y de color crema o blanco (Segev y col,
2010; Sreerama y col, 2010).

Sreerama y col (2010) determinaron la composicion de fendlicos de las
principales fracciones del grano en un garbanzo de la India y encontraron una mayor
proporcion de los flavonoles miricetina, quercetina y kaempferol en la testa, la cual
también present6 la mayor AA. Aguilera y col (2011a) reportaron a isoflavonas como
fendlicos principales en dos garbanzos tipo kabuli y mostraron su gran influencia en
la AA. Por otro lado, Mekky y col (2015) observaron que los acidos hidroxibenzoicos,
isoflavonoides y flavonoles fueron los principales fendlicos identificados en siete

cultivares de garbanzo de Egipto.

Las exigencias de cultivo y comercializacion del garbanzo han obligado a los
programas de mejoramiento genético a desarrollar constantemente nuevos
genotipos; el programa de mejoramiento de garbanzo del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) ha desarrollado con éxito
genotipos con granos extra grandes y altamente competitivos en el mercado de
exportacion (Valenzuela-Herrera y col, 2016). Sin embargo, el mejoramiento de
garbanzo ha dejado de lado caracteristicas nutrimentales y nutracéuticas
importantes, por lo que la caracterizacién de compuestos bioactivos relacionados con
caracteristicas de interés puede servir como fuente de mejora de la calidad del grano
en este cultivo tan importante para el noroeste de México.

Existe poca informaciéon acerca de la composicion de fendlicos, proteinas,
péptidos bioactivos, AA y antidiabética del germoplasma de garbanzo de México,
siendo Blanco Sinaloa 92 el unico genotipo investigado en su perfil de compuestos
fendlicos (Aguilera y col, 2011a). Por otro lado, los genotipos desi son usados

principalmente para la alimentacion animal en México a pesar de su alto contenido



de fendlicos, proteinas y AA (Segev y col, 2010; Heiras-Palazuelos y col, 2013;
Jadhav y col, 2015). Por ello, el objetivo del presente trabajo fue identificar
compuestos fendlicos, proteinas y péptidos asociados con la AA y antidiabética de
una seleccién de genotipos de garbanzo tipo kabuli de INIFAP y desi del banco de
germoplasma del Instituto Internacional de Investigacion de Cultivos para Zonas
Tropicales Semiaridas (ICRISAT).
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Il REVISION DE LITERATURA
A GENERALIDADES DEL GARBANZO
1 Origen y aspectos botanicos

Evidencias botanicas y arqueoldgicas sugieren que el garbanzo fue domesticado
en Oriente Medio y ampliamente cultivado en la India, Cuenca Mediterranea y en
Etiopia desde la antigiedad, extendiéndose posteriormente a América y Australia.
Las especies silvestres del género Cicer se encuentran principalmente en Turquia,
Iran, Afganistan y Asia Central (Duke, 1981). En Tell el-Kerkh al noroeste de Siria se
encontraron evidencias arqueoldgicas que sugieren que la domesticacion del
garbanzo ocurrié alrededor de 10,000 afios d. e. c., identificandose en dicha region
138 semillas/fragmentos de Cicer arietinum (11 completas, 65 medias y 62
fragmentos) (Tanno y Willcox, 2006). Durante el siglo XVI, los espafoles vy
portugueses introdujeron el garbanzo al continente americano, donde las condiciones
ambientales favorables permitieron su rapida expansién, principalmente en México,
llegando a ser un producto de gran importancia comercial, lo que origin6 que se
convirtiera en el principal competidor del garbanzo producido en Espafa (ASERCA,
1997).

La mayoria de los estudios han indicado que Cicer reticulatum L. es el progenitor
silvestre de la especie cultivada C. arietinum L., lo cual se debe principalmente a que
morfolégicamente estas dos especies presentan muchas semejanzas (Ladizinsky,
1975; Ladizinsky y Adler, 1976; Labdi y col, 1996). Ademas, otra caracteristica
considerada es que Cicer es un género monofilético y posee baja variacion genética,
a pesar de su alta variabilidad morfoldgica (Abbo y col, 2003).

En lo que respecta a su taxonomia, el garbanzo pertenece a la familia
FABACEAE, subfamilia Papilionoides, tribu Cicereae, género Cicer (Cuadro 1), el
cual comprende 43 especies, 9 anuales y 34 perennes (Taylor y Ford, 2007; Singh y
col, 2008b), siendo Cicer arietinum L. la unica especie domesticada, agronémica y
econdmicamente importante (Crispin y Lépez, 1976). Dentro de la subfamilia
Papilionoides se encuentran esencialmente l|la totalidad de los cultivos de
leguminosas importantes como el garbanzo, el cual esta mas estrechamente

relacionado con cultivos como la alfalfa, chicharos y lenteja (Varshney y col, 2013).
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Cuadro 1. Taxonomia del garbanzo

Categoria Ejemplo
Reino Plantae
Divisiéon Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Fabales
Familia FABACEAE
Subfamilia Papilionaceae
Tribu Cicereae
Género Cicer
Subgénero Pseudononis
Seccion Monocicer
Serie Arietina
Especie Arietinum
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La planta de garbanzo (Fig. 1) se reproduce por autofecundacion. A este tipo de
plantas se les conoce como plantas autbgamas: las anteras liberan el polen sobre el
propio estigma, que esta receptivo, con la flor cerrada, evitando de esta manera la
entrada de polen extrafio (Cubero, 2002). Dicha planta es anual con una altura que
varia entre 30 a 70 cm, pero los tipos altos son mayores de 1.0 m y se cultivan en la
antigua Union Soviética. El follaje esta cubierto de pelos glandulares que secretan
exudados altamente acidos que se consideran importantes por conferir tolerancia a
las plagas de insectos, tales como el barrenador de la vaina. Las hojas son
compuestas, dispuestas en una forma alternada con 11 a 13 foliolos. Las flores son
axilares, solitarias o en inflorescencias de dos o tres, de color blanco, rosa, purpura o
azul (Fig. 1). La planta cuenta con un sistema de raices profundas y se considera un
cultivo resistente. Produce nodulos en comun con otras legumbres y es eficiente en
la fijacion de nitrégeno atmosférico, asi como en la absorcion de fésforo (P) en los

suelos que contienen bajas cantidades del mismo (ICRISAT, 2020).

2 Estructura del grano

Las principales partes estructurales del grano de garbanzo son la testa o cubierta
de la semilla, cotiledones y embrién (Fig. 2). La testa corresponde a la capa mas
externa del grano y tiene una fuerte influencia sobre la dureza del grano. A diferencia
de los cereales, en la mayoria de las leguminosas el endospermo maduro se reduce
a una pequefia capa alrededor del cotiledon o embrién (Kadam y col, 1989), por lo
que es comun que esta estructura se remueva junto con la testa durante el remojo
del grano. El cotiledon representa del 83-84% del peso del grano seco y contiene
granulos de almidén embebidos en una matriz proteinica (Cubero, 1987; Chavan y
col, 1989; Stanley y Aguilera, 2007). La estructura embrionaria incluye a la raiz y un
eje embrionario corto localizado por encima y debajo del cotiledon, el cual tiene

diversas hojas foliadas y termina en la punta del tallo (Kadam y col, 1989).
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Fig. 1. Planta de garbanzo
ICRISAT (2020)
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Fig. 2. Estructura del grano de garbanzo (Cicer arietinum L.).
Kadam y col (1989).
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3 Tipos de garbanzo

El garbanzo se divide en diferentes tipos basandose en las caracteristicas de su
semilla y distribucién geogréfica, siendo comercialmente importantes dos: desi y
kabuli (Fig. 3). El tipo desi, cuyo origen es en India, presenta flores moradas y granos
pequenos (0.1-0.3 g; 6-8 mm diametro), angulares, de color café, marrén, amarillo,
naranja, negro o verde (Chavan y col, 1989; Knights, 1994, Pittaway, 2006; Wood y
col, 2008). Este tipo de garbanzo pesa de 12 a 20 g por 100 granos y es producido
en el subcontinente Indio, en Africa Oriental, Asia Central y Mediterraneo (Cobos y
col, 2007). En México, el tipo desi se emplea principalmente en la alimentacion
animal, mientras que en el sudeste de Asia (India) es mayormente consumido como
grano entero o en distintos tipos de productos tradicionales, fermentados, fritos y
endulzados (Chavan y col, 1986; Oplinger y col, 1997).

El garbanzo tipo kabuli es originario de las regiones del Mediterraneo y Medio
Oriente y sus plantas presentan flores blancas. Las semillas kabuli son grandes,
redondas, de color blanco a crema (Chavan y col, 1989; Knights, 1994) y pesan de
25 a 60 g por 100 granos (Taylor y Ford, 2007). Dicho garbanzo se utiliza
principalmente para consumo humano y es cultivado en muchas regiones
geograficas incluyendo Asia del Sur, Asia Occidental, Africa Norte y Oriental, Europa

del Sur, América del Norte y Australia del Sur (Oplinger y col, 1997).

4 Estadisticas de produccién

El garbanzo es la tercera leguminosa mas importante después del frijol y el
chicharo; se cultiva principalmente en paises en desarrollo, los cuales contribuyen
con mas del 90% de la produccion mundial que en el afio 2017 fue de 14,792,454 ton
(FAOSTAT, 2020). La India fue el principal pais productor de garbanzo con cerca del
60% del total, seguido por Australia y Pakistan, mientras que México ocupé el décimo
lugar con 188,939 ton en ese mismo afo (Cuadro 2). A nivel nacional, Sinaloa fue el
principal estado productor de garbanzo contribuyendo con un 46.2% del total en el
afno 2017, seguido de Sonora con 29.5% (Cuadro 3) (SAGARPA, 2020). Estos dos
estados de México son los que cultivan el grano de garbanzo de mas alta calidad, el

cual se caracteriza por ser grande, blanco y rugoso.
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Fig. 3. Tipos de garbanzo (Cicer arietinum L.). A) Tipo desi; B) Tipo kabuli
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Cuadro 2. Principales paises productores de garbanzo (2017)

Pais Produccién
(ton)

India 9,075,000
Australia 2,004,000
Myanmar 526,772
Etiopia 473,570
Turquia 470,000
Rusia 418,646
Pakistan 330,000
Estados Unidos de América 313,210
Iran 271,487
México 188,939
Otros paises 720,830
Total 14,792,454

FAOSTAT (2020)
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Cuadro 3. Principales estados productores de garbanzo en México (2017)

Estado Produccién (ton)
Sinaloa 87,508.74
Sonora 55,728.95
Michoacan 25,200.69
Guanajuato 9,070.25
Baja California Sur 7,373.83
Jalisco 2,282.30
Otros 1,774.28
Total 188,939.04
SAGARPA (2020)
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B CARACTERISTICAS NUTRIMENTALES DEL GRANO DE GARBANZO

En el mundo, el garbanzo (Cicer arietinum L.) es reconocido por su alto valor
nutritivo para el hombre, ya que es una buena fuente de hidratos de carbono, acidos
grasos insaturados (oleico, linoleico), minerales (Ca, Fe, Cu, Zn, P, K y Mg),
vitaminas (niacina, tiamina, acido ascorbico) y principalmente proteinas, superando al

huevo y a la leche (Ladizinsky, 1995).

1 Proteinas

El garbanzo se encuentra dentro de los granos con alto contenido de proteinas,
con valores en los tipo desi de 16.7 a 30.67%, mientras que en los de tipo kabuli
estos varian entre 12.6 y 29.0% (Cuadro 4) (Wood y Grusak, 2007). Las proteinas de
reserva mas importantes del grano son las globulinas (solubles en soluciones
salinas), representando un 57% de la proteina total, seguido de las glutelinas
(solubles en acidos o bases) que se encuentran en un 18%, las albuminas (solubles
en agua) con un 12% y las prolaminas (solubles en alcohol) con un 3% (Singh y
Jambunathan, 1982). La distribucion de estas fracciones proteinicas varia
considerablemente entre el embrion, cotiledon y testa. Los cotiledones poseen la
mayoria de las globulinas, glutelinas y albuminas del grano, con alrededor del 47%
del total de proteina. La testa aporta alrededor del 48% de la proteina total y contiene
principalmente nitrégeno no proteico y glutelinas, mientras que el embrién es
relativamente rico en albuminas que constituyen el 5 % de la proteina del grano
(Singh y Jambunathan, 1982; Chavan y col, 1989).

a Globulinas

Las globulinas representan alrededor del 50% de las proteinas del grano, son
sintetizadas por los ribosomas asociados al reticulo endoplasmico rugoso e incluyen
un péptido sefal que las dirige al lumen donde el péptido sehal es cortado co-
traduccionalmente; posteriormente son exportadas al aparato de Golgi de donde son
transportadas mediante vesiculas a las vacuolas de almacenamiento de proteinas

(PSV) de la semilla donde se depositan (Casey y col, 1986; Casey y col, 1993). Las
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Cuadro 4. Composicion quimica del grano de garbanzo

Tipo desi Tipo kabuli

Componente

Min. Max. Min. Max.
Proteinas 16.70 30.67 12.60 29.00
Cenizas 2.04 4.20 2.00 3.90
Lipidos 2.90 7.42 3.40 8.83
Carbohidratos 50.64 64.90 54.27 70.90
Fibra cruda 3.70 13.00 1.17 4.95
Fibra dietaria 18.40 22.70 10.60 16.63

Los valores se muestran en porcentaje en bases seca. Wood y Grusak (2007)
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globulinas se componen de dos grandes grupos de proteinas, 11S (legumina) y 7S
(vicilina) (Casey y col, 1993).

Las globulinas 11S son los principales componentes del grano y poseen una
estructura oligomérica (Fig. 4) integrada por seis subunidades que interaccionan
mediante enlaces no covalentes y cuyos pesos moleculares se encuentran entre 56 y
60 kDa, por lo que el peso molecular total de la proteina es de aproximadamente
320-400 kDa (Casey y col, 1993). Bajo condiciones de separacion desnaturalizantes
(SDS-PAGE), cada subunidad da lugar a un polipéptido acido (a) (37-40 kDa) y uno
basico (B) (24-27 kDa), los cuales estan unidos por un enlace disulfuro (Sanchez-
Vioque y col, 1999). La proteina vicilina 7S es trimérica, formada por subunidades de
40 a 70 kDa que pueden ser iguales o diferentes; el procesamiento proteolitico puede
permitir en algunas especies la generacion de polipéptidos mas pequefios, mientras
que el polimorfismo puede resultar de la glicosilaciéon. Las vicilinas no pueden formar
enlaces disulfuro debido a que sus subunidades carecen de cisteina. La subunidad
se sintetiza como una proteina de 50 kDa, pero debido a un extensivo procesamiento
postraduccional del tipo proteolitico y glicolitico se convierte en subunidades cuyo
tamafno varia considerablemente. Por ejemplo, las subunidades de vicilina del
chicharo se sintetizan inicialmente como polipéptidos de 47 a 50 kDa, aunque
después del procesamiento postraduccional se convierten en subunidades de 12 a
33 kDa (Casey y col, 1993).

b Albuminas

La fraccion de albuminas juega un papel esencial ya que incluye la mayor parte
de las proteinas enzimaticas y metabdlicas (Casey y col, 1993), encontrando en esta
fraccion proteinas como la lipoxigenasa y la albumina 2S. La lipooxigenasa
(linoleato:oxigeno oxidorreductasa) es una dioxigenasa que cataliza la incorporacion
de oxigeno molecular en moléculas que contengan un sistema 1,4-pentadieno
(Hildebrand y col, 1988); sus sustratos principales son acidos grasos poliinsaturados
con estructura 1,4-pentadieno y entre los mas comunes en el reino vegetal son los
acidos linoleico y linolénico. El producto de la reaccion es un hidroperoxido

conjugado ya que el doble enlace atacado por el oxigeno se traslada para entrar en
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conjugacion con el doble enlace vecino (Sanz Martinez, 1991). Estos hidroperéxidos
de acidos grasos poliinsaturados actuan como intermediarios para un gran numero
de rutas metabdlicas divergentes. Tal es el caso de la cooxidacién de pigmentos, ya
que para que la cooxidacion tenga lugar se necesita la presencia tanto de la enzima
como del acido graso (Sanz Martinez, 1991).

La proteina albumina 2S presenta un peso molecular de aproximadamente 20
kDa y se compone de dos polipéptidos de 10 y 12 kDa (Vioque y col, 1999). La
funcién principal de la albumina 2S es de reserva; sin embargo, algunos
componentes han mostrado actividad biolégica como inhibidores de proteasas y
como proteinas de defensa (Svendsen y col, 1994).

En cuanto al valor nutricional, la fraccibn de albuminas presenta un mejor
balance de aminoacidos esenciales que las otras fracciones del grano de garbanzo
(Cuadro 5).

La composicion de aminoacidos esenciales en las proteinas de garbanzo, ricas
en lisina y pobres en los de tipo azufrados (cisteina y metionina), hace que sean muy
utiles tanto en la alimentaciéon animal como en la humana porque sus proteinas

complementan a las de los cereales (Huisman y Van der Poel, 1994).

2 Carbohidratos

El grano de garbanzo contiene entre 52 y 71% de carbohidratos, los cuales se
dividen segun su estructura quimica en tres grupos principales: azucares simples,
oligosacaridos y polisacaridos o carbohidratos complejos. El almidon forma parte de
los polisacaridos o carbohidratos complejos y es el carbohidrato principal en
garbanzo. El resto de los carbohidratos estan constituidos por azucares reductores y
no reductores, asi como fibra cruda (4.8-9.3%) (Singh, 1985). Los almidones de
leguminosas como el garbanzo son llamados “carbohidratos de baja digestibilidad”
debido a que son dificiles de degradar por las enzimas digestivas a-amilasa y o-
glucosidasa (Siva y col, 2019). Los carbohidratos de baja digestibilidad, como el
almidon resistente, influyen positivamente en el funcionamiento del tracto digestivo,

la flora microbiana, el nivel de colesterol en la sangre, el indice glucémico y ayuda en
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el control de la diabetes (Nugent, 2005). Ademas de los beneficios potenciales para
la salud asociados al consumo de estos almidones, otra ventaja positiva es su menor
impacto en las propiedades sensoriales de los alimentos en comparacién con las
fuentes tradicionales de fibra, como granos enteros, frutas o salvado. Entre sus
propiedades fisicoquimicas deseables estan su capacidad de hinchamiento,
viscosidad, formacion de gel y capacidad de retencion de agua, que lo hacen util en
una variedad de alimentos (Fuentes-Zaragoza y col, 2010). Por ser el almidén el
carbohidrato mayoritario del grano a continuacién se describen algunas de sus

principales caracteristicas.

a Almidén

El almidon es un polisacarido complejo depositado en forma de granulos, cuya
morfologia, composicion quimica y estructura molecular varian dependiendo de la
especie de la que proviene. Sus propiedades funcionales se debe en gran medida a
la proporcion de los polimeros que lo conforman, amilosa y amilopectina, asi como a
la organizacién fisica de estas dos macromoléculas en la estructura del granulo
(James y col, 2003).

La amilosa es un homopolisacarido generalmente lineal formado de moléculas de
glucosa unidas mediante enlaces glucosidicos a-1,4; por otro lado, la amilopectina es
un homopolisacarido de glucosa unidas también por enlaces glucosidicos a-(1,4) y
que ademas presenta ramificaciones con enlaces glucosidicos a-(1,6) (Fig 5). En
conjunto, estos dos polisacaridos representan la mayoria del peso seco del granulo
de almidodn (98-99 %) (Zeeman y col, 2007).

3 Lipidos
a Acidos grasos esenciales

El grano de garbanzo cuenta con un contenido relativamente alto de grasas en
comparacién con otras leguminosas (Pittaway, 2006). Su contenido se encuentra en
un rango de 2.90 a 7.42% en el garbanzo tipo desi y de 3.40 a 8.83% para tipo kabuli
(Cuadro 4). Ademas, esta leguminosa posee acidos grasos poliinsaturados (linoleico

y linolénico) esenciales para el ser humano, los cuales representan cerca del 65% de
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los lipidos totales (Wood y Grusak, 2007). Los granos de garbanzo tipo desi
contienen de 46-62% de acido linoleico mientras que en los kabuli se presentan
rangos de 16-70%; el acido linolénico varia de 2-5% y 0.3-3% para desi y kabuli,
respectivamente. El acido linoleico posee actividad hipocolesterolémica y puede
reducir la probabilidad de arteroesclerosis y enfermedades coronarias. El alto
contenido de acido linoleico en garbanzo podria explicar los bajos niveles de
colesterol sérico en dietas que incluyen esta leguminosa (Pittaway, 2006). El
contenido de aceite del garbanzo también incluye tocoferoles, tocotrienoles vy
esteroles (Akihisa y col, 1992). Las propiedades antioxidantes de los tocotrienoles
han sido reportadas como superiores a las de los tocoferoles, ademas de otras
propiedades biolégicas importantes como la inhibicién de la sintesis del colesterol
(Yamaoka y col, 1991).

C CARACTERISTICAS NUTRACEUTICAS DEL GRANO DE GARBANZO

Existen muchos grupos de fitoquimicos en la naturaleza, pero los mas estudiados
son los compuestos fendlicos como los &cidos hidroxicinamicos, acidos
hidroxibenzoicos y flavonoides. Otros fitoquimicos importantes son los fitoesteroles y
terpenoides (Kalogeropoulos y col, 2010; Pennington y Fisher, 2010). Para la
mayoria de los fitoquimicos todavia no se conocen bien sus bases moleculares, ni

sus interacciones con otros componentes dietéticos.

1 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son fitoquimicos con potenciales actividades
biolégicas benéficas para la salud humana, de metabolitos secundarios mas
abundantes en las leguminosas (e.g., garbanzo) y reconocidos como antioxidantes
naturales (Duenas y col, 2004). Los fendlicos reaccionan con radicales libres y les
ceden un electron o un atomo de hidrégeno y se oxidan transformandose en
radicales libres débiles, con escasos o nulos efectos tdxicos. Los compuestos
fendlicos se originan principalmente a través de dos rutas metabdlicas (Fig. 6), la ruta

del acido shikimico y la de los poliacetatos.
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Cheynier y col (2013).
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Sin embargo, algunos de los compuestos fendlicos considerados como principios
activos de las plantas medicinales se originan a través de rutas mixtas, que
combinan la via del shikimato y del acetato (Bennick, 2002). Otra ruta alternativa, es
la que se desarrolla a través de la combinacion de la via del malonato con la via del
shikimato, dando origen a los compuestos terpénicos (furano y piranocumarinas,
etc.).

Los fendlicos se clasifican con base en la estructura de su esqueleto: C6 (fenoles
simples y benzoquinonas), C6-C1 (acidos fendlicos y aldehidos), C6-C2
(acetofenonas, acidos fenilaceticos), C6—C3 (acidos hidroxicinamicos, cumarinas,
fenilpropanos y cromonas), C6-C4 (naftoquinonas), C6-C1-C6 (xantonas),
C6—C2-C6 (estilbenos, antraquinonas), C6—C3-C6 (flavonoides, isoflavonoides,
neoflavonoides), (C6-C3-C6) 2,3 (bi-, tri-, flavonoides, dimeros y trimeros de
proantocianidinas), (C6-C3), (lignanos, neolignanos), (C6—C3)n (ligninas), (C6)n
(Catecol, melaninas, florotaninos), (C6—C3—C6)n (taninos condensados) (Crozier y
col, 2006)

Los fendlicos de bajo peso molecular se encuentran universalmente en las
plantas superiores, algunos son comunes a un grupo de especies de plantas y otros
son especificos de una especie (Harborne, 1980; Ishimaru y col, 1987; Andersen y
Markham, 2005; Quideau, 2009). Los fendlicos también pueden ser clasificados en
dos grupos: flavonoides y no flavonoides (Crozier y col, 2006). Los flavonoides se
definen por su esqueleto basico (Fig. 7), que consiste en dos anillos aromaticos con
seis atomos de carbono (anillo A y B) interconectados por un heterociclo de tres
atomos de carbono (anillo C). De acuerdo con las modificaciones del anillo C central,
los flavonoides se dividen en diferentes clases estructurales como flavanonas,
flavonas, isoflavonas, flavonoles, flavanoles y antocianinas (Bovy y col, 2007). La
mayoria de los compuestos flavonoides son acumulados como glicésidos, éstos
pueden enlazarse por atomos de oxigeno o carbono. Los principales compuestos no
flavonoides de importancia dietética son los acidos fendlicos Cg-Cq, sobre todo el
acido galico, que es precursor de los taninos hidrolizables, los hidroxicinamatos Ce-
C3 y sus derivados conjugados, asi como los estilbenos Cg-C2-Cg (Crozier y col,
2006).
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Los flavonoides contienen en su estructura quimica un numero variable de
grupos hidroxilo fendlicos y propiedades de quelacion del hierro y otros metales de
transicion, lo que les confiere una gran AA. Por tanto, el consumo de flavonoides
protege del dafio oxidativo y proporciona efectos terapéuticos en un elevado numero
de enfermedades, incluyendo la cardiopatia isquémica, la arterosclerosis o el cancer
(Pace-Asciak y col, 1995). La evidencia experimental de que el efecto benéfico de los
flavonoides y polifenoles se debe a sus propiedades antioxidantes es variada: efecto
inhibitorio sobre enzimas prooxidantes como xantina oxidasa, mieloperoxidasa,
lipoxigenasa y ciclooxigenasa (Redrejo-Rodriguez y col, 2004; Meotti y col, 2008;
Pauff y Hille, 2009); accién quelante de iones metalicos (Sugihara y col, 1999); y su
capacidad para inactivar radicales libres (Liu y col, 2010).

Diversos estudios muestran una correlacion entre el consumo de alimentos con
alto contenido de compuestos fendlicos (e.g., frutas, vegetales, cereales y
leguminosas) y una disminucion en la incidencia de distintas enfermedades como
cancer y enfermedades cardiovasculares (Anderson y col, 1999; Kushi y col, 1999;
Kris-Etherton y col, 2002). El garbanzo contiene un gran numero de compuestos
fendlicos (Cuadro 6): Sreerama y col (2010) analizaron la composicién de fendlicos
en testa, cotiledon y eje embrionario, reportando contenidos de flavonoides totales
casi dos veces mayor en testa (12.6 mg EC/g) con respecto al cotiledon (7.5 mg
EC/q); estos valores son muy superiores a los observados por Zia-Ul-Haq y col
(2008) y Heiras-Palazuelos y col (2013), quienes reportaron contenidos de
flavonoides totales en granos de garbanzo tipo desi en un rango de 0.44-0.99 mg
EC/g. Xu y Chang (2007) determinaron el contenido de flavonoides totales de
diferentes leguminosas utilizando diferentes solventes de extraccion, obteniendo
mayores contenidos de flavonoides en garbanzo al utilizar acetona al 80 % (3.16 mg
EC/g). Recientemente, Kaur y col (2019) determinaron el contenido de compuestos
fendlicos totales y flavonoides totales de 10 genotipos de garbanzo tipo desi, 5 tipo
kabuli y 15 genotipos silvestres provenientes de la india; ellos observaron mayores
contenidos de estos metabolitos en los genotipos silvestres, seguido de los tipo desi

y por ultimo los tipo kabuli.
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Cuadro 6. Compuestos fendlicos y actividades biolégicas de extractos de garbanzo

Muestra Compuesto Concentracion Actividad del Referencia
identificado extracto
Grano entero Fendlicos totales 0.22-0.57 mg Antioxidante y Chavez-Ontiveros
EAG/g (kabuli) Antimutagénica y col (2020);
0.24-3.62 mg Garzoén-Tiznado y
EAG/g (desi) col (2013);
Flavonoides totales 0.46-9.60 mg Heiras-Palazuelos
EC/g (desi) y col (2013)
2.04 mgEC/ g
(kabuli)

Grano Fendlicos totales
fermentado

Testay Fendlicos totales
cotiledén

Flavonoides totales

2.8-8.4 mg EAG/g

75.9 mg EAG/g
(testa)
15.2 mg EAG/g

(cotileddn)

12.6 mg EC/g
(testa)
7.5 mg EC/g

(cotiledén)

Derivados de acido hidroxibenzoico

Acido galico

Acido
protocatecuico
Acido vanilico
Grano entero Acido p-

hidroxibenzoico

4.1 nglg
8.5 ug/g
41.6 ngl/g
48.0 ng/g
9.7 nglg
57.9 ng/g

6.01-60.5 ug/ g
(kabuli)

35.1 ng/g (desi)

Antioxidante,
Inhibicion de o-
amilasa y a-
glucosidasa
Antioxidante,
Antihipertensiva,
Inhibicién de a-
amilasa y a-

glucosidasa

Antioxidante

Sanchez-Magafia
y col (2014)

Sreerama y col
(2010); Sreerama
y col (2012)

Aguilera y col
(2011a);
Magalhaes y col
(2017)

EAG: Equivalentes de acido galico. EC: Equivalentes de catequina
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Cuadro 6. Continuacion...

Muestra Compuesto Concentracion Actividad del Referencia
Identificado Extracto
Acido gentisico 0.44 a 79.4 ug/g
(kabuli)
26.0 ug/g (desi)
Grano entero Acido siringico 45.9 ng/g Antioxidante Magalhaes y
(desi) col (2017)
Grano entero Acido p- 0.04 a 12.23 ug/g Antioxidante Aguilera 'y col
(kabuli) hidroxibenzoico (2011a)
hexdsido
Acido p- 0.57 ng/g
hidroxibenzoico
aldehido
Derivados de acido hidroxicinamico
Testay Acido p-cumarico 17.6 pglg Antioxidante, Sreerama y
cotiledon 99.4 ng/g Antihipertensiva, col (2010);
inhibicién de a- Sreerama y
amilasa y a- col (2012)
glucosidasa
Acido cafeico 17.7 nglg
103.3 ng/g
Acido clorogénico 27.3 nglg
77.4 nglg
Acido ferdlico 42.2 nglg
159.2 ng/g
Acido sinapico 20.6 pg/g
21.9 ng/g
Flavonoles
Quercetina 104.9 ng/g
7.01 ng/g
Kaempferol 979 ug/ g
55ug9/g
Miricetina 28.3 ug/ g
4.4 19/ g
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Cuadro 6. Continuacion...

Muestra Compuesto Concentracion Actividad del Referencia
Identificado Extracto
Grano entero Rutina 0.52 ng/g Antioxidante Aguilera y col
(kabuli) (2011a)
Quercetin hexésido 0.07 ug/g
Kaempferol 3-O- 0.60 nug/g
rutindsido
Grano entero Quercetin-3-0O- 5.0 ng/g Antioxidante Magalhaes y col
(desi) ramnosido (2017)
Quercetin-3- 7.2 ng/g
galactésido
Miricetin-3-O- 7.4 uglg
ramnésido
Luteolin-8-C- 1.2 ug/g
glucdsido
Flavanoles
Catequina 147.5-178.2 ugl/g Antioxidante Fratianni y col

Grano entero
(kabuli)

Testay
cotiledén de

garbanzo

Epicatequina
Isoflavonas
Biocanina B
hexdsido
Derivado biocanina B
Biocanina A
Derivado biocanina A
Biocanina A 7-O-
glucdsido
Genistein hexdsido

Genisteina

Daidzeina

1.23-1.36 ug/g

6.6 ng/g

22.1 ug/g

16.1 pg/g
18.6 pg/g

10.3-15.1 pglg

13.2 ug/g
0.86 ng/g

3.2 ug/g

3.4 ug/g (cotileddn)

Antioxidante

Antioxidante,
Antihipertensiva,
Inhibicion de a-

amilasa y a-

glucosidasa

(2014)

Aguilera y col
(2011a)

Sreerama y col
(2010); Sreerama
y col (2012)
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Cuadro 6. Continuacion...

Muestra Compuesto

Identificado

Concentracion

Actividad del

Extracto

Referencia

Flavonas y Flavanonas

Grano entero Luteolina
Grano entero 5,7-dimetoxiflavona
(kabuli)

Pinocembrina
malonilhexdsido

Pinocembrina

0.55 pg/g

11.10 ug/g

1.68 ug/g

1.37 pglg

Antioxidante

Antioxidante

Fratianni y col
(2014)
Aguilera y col
(2011a)
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Estos investigadores sugieren que el mayor contenido de fendlicos y flavonoides
en los genotipos desi y silvestres se debe al color oscuro de los granos en estos tipos
de garbanzos.

A pesar de la importancia de las leguminosas y en particular el garbanzo, aun
existe poca informacion acerca de la identidad de cada uno de los fitoquimicos

presentes en el grano y su asociacion con las actividades bioldgicas.

2 Péptidos bioactivos

En la actualidad las proteinas se investigan no so6lo desde el punto de vista
nutricional o funcional, sino como materia prima para la obtencion de péptidos
bioactivos (Lee y col, 2013). Los péptidos bioactivos se pueden definir como
fragmentos especificos de las proteinas que poseen actividades bioldgicas
importantes (Soares de Castro y Sato, 2015). Estos péptidos son secuencias de
aminoacidos de tamarfo pequeno, entre 2-20 residuos, inactivos dentro de la proteina
intacta pero que pueden ser liberados tras la hidrélisis de la proteina y ejercer
diversos efectos benéficos para el organismo (e.g., AA, antihipertensiva,
anticancerigena y efectos inmuno-moduladores) (Chen y col, 1998; Lafarga y Hayes,
2014; Singh y col, 2014).

Los péptidos bioactivos han ganado importancia tanto en la industria
farmacéutica como en la alimentaria; a la fecha se han identificado mas de 3,000
péptidos con actividades bioldgicas importantes y buenas propiedades funcionales.
Estos péptidos estan registrados en distintas bases de datos como BIOPEP, EROP-
Moscow, PeptideDB y PepBank (Minkiewicz y col, 2008b). La informacién de estas
bases de datos y las herramientas bioinformaticas BLAST y QSAR se han usado
para el disefio in silico de péptidos con actividad biolégica especifica.

La secuencia de aminoacidos de los péptidos determina la actividad biolégica
que presentan; mientras que el método usado para la obtencion definira su
secuencia y estructura. Uno de los métodos mas utilizados para generar péptidos
bioactivos es el empleo de enzimas proteoliticas especificas; estas enzimas catalizan
la hidrélisis de enlaces peptidicos de las proteinas y pueden actuar en enlaces éster

y amida. En general, todas la proteasas tienen un cierto grado de especificidad para
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el sustrato basandose en la secuencia de aminoacidos que rodean directamente el
enlace que se rompe (Soares de Castro y Sato, 2015).

La base de datos MEROPS contiene informacion especifica sobre proteasas,
desde el grado de hidrdlisis hasta las condiciones de hidrdlisis éptimas para cada
enzima (pH, temperatura, tiempo) o combinaciéon de enzimas, condiciones que
influyen considerablemente en la bioactividad del péptido (You y col, 2009; Sarmadi y
Ismail, 2010; Su y col, 2011).

Los péptidos de garbanzo se han obtenido enzimaticamente con pepsina,
tripsina, quimotripsina, alcalasa, flavorzima y papaina, solas 0 en combinacion
(Cuadro 7) (Real Hernandez y Gonzalez de Mejia, 2019). Las actividades bioldgicas
mas estudiadas en los hidrolizados y péptidos de garbanzo son antioxidante,
hipocolesterolémica y en mayor medida antihipertensiva (Inhibicién de ECA), aunque
también se han asociado con propiedades anticarcinogénicas, antimicrobianas y
antiinflamatorias.

Zhang y col (2011b) reportaron por primera vez un péptido antioxidante (ASN-
ARG-TYR-HIS-GLU obtenido de un hidrolizado proteinico de garbanzo; la inhibicion
de este péptido del radical DPPH y la peroxidacion de lipidos fue mayor que la del a-
tocoferol. Xue y col (2012) analizaron péptidos hidrolizados de proteinas de
garbanzo, los cuales presentaron AA y antitumoral; los autores identificaron al
péptido ARG-GLN-SER-HIS-PHE-ALA-ASN-GLN-PRO aislado de la fracciéon de
albuminas como el principal responsable de la AA. Sin embargo, solo en los péptidos
ASN-ARG-TYR-HIS-GLU (Guo y col, 2014) y ARG-GLN-SER-HIS-PHE-ALA-ASN-
ALA-GLN-PRO (Xue y col, 2018) se tiene evidencia que sugiere su potencial
antioxidante en humanos. Por otro lado, Milan-Noris y col (2018) evidenciaron la
actividad antiinflamatoria de hidrolizados proteinicos de germinados de garbanzo

obtenidos mediante simulacion gastrointestinal.
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Cuadro 7. Péptidos bioactivos y actividades asociadas en garbanzo

Péptido

Enzima

Actividad

Referencia

ALA-LEU-GLU-PRO-

ASP-HIS-ARG;

THR-GLU-THR-TRP-
ASN-HIS-PRO-GLU-HIS-

PRO-GLU-LEU;

SER-ALA-GLU-HIS-GLY-

SER-LEU-HIS

ARG-GLN-SER-HIS-
PHE-ALA-ASN-ALA-

GLN-PRO

ASP-HIS-GLY;
VAL-GLY-ASP-ILE

SER-GLU-GLY-GLY-
LEU-ILE-THR-TRP-ASN-
PRO-SER-ASN-LYS;
SER-PRO-ILE-TYR-
SER-ASN-LYS-PHE-

GLY-LYS

Pepsina +

Pancreatina

Alcalasa +

Flavourzyma

Alcalasa

Pepsina +

Pancreatina

Antioxidante

Antioxidante,
Antiproliferativa,
Antitumoral,

Hipocolesterolémica

Antioxidante

Antiinflamatoria

Torres-Fuentes y
col (2015)

Kou y col (2013);
Xue y col (2015);
Xue y col (2018)

Ghribi 'y  col
(2015)

Milan-Noris y col
(2018)
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Yust y col (2012) evaluaron la actividad hipocolesterolémica de hidrolizados de
proteinas de garbanzo obtenidos con alcalasa-flavourzyma, observando que los
hidrolizados redujeron en un 50 % la solubilidad micelar del colesterol.
Recientemente, Sanchez-Chino y col (2019) observaron una disminucion en la
concentracion de triglicéridos y lipoproteinas de baja densidad en ratones
alimentados con una dieta hipercaldrica y con hidrolizados de proteinas de garbanzo;
los autores explican que los aminoacidos hidrofébicos podrian quedar expuestos
durante la hidrdlisis y competir con el colesterol en la formacion de lipoproteinas,
disminuyendo la absorcion intestinal. Estos estudios demuestran el potencial de los

hidrolizados de proteina de garbanzo como ingredientes bioactivos.

3 Actividad antioxidante

El garbanzo contiene compuestos antioxidantes, los cuales son sustancias que
retrasan, previenen o eliminan el dano oxidativo de una molécula (Saxena y col,
2007). Las células en proliferacion como las del sistema inmunolégico son
particularmente susceptibles al estrés oxidativo, el cual se define como el estado
celular caracterizado por un exceso en la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y/o reduccidon de defensas antioxidantes (Donkena y col, 2010). Las
ROS pueden alterar la estructura de las membranas lipidicas y del ADN, incluyendo
modificaciones de bases, ruptura de la cadena y rearreglos cromosomicos que
pueden causar alteraciones en los patrones de metilacién (Donkena y col, 2010).

La AA de los distintos grupos de compuestos depende de la estructura individual
y del numero de hidroxilos sustituyentes, asi como del peso molecular. En
flavonoides, esta caracteristica se asocia con la presencia en la molécula de grupos
orto dihidroxi en el anillo B, un doble enlace entre el C2 y C3 en conjunto con la
posicion 4-oxo en el anillo C y grupos 3-5 hidroxi, y la funcion 4-oxo en los anillos A 'y
C (Velioglu y col, 1998).

Los compuestos antioxidantes mas estudiados son los fendlicos. Duefias y col
(2004) analizaron la AA en testa y cotiledon de dos variedades de lenteja y chicharo,
encontrando una mayor AA en testa, la cual relacionaron con diferencias en la

cantidad y tipos de compuestos fendlicos (flavononas, flavanoles y proantocianidinas)
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que contiene. Xu y col (2007) y Oomah y col (2011) reportaron que el contenido de
fendlicos totales de distintas leguminosas mostré6 una correlacion positiva y
significativa con su AA; sin embargo, no reportaron la identidad de los compuestos
fendlicos responsables.

Zia-Ul-Haq y col (2008) reportaron valores de AA (ORAC) para garbanzo tipo
desi de la India en un rango de 858 a 1140 ymol ET/100 g (bs). En contraste,
Aguilera y col (2011a) encontraron valores ORAC de 27.8 y 16.4 ymol ET/g en las
variedades de garbanzo tipo kabuli Castellano y Sinaloa, respectivamente; los
autores atribuyeron estas actividades a la presencia de compuestos fendlicos como
hidroxibenzoicos, flavonas, flavanonas e isoflavonas. Heiras-Palazuelos y col (2013)
reportaron un rango de valores ORAC de 5011 a 5756 ymol ET/100 g muestra (bs)
en cinco genotipos de garbanzo tipo desi cultivados en el estado de Sinaloa,
demostrando el potencial que tienen estos materiales como fuente de mejora de la
AA. Los autores también encontraron que esta actividad presentdé una alta
correlacion positiva con el contenido de compuestos fendlicos totales.

En garbanzo también se han reportado otros fitoquimicos que presentan AA
como fitosterol y tocoferol. Kalogeropoulos y col (2010) reportaron un buen contenido
de fitoesterol (48.9 mg/100 g) que ofrece proteccion contra la oxidacion de LDL y los
sugieren como componentes dietarios importantes para mantener una buena salud
cardiaca; los autores también registraron el contenido de tocoferoles (1.78 mg/100
g), los cuales son considerados como los antioxidantes lipidicos mas efectivos ya
que previenen la oxidacion lipidica actuando como secuestradores de radicales
perdoxido.

Ademas de las propiedades antioxidantes presentadas por un gran numero de
fitoquimicos, también se ha reportado la presencia de péptidos con AA en
leguminosas como soya y garbanzo (Moure y col, 2006; Kou y col, 2013). Dentro de
las propiedades antioxidantes asociadas a estos péptidos se incluyen su habilidad
para inactivar especies reactivas de oxigeno, secuestrar radicales libres, ademas de
la posibilidad de impedir la penetracion de iniciadores de la oxidacion de lipidos por
la formacion de una capa protectora alrededor de las moléculas de lipidos (Moure y

col, 2006; Zhu y col, 2008). Estas actividades dependen en gran medida de la
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secuencia de aminoacidos que presenta el péptido; por ejemplo, los péptidos que
contienen residuos de histidina tienen propiedades antioxidantes que les permiten
quelar iones metalicos, inactivar especies reactivas de oxigeno y secuestrar radicales
libres (Chen y col, 1998).

En general, todos los aminoacidos que se encuentran en las proteinas pueden
reaccionar con radicales libres de alta energia. Entre los aminoacidos mas reactivos
se incluyen los azufrados metionina y cisteina, los aromaticos triptéfano, tirosina y
fenilalanina, y los que contienen anillo imidazol como la histidina. Sin embargo, los
aminoacidos individuales son antioxidantes poco efectivos en alimentos o sistemas
bioldgicos; por lo tanto, es importante cuidar que no exista una protedlisis extensiva
de proteinas alimentarias, ya que podria resultar en una disminucién de la AA
(Sarmadi y Ismail, 2010). En este contexto, la secuencia de aminoacidos de un
péptido le confiere propiedades fisicoquimicas y bioldgicas unicas. La mayoria de los
péptidos antioxidantes derivados de fuentes alimentarias presentan intervalos de
peso molecular de 5 a 18 kDa; asimismo, frecuentemente incluyen residuos de
aminoacidos hidrofébicos como valina o leucina en el amino terminal, asi como
prolina, histidina, triptéfano, tirosina, metionina y cisteina en sus secuencias.

Megias y col (2007) evaluaron la inhibicion de la oxidaciéon de [-caroteno en
presencia de cobre de dos fracciones de hidrolizados proteinicos y péptidos
purificados de garbanzo generados con alcalasa y alcalasa-flavourzyma. Los
péptidos purificados fueron mejores inhibidores de la oxidacién que los hidrolizados
proteinicos, lo cual se atribuyd a una mayor proporcion de residuos de histidina en
los péptidos. Sin embargo, también se sugiri6 que el tamafio y secuencia de los
péptidos tiene mucha influencia en la actividad, ya que a pesar de que el numero de
residuos de histidina fue mayor en los péptidos generados con alcalasa-flavourzyma,
la mayor actividad la presentaron los péptidos obtenidos solo con la enzima alcalasa.
Por otro lado, Kou y col (2013) evaluaron la AA por DPPH de hidrolizados de
albumina de garbanzo (porcentajes de inhibicion de 23-43%) y demuestran su
potencial. Recientemente, Serrano-Sandoval y col (2019) evaluaron la actividad
antioxidante celular de glutelinas y albuminas de garbanzo germinado en presencia

de selenio; los autores demuestran un incremento en la actividad antioxidante y un
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efecto protector en células Caco-2 de las proteinas selenizadas después de ser
hidrolizadas con pepsina-pancretina, el mejor efecto protector sobre células Caco-2

se registro para los hidrolizados de glutelinas selenizadas.

4 Actividad anticancerigena

El cancer es uno de los problemas de salud mas importantes y su desarrollo se
relaciona tanto con factores genéticos como ambientales (dieta, estilo de vida, fumar,
exposicidon prolongada al sol y a residuos toxicos); alrededor del 35% de los casos de
cancer se han asociado con la dieta (Doll, 1992; Benigni, 2005). En la evolucién del
cancer, un evento clave es la ocurrencia de mutaciones en el ADN y la modulacion
de la mutagenicidad que puede alterar el efecto de compuestos genotoxicos, por lo
que se ha incrementado el interés sobre la actividad de las sustancias
antimutagénicas presentes en los alimentos (Rodriguez-Munoz y col, 2009).

Las plantas o alimentos de origen vegetal representan la principal fuente de
metabolitos con actividades antimutagénicas y anticarcinogénicas y varios estudios
han mostrado una relacion entre estas actividades y la AA (Johnson, 2003; Rocha-
Guzman y col, 2007).

Knekt y col (1997) observaron una relacion inversa entre el consumo de
flavonoides y la incidencia de cancer de pulmon, efecto que fue atribuido
principalmente a la quercetina. La quercetina es uno de los compuestos fendlicos
que es muy eficiente en la eliminacién de radicales libres (Liu y col, 2010). Los
flavonoides modulan vias de transduccion de sefales implicadas en la expresion
geénica, la progresion del ciclo celular, la proliferacion, el metabolismo y apoptosis
(Ramos, 2008).

Otro fendlico de interés es el kaemferol, éste se distribuye ampliamente en los
alimentos de origen vegetal y en particular en garbanzo (Mekky y col, 2015; Quintero-
Soto, 2015; Quintero-Soto y col, 2018). Se ha demostrado que el consumo de
kaemferol reduce drasticamente y de manera significativa el riesgo de contraer
cancer de ovario (Gates y col, 2007), por lo que este flavonoide podria ser un agente
prometedor en quimioprevencién. Sin embargo, los efectos directos de kaemferol en

las células de cancer de ovario son todavia desconocidos.
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Garzén-Tiznado y col (2013) demostraron la actividad antimutagénica de tres
genotipos de garbanzo tipo desi en la cepa TA98 de Salmonella typhimurium (%
inhibicién = 57.8-62.3%); esta actividad correlacioné positivamente con el contenido
de fendlicos totales y AA y sugieren la importancia de los fendlicos en la
prevencion/tratamiento del cancer. Sin embargo, se requieren estudios adicionales
para determinar los mecanismos involucrados en estos efectos. Chen y col (2015)
evaluaron el efecto quimiopreventivo de extractos de isoflavonas de garbanzo
encontrando que inducen la apoptosis de células de cancer de mama, lo que sugiere
su uso como tratamientos quimiopreventivos y quimioterapéuticos.

Actualmente, el efecto anticancérigeno de péptidos derivados de fuentes
naturales ha tomado relevancia. Los péptidos tienen una alta afinidad y especificidad
por blancos terapéuticos, baja toxicidad y biodisponibilidad (Bhutia y Maiti, 2008).
Xue y col (2015) demostraron el efecto antiproliferativo del péptido ARG-GLN-SER-
HIS-PHE-ALA-ASN-ALA-GLN-PRO, derivado de la fraccion de albuminas de
garbanzo, en células de cancer de mama MCF-7; que el péptido sintético inhibio la
proliferacion de células MDA-MB-231; y que incrementd en la concentracion de la
proteina apoptoética p53, lo cual fue atribuido a la unién del péptido con el dominio de
unién al ADN de la proteina p53, lo que impide su degradacion o mutacion.

Recientemente, Gupta y col (2019) purificaron de garbanzo silvestre una proteina
tipo lectina y evaluaron su efecto sobre lineas celulares cancerigenas de humano
(HepG2, Ishikawa, MCF-7 y MDA-MB-231); el peso molecular de la lectina fue
inferior al péptido lunasina que tiene propiedades anticancerigenas. La lectina
purificada mostré una disminucion dosis-dependiente de la viabilidad celular, efectos
protectores sobre el ADN, actividad antifungica y antibacteriana. Sin embargo, no se
detallaron los mecanismos de accion de esta proteina sobre las actividades

evaluadas.

5 Actividad antidiabética
La diabetes mellitus tipo 2 es un trastorno metabdlico caracterizado tanto por
defectos progresivos en los secretores de insulina, asi como por resistencia periférica

a esta misma, lo que conduce a hiperglucemia crénica y alteraciones del
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metabolismo. La alta incidencia de diabetes se atribuye a cambios en el estilo de
vida, el consumo de alimentos ricos en grasas y carbohidratos y la vida sedentaria
que conduce a la obesidad (Ardisson Korat y col, 2014). La diabetes se controla
disminuyendo la hiperglucemia posprandial y una forma de lograrlo es mediante el
control o retraso de la absorcion de glucosa en el intestino delgado (Campbell y
Rains, 2014). Esto se puede lograr mediante la inhibicion de las enzimas a-amilasa o
a-glucosidasa, las cuales hidrolizan polisacaridos durante la digestion. El almidon
presente en los alimentos, junto con otros polisacaridos, son hidrolizados por la
enzima a-amilasa a otros oligosacaridos; estos oligosacaridos son sustrato de la o-
glucosidasa que libera los monosacaridos que son absorbidos (Kim y col, 2014).

La a-amilasa esta formada por tres dominios (A, B y C); la triada catalitica de

esta enzima se encuentra en el dominio A (ASP'®", GLU*® y ASP3®

) (Brayer y col,
1995). El ASP'™ es un nucledfilo que ataca al carbono anomérico del sustrato y
forma un enlace covalente, separando al extremo reductor del almidén, después una
molécula de agua ataca el centro anomeérico para romper el enlace covalente entre
ASP™ y el sustrato, uniendo un grupo hidroxilo al centro anomérico; durante esta
reaccion, GLU?® y ASP*® actian como catalizadores acido/base, ya sea juntos o por
separado (Brayer y col, 2000).

La a-glucosidasa humana es lisosomal y consta de varios dominios: N-terminal
tipo-P, lamina B, B/a que tiene dos inserciones después de la cadena 3 (B3 y p4), y
dos dominios lamina B cerca y lejos del extremo C-Terminal. El sitio activo de la
enzima esta ubicado en el extremo C-terminal de la cadena B del dominio catalitico
B/a donde se forma un bucle entre la cadena B y los insertos B3 y 4 (Roig-Zamboni
y col, 2017). El sitio activo presenta residuos hidrofébicos e hidrofilicos que
estabilizan al sustrato principalmente mediante interacciones hidrofébicas (Ur
Rehman y col, 2019). La a-glucosidasa tiene un mecanismo de reaccion clasico de
doble desplazamiento de Koshland mediante la union por puentes de hidrogeno del
carbono anomérico del sustrato y el residuo ASP®'®, mientras que los residuos
GLU**' y ASP®'® actian como donadores de protones estabilizando el estado de
transicion del sustrato en conjunto con ARG®® e HIS®™* (Hermans y col, 1991; Roig-
Zamboni y col, 2017; Ur Rehman y col, 2019).
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Otra manera de controlar la diabetes es mediante la inhibicion de la enzima
dipeptidil peptidasa-4 (DPP4); DPP4 degrada el péptido 1 similar a glucagén (GLP-1)
y el péptido insulinotropico dependiente de glucosa (GIP); GLP-1 y GIP son
responsables de estimular la secrecion de insulina (Patel y Ghate, 2014). La DPP4
es una serin proteasa que hidroliza péptidos y proteinas en el extremo N-terminal de
prolina, hidroxiprolina, deshidroprolina o alanina (Rahfeld y col, 1991). La DPP4
consta de tres regiones principales: cola citoplasmatica (aminoacidos 1-6), region
transmembranal (7-8) y una parte extracelular (29-766). A su vez, la region
extracelular tiene dos dominios: el primero contiene la triada catalitica (SER®®,
ASP"%/ASN"'® y HIS™) y un pliegue o/B-hidrolasa (508-766); y el segundo presenta
una cadena de ocho hélices B (56-497) que también forman parte del sitio de union a
sustrato (Patel y Ghate, 2014). La DPP4 tiene dos sitios de unién: el sitio 1 (S1) esta
formado por aminoacidos hidrofébicos (TYR®*’, TYR®'! VAL®® TRP®® TYR®®?
TYR®®® y VAL™") que permiten que los aminoacidos no cargados interacttien con la
triada catalitica; y el sitio 2 (S2) involucra interacciones claves con GLU?®°, GLU?® y
ARG'®| esta formado por una cadena hidrofdbica larga y una cadena aromatica que
incrementan la afinidad por los sustratos. Ademas, DPP4 presenta una cavidad mas
grande que esta rodeada por VAL?", SER**®, ARG>*® y PHE*’ y forman el subsitio
S2° (Dey col, 2019).

La obtencion de compuestos o péptidos que interactiuen con los aminoacidos
cataliticos de las enzimas es una buena manera de disminuir su actividad. Los
agentes antidiabéticos actualmente disponibles (sulfonilureas, biguanidas, diprotina
A, sitagliptina e inhibidores de a-glucosidasa y a-amilasa, entre otros) tienen un uso
limitado debido a efectos secundarios indeseables y altas tasas de fracaso (Kasetti y
col, 2010). En este sentido, los alimentos de origen vegetal con propiedades
antidiabéticas pueden proporcionar una fuente util para el desarrollo de agentes
hipoglucemiantes orales mas seguros y eficaces. La actividad hipoglucemiante de un
numero de plantas y productos vegetales ha sido evaluada y confirmada en modelos
animales, asi como en seres humanos (Kasetti y col, 2010; Sunil y col, 2012).

Las leguminosas contienen lectinas que originalmente fueron consideradas como

agentes antinutricionales y que debian desnaturalizarse por tratamiento térmico
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antes del consumo humano. Sin embargo, existe evidencia cientifica que sugiere que
las lectinas pueden jugar un papel clave en la prevencién de ciertos tipos de cancery
ser utilizadas como agentes terapéuticos para prevenir o controlar la diabetes (Wang
y col, 2000; Gonzalez De Mejia y Prisecaru, 2005; Pryme y col, 2006; Hartmann y
Meisel, 2007). El uso potencial de las lectinas de leguminosas como un nutracéutico
para el control de la diabetes se puede atribuir a su capacidad de aglomerar
carbohidratos, disminuyendo la absorcidon en el torrente sanguineo y por su
capacidad para resistir la digestion gastrica sin dejar de ser bioldégicamente activa
(Roy y col, 2010).

Algunos fitoquimicos de leguminosas también poseen actividad antidiabética,
entre ellos las isoflavonas de garbanzo con actividad hipoglucémica (Li y col, 2007).
La genisteina de garbanzo disminuyé significativamente los niveles de insulina en
suero, colesterol, triglicéridos, lipoproteinas de baja y alta densidad y aumento la
tolerancia a la glucosa en ratas con diabetes tipo 2 (Wei y col, 2017). Este
compuesto puede utilizarse para tratar la diabetes tipo 2 y estimular la liberacion de
insulina en el caso de la diabetes tipo 1 (Haneishi y col, 2011). Li y col (2015)
sintetizaron isoflavonas derivados de genisteina y demostraron su actividad
hipoglucémica en el modelo celular HepG2 resistente a insulina; algunos derivados
mostraron mayor actividad que los precursores y también registraron efectos
aditivos/sinérgicos, sugieren que estos efectos se debe a que actuan sobre
diferentes blancos en el organismo.

El potencial antidiabético de las leguminosas esta dado también por péptidos
bioactivos presentes en hidrolizados proteinicos, tal es el caso de los péptidos
reportados por Oseguera-Toledo y col (2015), Mojica y col (2015), de Souza Rocha y
col (2015), Oseguera Toledo y col (2016) y Mojica y col (2017) en diferentes
variedades de frijol. Estos estudios sugieren que las fracciones de proteinas de
leguminosas pueden ser una fuente alternativa de péptidos bioactivos para ser
utilizados como ingredientes nutraceuticos en las dietas de pacientes con diabetes.
No se encontraron reportes donde se identifiquen péptidos con esta actividad en
garbanzo, por lo que es importante caracterizar hidrolizados proteinicos de esta

leguminosa para conocer si son una fuente de este tipo de péptidos.
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D DIVERSIDAD GENETICA Y MEJORAMIENTO DE GARBANZO

Desde hace décadas se han implementado programas de mejoramiento de
garbanzo con el objetivo de crear variedades con mayor productividad y buena
estabilidad, semillas grandes y de alta calidad, resistencia al estrés abidtico y bidtico,
y una estructura de planta adaptada para la recoleccion mecanica (Singh, 1990).
Dicho potencial solo puede realizarse plenamente si se cuenta con una diversidad de
materiales genéticos que permita seleccionar o mejorar caracteristicas especificas.
Por tal razén, se han realizado esfuerzos en las principales regiones productoras del
mundo, entre ellas el estado de Sinaloa a través del Instituto Nacional de
Investigadores Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP), para identificar fuentes de
resistencia y transferirla a variedades de interés comercial mediante mejoramiento
clasico.

Las primeras variedades mejoradas de garbanzo blanco tipo kabuli para el
Noroeste de México obtenidas por seleccion individual fueron Unién, Angostura,
Culiacan 860 y Sinaloa. Durante las décadas de 1970 y 1980 se obtuvieron otras
variedades como Surutato 77, Sonora 80 y Santo Domingo 82, las cuales
presentaban ademas de mejor rendimiento y calidad, resistencia al ataque de
Fusarium, misma que se introdujo de garbanzo tipo forrajero. Con el trabajo de
INIFAP se han ido liberando variedades como Tubatama 88, Mocorito 88, Blanco
Sinaloa 92, Hermosillo 93, Pitic 93, Costa 2004, Suprema 03, Jumbo 2010 y Blanoro.
Las variedades desarolladas en México presentan caracteristicas que le han
permitido constituirse en cultivos; algunas de ellas se muestran en el Cuadro 8.

En lo referente al desarrollo de nuevas variedades, el uso de marcadores
moleculares como parte de un programa de seleccidén asistida es de gran utilidad
para complementar la seleccion en campo que actualmente se realiza por
instituciones como el INIFAP. Ademas, el desarrollo de estos materiales se ha
basado solo en criterios agrondmicos, dejando de lado caracteristicas funcionales,
nutricionales y nutracéuticas del grano de garbanzo, por lo cual existe la necesidad
de generar variedades que ademas de ser resistentes a enfermedades y posean

buen tamafo de grano, también cuenten con caracteristicas alimentarias adecuadas
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para darle mayor valor agregado a la produccion y mejorar su competitividad en los
mercados de exportacion (Manjarrez y col, 2004).

La mayoria de las investigaciones en garbanzo se han enfocado hacia la
busqueda y desarrollo de marcadores moleculares asociados con estreses bibtico y
abidtico, destacando en primer lugar los esfuerzos para descubrir y caracterizar un
gran numero de microsatélites (Sethy y col, 2006; Varshney y col, 2007). El
polimorfismo encontrado con estos marcadores ha permitido el desarrollo de mapas
genéticos para la identificacién de loci asociados con algunos caracteres de interés
agronomico (Abbo y col, 2003), destacando la enfermedad de la rabia causada por el
hongo Fusarium (Sharma y Muehlbauer, 2007).

Existen pocos reportes en la literatura relacionados con la identificacién de loci o
marcadores asociados con caracteristicas de calidad del grano en garbanzo. Un
ejemplo de ello es el trabajo realizado por Abbo y col (2005), quienes realizaron un
mapeo genético en una poblacién derivada de la cruza entre los genotipos de
garbanzo Cr205 (silvestre) y Hadas (kabuli), identificando cuatro QTL asociados con
el contenido de luteina, uno con B-caroteno y tres con el peso de 100 granos. Saeed
y col (2013) identificaron 11 SSR asociados a caracteristicas agronoémicas
(susceptibilidad a la plaga Ascochyta, tolerancia al frio, peso de 100 granos y
rendimiento), destacando el marcador TS84 que se encontré asociado con la
mayoria de las caracteristicas evaluadas. Recientemente, Jadhav y col (2015)
analizaron la variacion en el contenido de proteina cruda en 30 genotipos de
garbanzo y la relacionaron con el genotipo de 23 SSR; se identificaron 19
microsatélites asociados al contenido de proteina distribuidos en los grupos de
ligamiento LG1, LG2, LG3, LG4 y LG5, demostrando el uso potencial de estos
marcadores para el mejoramiento de garbanzo.

En lo que respecta a los materiales de garbanzo del noroeste de México, nuestro
grupo de investigacion ha iniciado la caracterizacidn molecular de algunos de estos
genotipos con microsatélites en la idea de apoyar los esfuerzos realizados por el
programa de mejoramiento genético del INIFAP (Chavez-Ontiveros y col, 2020).
Dentro de los principales resultados se puede destacar el alto numero de alelos por

locus (5.3) y un alto valor de diversidad genética total (0.72), demostrando una
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amplia variabilidad genética en los materiales de garbanzo estudiados. En la Fig. 8
se muestra un dendograma con la distancia genética de los materiales estimada por
microsatélites. De manera general, los 23 genotipos de garbanzo analizados se
integraron en dos grupos principales: tipo desi y tipo kabuli. En el caso del garbanzo
tipo desi, los genotipos ICC3761 e ICC4418, dos genotipos de color negro originarios
de Iran, formaron el primer grupo con menor distancia genética. En el caso del
garbanzo tipo kabuli, los genotipos que mostraron la menor distancia genética fueron
Santo Domino 82 y Evora 98, donde este ultimo es el resultado de una cruza entre
Surutato 77 y Santo Domingo 82, dos genotipos que representan la base genética de

diversos genotipos kabuli desarrollados en México.

E PROTEOMICA EN LEGUMINOSAS

La protedmica involucra la caracterizacion de la expresion de las proteinas
codificadas por un genoma y el establecimiento de sus propiedades funcionales y
estructurales (Anderson y Anderson, 1998). En este sentido, la protedmica separa,
identifica y caracteriza proteinas a gran escala, define niveles de proteinas
celularmente, investiga complejos de proteinas, elucida funciones, rutas metabdlicas
e interrelaciones (Kenyon y col, 2002). El analisis del proteoma tiene muchas
ventajas con respecto a la sola enumeracién de los genes, ya que la expresion de los
mismos dependera del tipo celular y de los estimulos del medio. Aunado a ello, la
regulacion de los eventos celulares puede ocurrir a nivel de proteinas sin aparente
cambio en la abundancia de ARNmM, principalmente por la presencia de
modificaciones post-traduccionales (Rose y col, 2004).

La protedmica es relativamente nueva y se establecié sobre la base de técnicas
analiticas conocidas como la electroforesis y la espectrometria de masas (Humphery-
Smith y col, 1997). La electroforesis bidimensional (2D-PAGE) separa las proteinas
por medio de dos parametros fisicoquimicos. La primera dimensidén, conocida
también como isoelectroenfoque, separa las proteinas a través de un gradiente de
pH inmovilizado; las proteinas migran hasta el punto en el cual su carga es cero

(punto isoeléctrico, pl).
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Fig 8. Relaciones genéticas entre 23 genotipos de garbanzo de México y del
ICRISAT. Dendrograma obtenido con el método UPGMA basado en la distancia de
Nei y col (1983). Los grupos | y Il corresponden a los genotipos Kabuli y Desi,
respectivamente.

Chavez-Ontiveros y col (2020)
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La segunda dimension separa las proteinas en funciéon de su masa molecular
utilizando un agente tensoactivo, como dodecil sulfato de sodio (SDS), que se une a
la proteina para proporcionar una relacién uniforme entre la carga y la masa, lo que
permite que las proteinas se separen de acuerdo a su masa (Herbert y col, 1997;
Gorg y col, 2004).

La principal aplicacién de la 2D-PAGE es la protedmica de expresion. En este
sentido, la acumulacién de proteinas de dos muestras se puede comparar de forma
cualitativa y cuantitativa. La aparicion o desaparicion de manchas proporciona
informacion sobre la acumulacién diferencial de proteinas y la intensidad de las
manchas permite conocer los niveles de acumulacién (Gil, 2003). Posteriormente, las
manchas son identificadas mediante espectrometria de masas. Algunas de las
etapas criticas en 2D-PAGE son la preparacion de la muestra y la solubilizacién de
las proteinas, asi como obtener un buen enfoque de estas. Posteriormente, las
proteinas se visualizan por tincién con azul de Coomassie o plata; sin embargo este
ultimo método de tincidn no es compatible con la identificacion de proteinas por
espectrometria de masas (MS) (Patton, 2000), ya que fija las proteinas en el gel,
evitando su digestién y la recuperacion de algunos péptidos formados.

Para la identificacion de las proteinas de interés, una vez analizadas las
diferencias cuali y cuantitativas mediante programas computacionales, la proteina es
removida del gel y digerida con una proteasa, usualmente tripsina. La mezcla de
péptidos se lava para eliminar las sales y se resuspende en un solvente adecuado
para su analisis posterior por espectrometria de masas (Gorg y col, 2004).

La espectrometria de masas se basa en la obtencion de iones a partir de
moléculas organicas en fase gaseosa; una vez obtenidos estos iones se separan de
acuerdo con su masa y su carga, y finalmente se detectan por medio de un
dispositivo adecuado (Yates, 2000). La espectrometria de masas puede llevarse a
cabo en una solo etapa (MS) o en tandem (MS/MS). El primer paso de la MS en
tandem involucra la ionizacion de la muestra y la separacion basada en la relacion
masa-carga de los iones primarios; enseguida se selecciona un i6on con un valor de
masa-carga especifica y es fragmentado, los iones fragmentados detectados

después pasan a través de un segundo espectrometro de masas (Fig. 9).
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Este proceso produce una serie de iones fragmentados que pueden diferir en un
solo aminoacido/compuesto, permitiendo obtener una porcion de la identidad del
analito para ser determinada y usada para la busqueda en base de datos.

Cuando un analito ha sido identificado, el patrén de fragmentacion teérico puede
ser predicho y comparado con lo observado en el espectro MS/MS por asignacion de
otros picos que puedan validar la identificacién. Este proceso puede repetirse para
cada uno de los analitos fragmentados de la muestra (Rose y col, 2004).

En afos recientes, esta tecnologia ha permitido determinar la identidad y funcion
de un gran numero de proteinas de leguminosas. Sin embargo, a pesar de la
importancia econdmica del garbanzo y de su contribucién en la nutricion de los seres
humanos, los reportes que realicen protedmica de garbanzo son escasos; los
estudios existentes se han enfocado principalmente en la identificaciéon de proteinas
de garbanzo relacionadas con condiciones de estrés bidtico/abidtico.

Chang y col (2011) caracterizaron las fracciones de albuminas y globulinas de
proteinas del grano de garbanzo mediante un analisis protedmico basado en la
combinacion de 1D-PAGE y LC-MS/MS; en las globulinas, identificaron las fracciones
11S y 7S y dieciocho péptidos que tienen homologia con las subunidades a y 3 de
legumina de garbanzo; por otro lado, en la fracciéon albumina se identificaron
dieciséis péptidos como precursores de provicilina. El estudio protedmico de
garbanzo de Jaiswal y col (2012) identifico por MALDI-TOF/TOF y LC-ESI-MS/MS 91
proteinas involucradas en diversas funciones celulares (e.g., energética,
metabolismo, sintesis y degradacién de proteinas), registrando que el 70% de las
proteinas identificadas presentan dominios transmembranales y posiblemente sean
proteinas integrales de membrana. Bar-El Dadon y col (2013) analizaron la fraccion
de globulinas de garbanzo, encontrando una subunidad de 20 kDa correspondiente a
una vicilina 7S, cuya secuencia mostro similitud con la proteina glicinina de soya la
cual ya habia sido reportada anteriormente por otros investigadores como alérgeno.

Heidarvand y Maali-Amiri (2013) estudiaron las proteinas expresadas durante
situaciones de estrés por frio en garbanzo, observando cambios en las enzimas del
sistema antioxidante, con una mayor acumulacidn de la enzima ascorbato

peroxidasa. Estos investigadores sugieren que esta enzima podria ser considerada
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como un biomarcador de la tolerancia al frio. Por otro lado, Singh y col (2016)
realizaron un estudio de proteédmica comparativa entre una linea no domesticada de
garbanzo y una cultivada. El analisis por 2D-PAGE revelé solo seis proteinas
expresadas diferencialmente, lo cual se puede atribuir a que los autores utilizaron un
rango amplio de punto isoeléctrico (3-10). La identificacion de estas proteinas por
MALDI-TOF-MS revel6 que en su mayoria pertenecen a proteinas de
almacenamiento tipo leguminas.

Uno de los principales problemas que afectan la planta de garbanzo es el estrés
por sequia. Gupta y col (2020) estudiaron las proteinas acumuladas en la raiz de
garbanzo durante condiciones de sequia. Dicho analisis permitio la identificacion de
74 proteinas expresadas diferencialmente utilizando electroforesis bidimensional y
espectrometria de masas (MALDI-TOF-MS); estas proteinas estan involucradas en
distintos procesos bioldgicos como el metabolismo de carbohidratos y lipidos
(gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, malato deshidrogenasa, transaldolasa e
isocitrato deshidrogenasa), metabolismo de proteinas (adenosina quinasa 2 y
proteinas disulfuro-isomerasa), sistema antioxidante (glutation S-transferasa,
ascorbato peroxidasa y tiorredoxina), transduccion de sefales (actina-101 y proteina
B similar a 14-3-3), metabolismo secundario (cinamoil-CoA reductasa-1 y chalcona-
flavonona isomerasa 2), metabolismo de nitrégeno (glutamina sintetasa vy
homocisteina metiltransferasa) y respuesta a estrés (proteina de choque térmico,
proteina de dominio CS y similares a la quitinasa 2).

Sin embargo, a la fecha no se ha reportado un analisis de la variabilidad en la
acumulacion de proteinas en genotipos de garbanzo de México que pueda ser
relacionada con la diversidad genética presente en estos materiales. Ademas, el
conocer la identidad de proteinas acumuladas diferencialmente entre estos genotipos
pudiera ayudar a explicar las variaciones encontradas en sus propiedades

nutrimentales y nutracéuticas.
F PEPTIDOMICA EN LEGUMINOSAS

Los péptidos y proteinas son uno de los principales componentes de los

alimentos de origen animal y vegetal. Los péptidos son obtenidos por hidrdlisis de las
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proteinas mediante el uso de métodos quimicos o fisicos (Martinez-Maqueda y col,
2013). Un esquema basico de trabajo en la peptidomica incluye la extraccion de las
proteinas de interés, limpieza y/o purificacién del extracto proteinico, hidrdlisis
enzimatica o tecnoldgica de las proteinas, purificaciéon de fracciones peptidicas o
péptidos puros e identificacion de los péptidos por espectrometria de masas
(Minkiewicz y col, 2008a).

Existe una gran variedad de herramientas de extraccion y purificacion de
péptidos en funcién de sus caracteristicas fisicoquimicas y estructurales, como la
solubilidad, hidrofobicidad, peso molecular, punto isoeléctrico, entre otros; se utilizan
diferentes agentes proteoliticos para la digestion de las proteinas, incluidas enzimas
como la tripsina o quimotripsina, asi como reactivos quimicos como la hidroxilamina
o el bromuro de cianégeno (Martinez-Maqueda y col, 2013). La especificidad del
enlace amida o los enlaces escindidos por estos reactivos permite la obtencion de
péptidos especificos que facilitan la interpretacion de sus espectros de masas y la
busqueda en las base de datos (Minkiewicz y col, 2008a).

En la practica es dificil analizar péptidos alimenticios debido a la presencia de
compuestos indeseados como lipidos, acidos nucleicos y azucares; es por eso que
se requieren pasos extras de purificacion. La cromatografia liquida de fase reversa y
la electroforesis capilar son métodos basicos utilizados en el analisis del peptidoma
de alimentos (Poliwoda y Wieczorek, 2008).

Kou y col (2013) purificaron péptidos de la fraccidon de albuminas mediante
cromatografia de exclusién por tamafio y espectrometria de masas; las fracciones
obtenidas presentaron buena capacidad de inhibicion de los radicales ABTS y DPPH,
principalmente la fraccion CPe-lll (Arg-GIn-Ser-His-Phe-Ala-Asn-Ala-GIn-Pro), la cual
también inhibio la proliferacién de células de cancer de mama y redujo los niveles de
colesterol total y triglicéridos de ratones hiperlipidémicos (Xue y col, 2015; Xue y col,
2018).

Torres-Fuentes y col (2015) purificaron péptidos a partir de proteinas de
garbanzo; los péptidos se obtuvieron por hidrélisis con pepsina y pancreatina y
purificados mediante cromatografia liquida rapida de proteinas (FPLC), utilizando

cobre inmovilizado como ligando, y cromatografia de exclusion por tamafo; la
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espectrometria de masas mostréo que los péptidos forman parte de la proteina
legumina A; a demas, observaron que los péptidos tenien la capacidad de eliminar
radicales libres y generaban un efecto protector sobre células Caco-2 expuestas a
agentes oxidantes.

Recientemente, Milan-Noris y col (2018) analizaron, por cromatografia en fase
reversa preparativa y espectrometria de masas, hidrolizados proteinicos de
germinados de un garbanzo tipo desi y uno kabuli (Blanco Sinaloa 92); los
hidrolizados se obtuvieron por simulacion gastrointestinal; los autores reportaron un
total de 24 péptidos candidatos para la actividad antiinflamatoria de los hidrolizados.
Sin embargo, se requiere purificar y evaluar dichos péptidos individualmente para
encontrar los responsables de dicha actividad.

A pesar de lo anterior, existen pocos estudios donde los péptidos de garbanzo se
purifiquen, secuencien y determine su contribucion a las diversas actividades
biolégicas asociadas a los hidrolizados proteicos; en particular, son escasos los
estudios sobre péptidos provenientes de los genotipos de garbanzo de interés para el

programa de mejoramiento de INIFAP en México.

G METABOLOMICA DE LEGUMINOSAS

La metabolomica es la rama de la bioquimica analitica que se encarga de
clasificar y cuantificar moléculas presentes en los sistemas bioldgicos conocidas
como metabolitos (Nagana Gowda y col, 2017). Se refiere al estudio de perfiles
metabdlicos asociados a diversas condiciones bioquimicas o ambientales. El
metabolismo primario hace referencia a moléculas que son indispensables para el
desarrollo de la planta (e.g., proteinas, lipidos, vitaminas, azucares), mientras que el
metabolismo secundario estudia aquellas moléculas de bajo peso molecular que son

sintetizadas por las plantas pero no son indispensables para su sobrevivencia.

Uno de los enfoques de la metabolomica es el desarrollo y descubrimiento de
biomarcadores alimenticios y nutricionales importantes para conocer las posibles
relaciones entre enfermedades y dieta, asi como también mejorar el conocimiento

acerca de los componentes alimentarios, micronutrientes y sus posibles efectos en
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los organismos (Nagana Gowda y col, 2017). Actualmente se utilizan dos métodos
complementarios en las investigaciones metaboldomicas: huella metabdlica y disefio
de perfiles metabdlicos. En el disefio de perfiles metabdlicos, los métodos de analisis
utilizados para medir metabolitos de una clase determinada son cuantitativos. En la
huella metabdlica se hacen comparaciones para determinar si los metabolitos han
cambiado debido a la exposicion a diversas condiciones. Para hacer este tipo de
comparaciones se utilizan métodos semicuantitativos, cromatografia liquida de alta
resolucion acoplada a espectrometria de masas y resonancia magnética nuclear. Los
datos generados suelen requerir de herramientas bioinformaticas.

Aguilera y col (2011b) investigaron el perfil de compuestos fendlicos de harinas
de frijol variedad Cannellini y Pinto con ayuda de un HPLC con detector de arreglo de
diodos acoplado a un espectrdmetro de masas con fuente de ionizacion ESI,
identificando un total de 24 compuestos en frijol pinto y 18 en Cannellini, dentro de
los cuales se encontraron acidos hidroxicinamicos y benzoicos, catequinas,
procianidinas, cumarinas y flavonoles. De los 24 compuestos identificados en frijol
pinto, 13 fueron flavonoides y 11 acidos fendlicos; mientras que en Cannellini solo 6
fueron flavonoides y el resto acidos fendlicos (12). Stanisavljevi¢c y col (2015)
identificaron metabolitos secundarios del tipo fendlico en testa de chicharo,
identificando un total de 41 compuestos entre los que se encontraron el acido
rosmarinico, rutina, morina, naringeina y hesperetina.

En lo que respecta al garbanzo, Sreerama y col (2010) analizaron la composicion
de fendlicos en testa, cotiledon y eje embrionario utilizando cromatografia liquida de
ultra resolucion (UPLC), identificando tres flavonoles (quercetina, kaempferol y
miricetina), dos isoflavonas (daidzeina y genisteina), cinco derivados de acido
benzoico (acido galico, acido protocatecuico, p-hidroxibenzoico, vanillico y siringico)
y cinco derivados de acido cinamico (acido cafeico, clorogénico, ferulico, sinapico y
p-cumarico). Quercetina, kaempferol y miricetina se encontraron distribuidos en toda
la semilla, pero su contenido fue mayor en testa, mientras que los acidos cinamicos
fueron los principales constituyentes del cotiledén; también identificaron las

antocianinas cianidina, delfinidina y petunidina en testa, pero no en el cotiledon.
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Aguilera y col (2011a) determinaron el perfil de compuestos fendlicos en dos
variedades de garbanzo, destacando Blanco Sinaloa 92 para el que identificaron 12
compuestos, principalmente isoflavonas como derivados de biocanina A y B, asi
como derivados de quercetina, kaempferol, acido hidroxibenzoico y &acido p-
cumarico. Fratianni y col (2014) identificaron por UPLC los compuestos fendlicos de
dos variedades de garbanzo, Sassano y Calsevita; registrando acido galico,
clorogénico, cafeico, cumarico, ferulico, catequina, epicatequina, rutina, luteolina y
quercetina, siendo catequina el compuesto mas abundante en ambos materiales. Por
otro lado, Magalhaes y col (2017) identificaron solamente &acidos fendlicos (p-
hidroxibenzoico y gentisico) en cinco genotipos kabuli de Europa, mientras que en un
genotipo desi adicionalmente reportaron derivados glucosilados de los flavonoides
luteolina, miricetina y quercetina.

Uno de los estudios metabolémicos mas completos en garbanzo fue realizado
por Mekky y col (2015), quienes identificaron 96 compuestos fendlicos en cultivares
de Egipto mediante RP-HPLC-DAD acoplado a un espectrometro de masas con
fuente de ionizacion ESI y analizador cuadrupolo-tiempo de vuelo (ESI-QTOF-MS). La
gran diversidad de compuestos estuvo conformada en su mayoria por derivados de
acidos fendlicos y flavonoides. Los principales acidos fendlicos fueron galico,
vanillico, p-hidroxibenzoico, p-cumarico, ferulico y sinapico, asi como algunos
derivados glucdsidicos. Los principales flavonoides fueron del tipo flavonoles (29)
como rutina, isoramnetina, kaempferol y derivados de kaempferol y quercetina.
También se detectaron 12 isoflavonas y 2 isoflavononas, tales como genisteina,
biocanina A, orobol y dos isémeros de dalpanina.

Sin embargo, existen pocos reportes en los que se identifiquen los compuestos
fendlicos presentes en los distintos genotipos de garbanzo y se evalue la
contribucion de cada fendlico a la actividad biolégica, por lo que es importante
caracterizar el perfil de compuestos fendlicos y su contribucion a la actividad
antioxidante de genotipos de garbanzo tipo kabuli desarrollados por INIFAP y otros

tipo desi de interés alimentario.
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IV OBJETIVOS

A OBJETIVO GENERAL

Determinar los perfiles de compuestos fendlicos y péptidos de genotipos de

garbanzo y su asociacion con la actividad antioxidante y antidiabética del grano.

B OBJETIVOS ESPECIFICOS

1)

2)

Caracterizar el perfil de compuestos fendlicos de extractos metandlicos en 18

genotipos de garbanzo de interés alimentario.

Caracterizar el perfil de globulinas y albuminas de los genotipos de garbanzo

estudiados.

Evaluar la actividad antioxidante de extractos metandlicos e hidrolizados

proteicos de los garbanzos estudiados.

Evaluar la actividad antioxidante y antidiabética de fracciones peptidicas
purificadas a partir del genotipo de garbanzo mas sobresaliente en cuanto a

su actividad antioxidante y contenido de proteinas.

5) Caracterizar el perfil de péptidos de fracciones purificadas a partir del genotipo

de garbanzo mas sobresaliente.

Determinar asociaciones entre los compuestos fendlicos y péptidos con las
actividades antioxidantes y antidiabéticas evaluadas en los genotipos de

garbanzo seleccionados.
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V MATERIALES Y METODOS

A MATERIALES

Se utilizaron un total de 18 genotipos de garbanzo (Cicer arietinum L), cuyo
nombre y origen se indican en el Cuadro 9. Dentro de ellos se incluyen ocho
genotipos tipo desi (Fig. 10) provenientes de la coleccion del Banco Mundial de
Germoplasma del Instituto Internacional de Investigacion de Cultivos para Zonas
Tropicales Semiaridas (ICRISAT), asi como 10 genotipos tipo kabuli (Fig. 11), nueve
facilitados por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP) y uno por el ICRISAT. Estos materiales fueron cultivados bajo
condiciones de riego en el Campo Experimental Valle de Culiacan (CEVACU) del

INIFAP con la ayuda de la MC. Milagros Ramirez Soto.

B METODOS
1 Caracterizacioén del perfil de compuestos fendlicos
a Preparacioén de extractos metandlicos

Para determinar del perfil de compuestos fendlicos primeramente se prepararon
extractos metandlicos siguiendo la metodologia de Sreerama y col (2010) con ligeras
modificaciones. Se mezclaron 0.75 g de harina de garbanzo con 30 mL de metanol al
80 % (v/v), la mezcla se homogeniz6 por 30 min en un agitador orbital y
posteriormente se sénico por 30 min. El extracto sonicado se hidrolizé con 12 mL de
HCI 2M durante 30 min a 90 °C en bafo Maria. Después de centrifugar (15,000 g, 20
min), el sobrenadante se mezclé con 30 mL de hexano, se recuperd la fase acuosa y
se mezcldé con 50 mL de agua. Posteriormente se agregaron 30 mL de acetato de
etilo, se recupero la fase de acetato de etilo y se llevé a sequedad en un rotavapor.
El residuo seco se resuspendié en 0.75 mL de metanol al 80% y se pasé por un filtro
de 0.45 pym (PVDF membrana HPLC certified, Pall, USA). Los extractos se

almacenaron a -20 °C hasta su posterior analisis.
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Cuadro 9. Genotipos de garbanzo (Cicer arietinum L.) utilizados

Genotipo Colorde Pais de Pedigri

grano origen
Tipo Kabuli
Surutato 77 Beige México (L-41 x Macarena) x Macarena’

Sto. Dom. 82 Beige México (L-41 x Breve Blanco) x Breve Blanco?
Bco. Sin. 92 Beige México Sto. Dom. 82 x Blanco Lechoso®
Progreso 95 Beige México  Sto. Dom. 82 x ILC-72*

Suprema 03 Beige México  Bco. Sin. 92 x Bco. Sin. 92°

Jumbo 2010 Beige =~ México Dwelley x Bco. Sin. 92°

Blanoro Beige México  (L-4924 x Blanco Lechoso) x Bco. Sin. 927
Hoga 021 Beige México Bco. Sin. 92 x Blanco Lechoso*
Hoga 340 Beige México Sandford x Bco. Sin. 92*
ICC 3421 Beige Israel  P-4099°
Tipo Desi
ICC 6306 Negro Rusia  NEC 208°
ICC 3761 Negro Iran P-4376°
ICC 4418 Negro Iran P-5401-1°
ICC 3512 Café Iran ~ P-4216-1°
ICC 5383 Café India  NP-59-1°
ICC 13124 Café India P-1390/PI-450831°
ICC 14872 Café India H 79-100M8
ICC 5613 Verde India 8518

'Lopez Garcia y Andrade Arias (1979); 2Gémez Garza (1983); *Gémez-Garza y col
(2003a); “Gomez-Garza y Salinas-Pérez (2001b); *Gémez-Garza y col (2003b);
®Valenzuela-Herrera y col (2016); 'Ortega-Murrieta y col (2016); ®Pundir y col (1988).
*MC. Milagros Ramirez Soto, CEVACU-INIFAP, Culiacan, Sinaloa.
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Fig. 10. Genotipos de garbanzo tipo desi de la colecciéon de ICRISAT.
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b Cuantificacion de compuestos fendlicos totales

El contenido de fendlicos totales de los extractos metandlicos se determiné por el
método colorimétrico reportado por Singleton y col (1999) con pequefas
modificaciones. A 20 uL de extracto se le agregaron 220 uL del reactivo Folin-
Ciocalteu y la mezcla se dej6é reposar por 3 min en oscuridad. Posteriormente, se
agregaron 60 pL de una solucidn de carbonato de sodio al 7% (p/v) y se incubo por
90 min. La absorbancia de las muestras se midi6 a 750 nm utilizando un lector de
microplacas modelo Multiskan Sky (Thermo Fisher, Massachusetts, EUA). Se
prepar6 una curva utilizando acido galico como estandar y el contenido de fendlicos
totales se report6 como miligramos equivalentes de acido galico por 100 g de

muestra en base seca (mg EAG/ 100 g b.s.).

c Perfil de compuestos fendlicos

La metodologia utilizada para la identificacion y cuantificacion de compuestos
fendlicos es la descrita por Quintero-Soto y col (2018). Se tomaron 495 uL del
extracto metandlico y se pasaron por una pre-columna C18. Los compuestos se
eluyeron con acido férmico (1%)-acetonitrilo (4:6) y se secaron en un concentrador
modelo 5301 (Eppendorf). La muestra seca se reconstituyé en 495 uL de metanol al
80% y se le adicionaron 5 uL de estandar interno (acido 2-hidroxicinamico). Se
inyectaron 10 pL del extracto en un equipo HPLC-DAD ACCELA (Thermo Fisher
Scientific, Inc, Whaltman, EUA) y la separacién se realizé en una columna FORTIS
C18 (50 x 2.1 mm) (Fortis Technologies LTD., Cheshire, Inglaterra). Las fases
moviles fueron agua-acido formico al 1% (A) y acetonitrilo (B) con un flujo de 0.2
mL/min en un gradiente lineal de 95.5% a 40% de A en 40 min; finalmente la
columna se equilibré con 100% de fase A durante 5 min. La deteccion se realiz6é a
280, 320 y 350 nm. La identificacion de los compuestos fendlicos en la muestra se
realizd por comparacion de los tiempos de retencidn y espectros UV de los picos
cromatograficos de las muestras y estandares comerciales (acido galico, acido p-
hidroxibenzoico, acido siringico, catequina, miricetina, quercetina, genisteina,
kaempferol e isoramnetina), asi como por espectrometria de masas utilizando un

equipo LTQ-XL (Thermo Scientific, EUA) con una fuente de ionizacion por
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electroasperjado (ESI) operando en modo positivo/negativo con voltaje y temperatura
del capilar de 35 V y 300 °C, respectivamente. El analisis de los datos se llevo a cabo
con ayuda del software Xcalibur version 2.2 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
EUA) en modo de escaneo completo utilizando una relacion m/z de 110 hasta 2000.
Este analisis permiti6 conocer la masa molecular y fragmentos generados por los

compuestos.

2 Caracterizacion del perfil de proteinas de almacenamiento
a Determinacion de proteina total

Se utilizd el método 460.52 de la AOAC (2012) para la determinacion de
nitrdogeno mediante un sistema Kjeltec modelo 1009 y 1002 (Tecator, Suecia). Se
sometieron a digestion 0.2 g de muestra con 5 mL de acido sulfurico y la mezcla
reactiva de selenio (Merck Co., Alemania) a una temperatura de 200 °C.
Posteriormente, la muestra se diluyé con 10 mL de agua y destild; el destilado se
recibio en disoluciones de NaOH al 40% y acido bdrico al 4 % con indicador. Estas
muestras se titularon con una solucion valorada de HCI 0.1 N y su contenido de
proteina cruda se calculé multiplicando el contenido de nitrégeno total por el factor

6.25. La prueba se realizd por triplicado.

b Extraccion y cuantificacion de proteinas de almacenamiento

La extraccion de las fracciones de proteina se realizé mediante el método
descrito por Dziuba y col (2014) con algunas modificaciones. En la primera etapa la
harina fue desengrasada: 100 g de harina se mezclaron con 2 L de hexano; la
mezcla se agité durante 4 h a 20 °C y centrifugd a 15,000 g por 10 min; el
sobrenadante se elimind y se recuper6 la pastilla. Para la obtencion de las proteinas,
la pastilla se mezclé con 2 L de buffer de extraccion | (H,O desionizada estéril pH
8.0, CaCl; 10 mM, MgCl, 10 mM, PMSF 1 mM) y agité durante 4 h a 20 °C en una
placa de agitacion con ayuda de un agitador magnetico. La mezcla se centrifugd
(15,000 g, 20 min) y se recuperaron el sobrenadante (sobrenadante 1) y la pastilla
(residuo 1); al sobrenadante 1 se le agregaron 2 volumenes de acetato de amonio-

metanol (0.1 M) y se dejo reposar toda la noche (16 h) para precipitar las proteinas
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presentes en la muestra. La pastilla obtenida de la precipitacion se lavo con acetato
de amonio-metanol 0.1 M (1 L), metanol (1 L) y acetona (1 L); entre cada lavado, las
muestras se centrifugaron (15,000 g; 20 min; 4 °C), descartando los sobrenadantes y
luego se dejé secar la pastilla hasta evaporar la acetona; la pastilla seca se
resuspendié en agua (5 mL/ g de sélido seco) y se dializd6 (Membrana de celulosa,
6000-8000 Da, 25.5 mm x 30 m, Fisherbrand™, Whaltman, EUA) contra agua (2 L)
por 3 dias con tres cambios de agua al dia. El dializado se centrifugd (15,000 g, 20
min) y se recupero el sobrenadante, el cual se liofilizo para obtener la fraccion de
albuminas.

Para la extraccion de globulinas, el residuo 1 se resuspendié en 2 L de buffer de
extraccion Il [Tris-HCI 0.1 M (pH 8.0), NaCl 10 % (p/v), PMSF 1 mM, EDTA 10 mM],
agité durante 16 h a 20 °C en una placa de agitacion, con ayuda de un agitador
magnético, y centrifugd (15,000 g, 20 min). El sobrenadante recuperado se traté igual
que el sobrenadante 1 para la precipitacion, lavado y didlisis de las proteinas.
Finalmente, el dializado se centrifugd (15,000 g, 20 min) recuperandose la pastilla
correspondiente a la fraccion de globulinas.

La concentracion de albuminas y globulinas se determind colorimétricamente
utilizando el método del acido bicinconinico (BCA) (Brown y col, 1989); el cual
consiste en la reduccion del ion Cu*? a Cu* en presencia de proteinas a pH elevado
generando un complejo de color purpura, el cual presenta un maximo de absorcion a
550 nm. La concentracion de proteinas se estimo a partir de una curva de calibracion

realizada con albumina de suero bovino (BSA) como proteina estandar.

¢ Separacion electroforética

La separacion unidimensional de las proteinas se realizé por SDS-PAGE de
acuerdo con el protocolo de Laemmli (1970). El extracto protéico se resuspendio en
amortiguador de rehidratacién (urea 8 M, CHAPS 2 % p/v, DTT 50 mM, anfolitas 0.2
% vlv, azul de bromofenol 0.001 % p/v) y separ6 en una unidad electroforética
vertical MP3 (BioRad, Hercules, CA, EUA) y una fuente de poder EC600-90 (Thermo
EC, Waltham, MA, USA). Se utilizé un marcador de peso molecular pretefiido de

BioRad (miosina, 201.24 kDa; B-galactosidasa, 114.32 kDa; albumina de suero
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bovino, 74.14 kDa; albumina de huevo, 48.04 kDa; anhidrasa carboénica, 34.44 kDa;
inhibidor de tripsina de soya, 27.24 kDa; lisozima, 17.09 kDa y aprotinina, 6.25 kDa).
Los extractos de albuminas y globulinas (equivalentes a 5 mg y 1 mg de harina,
respectivamente) se mezclaron con un volumen equivalente de amortiguador de
muestra [Tris-HCI 62.5 mM (pH 6.8), SDS 2 % (p/v), glicerol 25 % (vl/v), 2-
mercaptoetanol 5 % (v/v), azul de bromofenol 0.01 %] y aplicaron en pozos de geles
de poliacrilamida de 12.5 % (p/v) para su separacion (Cuadro 10). Las proteinas en
el gel se tifieron durante 2 h con una solucion de azul brillante de Coomassie R-250
al 0.25 % (p/v) (Sigma, St Louis, MO, EUA) en 40 % de metanol y 10 % de acido
acético. El gel se destifio con una solucién de metanol-acido acético-agua (40:10:50
v/v) por 3 h y las imagenes de los geles se obtuvieron con un sistema de
fotodocumentacién XRS (BioRad). El contenido de cada una de las proteinas en las
diferentes subfracciones se estimd densitométricamente por medio del programa
Image Lab (BioRad), para lo cual se selecciond la misma area/volumen en cada una

de las subfracciones, tomando como referencia la de mayor intensidad y volumen.

d Identificacion de las proteinas

La identificacidon de las proteinas se realizé por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS) como describen Salazar-Salas y
col (2017). Primeramente, las bandas correspondientes a las proteinas de interés se
recuperaron del gel utilizando un bisturi. Las muestras fueron lavadas con
acetonitrilo, secadas al vacio, incubadas con ditiotreitol (DTT) 10 mM en bicarbonato
de amonio 0.1 M (NH4HCO3) durante 30 min a 56 °C y posteriormente adicionadas
con iodoacetamida 50 mM en NH4HCO3; 0.1 M por 30 min a temperatura ambiente.
Los geles se lavaron nuevamente con NHsHCO3; 0.1 M y secaron al vacio;
posteriormente se rehidrataron con una solucién de digestion [5 uL de una solucién
de tripsina (0.1 pg/uL, Promega, Madison, WI, EUA) mas 40 pyL de NHsHCO3; 50 mM]
y se incubaron a 37 °C durante aproximadamente 18 h. Los péptidos obtenidos se
desalaron utilizando puntas conteniendo resina tipo C18 en el extremo (Zip-Tip,
Millipore, Billerica, MA, EUA).
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Cuadro 10. Composicion de los geles concentrador y separador utilizados en

electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)

Gel concentrador (10 mL) Gel separador (10 mL)

Reactivo

4% 12.50%
Bisacrlamida 2 67% (oiv) 1.3 mL 42me
Qrg?\zh%tﬁgog de gel [Tris-HCI 25 mL o
?\rgcl)\l/’ltlgptﬁgogg de gel [Tris-HCI - 25 mL
SDS 10% (p/v) 0.1 mL 0.1 mL
Agua 6.1 mL 3.2mL
Persulfato de amonio 10% (p/v) 120 pL 50 pL
TEMED 30 pL 30 pL
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La mezcla de péptidos se analizd6 con un cromatografo de liquidos (ACCELA,
ThermoScientific, San Jose, CA, EUA) acoplado a un espectrometro de masas con
trampa de iones lineal (LTQ-XL, ThermoScientific) y una fuente de iones NanoSpray
(3.0 kV) operando en modo positivo.

La separacion cromatografica se llevé a cabo en una columna capilar de fase
reversa usando un gradiente lineal de 5-80% de acetonitrilo durante 120 min. La
adquisicion de los espectros de masas se realizd con el programa Xcalibur 2.2
(ThermoScientific) en un rango de masa-carga (m/z) de 300-2000; los iones mas
intensos se fragmentaron por disociacién inducida por colision (CID). Los datos se
analizaron con el programa Proteome Discoverer 1.3 usando el algoritmo SEQuest
contra una base de datos referenciada. Los parametros de busqueda para
modificaciones fueron los siguientes: cisteina carbamidometilada como fija y

oxidaciéon de metionina como variable.

3 Caracterizacion del perfil de péptidos
a Analisis BIOPEP

Previo a la obtencion de los hidrolizados proteinicos se realiz6 un analisis in silico
con la ayuda de la base de datos BIOPEP para predecir péptidos con actividad
antioxidante en las proteinas de garbanzo (Minkiewicz y col, 2008b). En primer lugar,
las secuencias de las proteinas identificadas en las fracciones albuminas y globulinas
se examinaron con la herramienta "accién enzimatica" disponible en BIOPEP para
predecir las secuencias de péptidos tedricos escindidas por 5 proteasas [tripsina,
pepsina, pancreatina papaina y subtilisina A (alcalasa)]. Ademas de la accién de
enzimas individuales, se investigd una accion combinada de las enzimas pepsina y
pancreatina para imitar el proceso de digestién gastrointestinal. En segundo lugar,
los péptidos tedricos obtenidos de diversas proteasas fueron sometidos a la opcion
"buscar fragmentos activos". Finalmente, se visualizé una lista de posibles péptidos
bioactivos y se seleccionaron sélo aquellos con potencial AA, lo que permitié conocer
las enzimas generadoras de dichos péptidos para seleccionar la o las mas
prometedoras para la obtencion de hidrolizados proteinicos con alto valor

antioxidante.
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b Obtencién de hidrolizados proteinicos

Los hidrolizados proteinicos se elaboraron a partir de las fracciones de proteinas
obtenidas previamente. Las proteinas (1 g de albuminas o globulinas) se
resuspendieron en 10 mL de agua (pH 8) y colocaron en bafio maria a 80 °C por 5
min para desnaturalizarlas y mejorar la disponibilidad de los sitios de corte de la
enzima. La muestra se dejo enfriar a 50 °C durante 5 min, posteriormente se adiciond
la enzima alcalasa (0.3 UA / g de proteina) y la hidrdlisis se llevo a cabo durante 90
min a 50 °C, manteniendo el pH constante a 8.0 con NaOH 5 N. Después de la
hidrdlisis, la enzima se inactivd a 80 °C durante 20 min. Las muestras se dejaron
enfriar a temperatura ambiente por 10 min y se centrifugaron a 5000 g por 20 min a
4°C. El sobrenadante se recupero y se filtré con la ayuda de filtros de membrana de
0.45 um. Finalmente, el filtrado se pasé por tubos de corte de peso molecular de 10
kDa para eliminar restos de proteinas sin hidrolizar. El filtrado recuperado se liofilizd

y se almacené a 4 °C hasta su posterior uso.

¢ Purificacion/ fraccionamiento de péptidos de los hidrolizados proteinicos
1) Primera purificacion

Los hidrolizados de globulinas y albuminas se separaron por cromatografia
liquida de ultra resolucion (UPLC) en una columna Luna C18 (150 x 4.6 mm)
(Phenomenex, Inc, EUA). En cada corrida se inyectd el equivalente a 5 mg de
hidrolizado. La elucién se realizé usando un gradiente y las fases mdviles agua-acido
férmico (1 %) (A) y acetonitrilo (B) con un flujo de 0.2 mL/min: 0-20 min, 95.5-96% A
20-68 min, 96-80% A; 68-115 min, 80-52% A; 115-120 min, 52-100% A. Tanto en
albuminas como en globulinas se colectaron fracciones correspondientes a 30 min de
la corrida; la fraccion 1 abarcé los péptidos eluidos del minuto 5 al 35, la fraccion 2

del minuto 35 al 65 y la fraccién 3 del minuto 65 al 95.

2) Segunda purificacion
Para la segunda purificacion se tomé la fraccion peptidica con mejores
caracteristicas AA y antidiabéticas en la purificacion anterior. Se tomaron 5 mg de la

fraccion purificada y se inyectaron nuevamente en el cromatografo de liquidos; los
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péptidos retenidos en la columna (Luna C18) se eluyeron utilizando las mismas fases
moviles (agua-acido formico al 1% y acetonitrilo) y flujo (0.2 mL/min) de la primera
purificacion. Se utilizé el siguiente gradiente: 0-20 min, 95.5-96% A; 20-35 min, 96-
91% A; 35-40 min, 91-100% A. Las nuevas fracciones se colectaron tomando en

cuenta su maximo de absorcion a 214, 257 y 280 nm.

3) Tercera purificacion

La tercera y ultima purificacion se realizé a partir de la fraccién que destaco en
AA y antidiabética en la segunda purificacién. Las condiciones de separacion fueron
similares a las purificaciones anteriores pero modificando el gradiente: 0-1 min, 99.5-
98% A; 1-15 min, 98-94% A; 15-18 min, 94-20% A; 18-20 min, 20-100% A. Las
nuevas fracciones se colectaron tomando en cuenta su maximo de absorcion a 257 y
280 nm.

d Perfil de péptidos de la fraccién purificada

Para determinar el perfil de péptidos de la fraccién purificada primeramente se
separaron 15 uL de la muestra por UPLC utilizando la columna, fases moviles y flujo
descritos previamente. El gradiente empleado se describe en la seccion c-3). La
deteccion se realizd a 257 y 280 nm. Los péptidos se identificaron en un
espectrometro de masas LTQ-XL (Thermo Scientific, EUA) utilizando una fuente de
ionizacion por electro-asperjado (ESI) operando en modo positivo con voltaje y
temperatura del capilar de 35 V y 300 °C, respectivamente. La adquisiciéon de los
espectros de masas se realizé con el programa Xcalibur 2.1 (Thermo Scientific, San
José, CA, EUA) en un rango m/z de 50-2000 y los iones mas intensos se
fragmentaron mediante disociacion inducida por colisiéon (CID). Los datos se
analizaron con el programa Proteome Discoverer 1.2 usando el algoritmo SEQUEST

contra una base de datos referenciada.
e Perfil de péptidos de los hidrolizados de albuminas y globulinas

Primeramente, la separacion de los péptidos se realiz6 como se describe en la

seccion c¢-1), y la identificacién como se describe en la seccion d.
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4 Evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos metandlicos
a Método ABTS

Se empled el método desarrollado por Re y col (1999). Se tomaron 7.5 yL de
muestra y se mezclaron con 292.5 uL de la solucion del radical ABTS™. La mezcla se
dejo reaccionar por 10 min a temperatura ambiente, protegida de la luz,
posteriormente se leyd el cambio en la absorbancia a 734 nm respecto a la
referencia del reactivo. La referencia del reactivo consistié en una solucion del radical
ABTS con el solvente de la muestra (metanol al 80%). Los valores fueron expresados
como umol equivalentes de Trolox (ET)/100 g de muestra en base seca (b.s.)

determinados a partir de una curva patron obtenida usando Trolox como estandar.

b Método DPPH

La actividad anti-radical DPPH de las muestras se determiné utilizando la
metodologia descrita por Brand-Williams y col (1995). Se preparé una solucion DPPH
(150 uM) disuelta en metanol. En una microplaca de 96 pozos se colocaron 20 pL de
cada muestra y se mezclaron con 180 pL de la solucion DPPH (150 uM). Después de
30 min de incubacién a 37 °C se midi6 la absorbancia a 510 nm en un lector de
microplacas modelo Multiskan Sky (Thermo Fisher, Massachusetts, EUA.). Para la
cuantificacion se utilizé una curva estandar de Trolox y los datos se expresaron como
pmol ET/100 g b.s.

c Método FRAP

El ensayo del poder de reduccién/antioxidante férrico (FRAP) se llevo a cabo de
acuerdo con Benzie y Strain (1996). El reactivo FRAP se prepar6 con 10 mL de
TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) 10 mM en HCI 40 mM, 10 mL de FeCl3*6H,O 20 mM y
100 mL de amortiguador de acetato de sodio 300 mM, pH 3.6. El reactivo FRAP se
preparé el mismo dia, el ensayo se realizé6 en microplaca mezclando 20 yL de
muestra y 280 uL de reactivo de FRAP; la mezcla se incub6 a temperatura ambiente
durante 30 min en oscuridad y se leyd la absorbancia a 595 nm en un lector de

microplaca modelo Multiskan Sky (Thermo Fisher, Massachusetts, EUA.). La
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cuantificacion se realiz6 empleando una curva de calibracion de Trolox y los

resultados fueron reportados como pmol ET/100 g b.s.

5 Evaluacion de la actividad antioxidante de los hidrolizados y las fracciones
peptidicas
a ABTS

Se utilizo el método de Re y col (1999) con las modificaciones de Mejri y col
(2017). Se tomd 1 pL de hidrolizado y se mezcl6 con 100 L de la solucion del radical
ABTS. La mezcla se dejo reposar por 6 min a temperatura ambiente y en oscuridad,
posteriormente se leyoé el cambio en la absorbancia a 734 nm. Los resultados se

expresaron como porcentaje de inhibicion del radical ABTS.

b DPPH

Se utilizé6 la metodologia descrita por Brand-Williams y col (1995) con las
modificaciones de Mejri y col (2017). Se prepardé una solucion DPPH (100 uM)
disuelta en etanol al 95%. Se tomaron 50 yL de cada hidrolizado o fraccién y se
mezclaron con 50 yL de la solucion DPPH (100 uM). Después de 30 min de
incubacion a temperatura ambiente se ley6 la absorbancia a 510 nm. Los resultados

se expresaran como porcentaje de inhibicion del radical DPPH.

6 Evaluacion de la actividad antidiabética de los hidrolizados y las fracciones
peptidicas
a Inhibicion de la enzima a-amilasa

La enzima a-amilasa hidroliza los enlaces a-1-4 de los distintos carbohidratos
presentes en la naturaleza, como el almiddn, generando residuos libres de glucosa.
La glucosa libre reacciona con el acido 3,5-dinitrosalisilico a altas temperaturas y
genera una coloracion rojo-naranja, la intensidad del color es proporcional a la
concentracion de azucares, de tal manera que si la enzima se inhibe no hay cambio
de color. La inhibicion de esta enzima se determind siguiendo la metodologia
propuesta por Mojica y col (2015). Se mezclaron 5 yL de muestra (100 pg/mL)y 5 uL

de una solucion de a-amilasa (13 U/mL); la mezcla se incubé por 10 min a 25 °C, se
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afnadieron 5 pL de una solucion de almidén al 1% y se incub6 nuevamente durante
10 min a 25 °C. Se agregaron 25 uL del reactivo coloreado acido dinitrosalicilico y la
mezcla se coloco en bafio maria a 100 °C por 5 min. Finalmente, la mezcla resultante
se diluy6é con 250 pyL de agua destilada y se midié la absorbancia a 520 nm en un
espectrofotometro modelo Multiskan Sky (Thermo Fisher, Massachusetts, EUA.). Los
resultados se expresaron como porcentaje de inhibicion en relacién al control positivo
(acarbosa 0.1 M).

b Inhibicién de la enzima a-glucosidasa

Se siguid el procedimiento de Mojica y col (2015), midiendo de manera indirecta
la actividad de la a-glucosidasa a través del p-nitrofenol liberado por la a-glucosidasa
cuando esta hidroliza el enlace alfa del compuesto p-nitrofenil-a-D-glucopiranésido;
una unidad de la enzima libera 1 umol/min de p-nitrofenol cuyo maximo de absorcion
es a 405 nm, por lo que a mayor inhibicién de la enzima, menor es la concentracion
de p-nitrofenol encontrada. Para la determinacién, 25 yL de muestra (100 pg/mL) se
mezclaron con 50 pL de la solucion de a-glucosidasa (1 U/mL) y la mezcla se incubd
durante 10 min a 25 °C. Posteriormente, se agregaron 25 pL de p-nitrofenil-a-D-
glucopiranésido (5 mM), la mezcla se incub6 5 min y se midié su absorbancia a 405
nm. Los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicién en relacion al

control positivo (acarbosa 0.1 M).

¢ Inhibicién de la enzima dipeptidil peptidasa IV

La inhibicién de la enzima dipeptidil-peptidasa IV (DPP4) se determiné utilizando
el kit MAK203 (Sigma-Aldrich, St.Louis, USA). El ensayo determina la capacidad de
la enzima DPP4 para cortar al dipéptido Gly-Pro del extremo amino del sustrato no
fluorescente hidrodromuro de Gly-Pro-7-amido-4-metilcumarina (H-Gly-Pro-7-AMC)
en presencia de un inhibidor; cada unidad de DPP4 que hidroliza al sustrato H-Gly-
Pro-7-AMC genera 1 mmol del producto flourescente 7-amino-4-metilcumarina
(AMC), el cual puede ser monitoreado flourométricamente, por lo que mientras menor
sea la flourescencia mayor sera la capacidad del inhibidor de inactivar a la enzima

DPP4. Para el ensayo, 49 uL de muestra se mezclaron con 1 uL de enzima DPP4 y
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la mezcla se incubd por 10 min a 37 °C protegida de la luz. Posteriormente se
agregaron 23 pyL de amortiguador de reaccion (Tris-HCI 0.1 M, pH 8.0) y 2 uL de
sustrato (H-Gly-Pro-7-AMC 1 mM), seguido de incubacion por 15 min a 37 °C. Se
midid la fluorescencia de las muestras utilizando longitudes de onda de excitacion y
emision de 360 y 460 nm, respectivamente. Las muestras se incubaron nuevamente
15 min y se midi6 la fluorescencia. Los resultados se expresaron como 1Cs (UM).
El porcentaje de inhibicion de la enzima DPP4 se determind con la siguiente formula:
Pendiente = ((fluorescencia2 — fluorescencia1)/ (Tiempo2 — Tiempo1))*100
% inhibicion de DPP4 = ((pendienteEC — pendienteSM)/ pendienteEC)*100
Donde:
Tiempo2 = 30 min
Tiempo1 =15 min
pendienteEC = Pendiente del control

pendienteSM = Pendiente de la muestra

7 Analisis de acoplamiento molecular

Para localizar el sitio de union de los péptidos purificados a las enzimas a-
amilasa, a-glucosidasa y dipeptidil peptidasa IV, se utilizaron los servidores web
GRAMM-X-Protein-Protein y Rosetta FlexPepDock y el programa Discovery Studio
4.0 (DS 4.0, Accelrys Software Inc., San Diego, CA). Las estructuras tridimensionales
de a-amilasa, a-glucosidasa y DPP4 se obtuvieron del banco de datos de proteinas
(Protein Data Bank) (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). Para a-amilasa se
utilizé el archivo 1HNY, para a-glucosidasa el archivo 5NN8 y para DPP4 el archivo
1X70. Mediante el programa Discovery Studio se eliminaron los ligandos y moléculas
de agua de los archivos para las tres enzimas; en el caso de DPP4 también se
removié el mondmero B. Los péptidos fueron disefiados en el mismo programa, a
estos se les agreg6 el campo de fuerza CHARMMS36. Todos los archivos fueron
guardados en formato PDB y enviados al servidor web de alineamiento molecular
GRAMM-XProtein-Protein  (versién 12.0) (Tovchigrechko y Vakser, 2005;
Tovchigrechko y Vakser, 2006) utilizando los parametros de referencia inicial del

servidor. Como resultado el servidor arrojo diferentes conformaciones de
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acoplamiento, con los respectivos aminoacidos del receptor (enzimas) que
interactuan con el ligando (péptidos) y la magnitud de fuerza de esta unidn; cada
conformacién presenté un valor global de energia minima, a partir del cual se eligio la
conformacién 6ptima. Posteriormente se extrajo el complejo como un archivo PDB,
utilizandolo como plantilla para realizar la dinamica molecular de refinado en el
servidor web Rosetta FlexPepDock (Raveh y col, 2010; London y col, 2011), técnica
que consiste en acoplar la proteina receptora y el ligando permitiendo flexibilidad
total de la conformacion del péptido y la cadena de unién del receptor. A partir de 200
estructuras de alta resoluciéon por cada complejo enzima-ligando se seleccioné el
complejo con la mejor energia global y de enlace para cada una de las tres enzimas

y péptidos.

8 Asociacion de los compuestos fendlicos con la actividad antioxidante

Una vez obtenidos los perfiles de compuestos fendlicos se establecid su
asociacion con los datos de AA (ABTS, DPPH y FRAP) mediante un analisis de
componentes principales (PCA). Finalmente, se evalu6 la AA de los compuestos
fendlicos mayoritarios a la misma concentracion que fueron encontrados en el
extracto metandlico del genotipo mas sobresaliente (ICC4418) para determinar su
contribucién a dicha actividad. También se evaluaron a concentraciones equimolares
(50 uM) por los tres métodos (ABTS, DPPH, FRAP) para calcular la actividad
esperada que se compard con el valor observado en la mezcla y asi establecer el

tipo de interaccion (aditiva, sinérgica o antagonista).

9 Asociacion de los hidrolizados proteinicos con la actividad antioxidante

Se realizd un analisis de componentes principales para establecer relaciones
entre los genotipos de garbanzo con base en la AA de los hidrolizados proteinicos de
los 18 genotipos de garbanzo estudiados. Finalmente, se determind la AA y
antidiabética de fracciones peptidicas purificadas a partir del genotipo mas
sobresaliente (ICC3761) para identificar los péptidos responsables de dichas

actividades.
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10 Analisis estadistico

El analisis de datos se realizd utilizando un disefio bifactorial con bloques
completamente al azar empleando el programa STATGRAPHIC plus versién 5.1
(Statistical Graphics CorporationTM, Rockville, Maryland, EUA). Se utilizé la prueba
de Tukey con un nivel de significancia del 5% para comparar las medias entre
garbanzos del mismo tipo. Para la comparacion entre los valores promedio de los
genotipos de garbanzo desi y kabuli se realizé una prueba t. Las relaciones entre las
variables analizadas para los genotipos de garbanzo se determinaron mediante un
analisis de componentes principales (PCA) usando el programa STATA version 11.1
(Stata Corp, College Station, Texas, USA).
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VI RESULTADOS Y DISCUSION
A ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y CONTENIDO DE COMPUESTOS FENOLICOS
DE LOS EXTRACTOS METANOLICOS
1 Actividad antioxidante de los 18 genotipos de garbanzo evaluados

En la evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos metandlicos de los
18 genotipos de garbanzo analizados por tres métodos (ABTS, DPPH y FRAP), el
menor valor de actividad antioxidante (AA) lo presentd el genotipo kabuli Jumbo
2010, mientras que el valor mas alto lo mostré el genotipo desi ICC 4418 (Cuadro
11); esto coincide con el comportamiento observado por Segev y col (2010) y
Marathe y col (2011) quienes observaron mayores valores antioxidantes en
garbanzos pigmentados con respecto a garbanzos de color blanco o crema. El
empleo de tres métodos para estimar la AA permite considerar diferentes
mecanismos de accidn y abarcar un mayor numero de compuestos fendlicos, ya que
la AA que presentan estos depende de su estructura (Prior y col, 2005).

Los valores de AA por ABTS para los genotipos tipo Kabuli variaron de 278.3
(Jumbo 2010) a 413.1 umol ET/ 100 g (Suprema 03) (Cuadro 11), los cuales son
superiores a los reportados por Han y Baik (2008) en el garbanzo tipo kabuli cv.
Dwelly (200 pymol ET/100 g). Para los genotipos desi, la AA vari6 de 1210.2
(ICC13124) a 2,417 umol ET/ 100 g (ICC4418). Estos valores son superiores a los
observados por Mekky y col (2015) en cinco genotipos de garbanzo desi de Egipto
(162 - 207 pumol TE/ 100 g), pero inferiores a los reportados por Zia-Ul-Haq y col
(2008) en genotipos de garbanzo pigmentados de Pakistan (3,720 - 4,530 umol TE/
100 g). El hecho de que los valores observados en este estudio sean superiores a los
encontrados por Mekky y col (2015) podria deberse a las diferentes condiciones en
las que fueron desarrollados los materiales, asi como a las condiciones en las que se
preparo el radical ABTS, ya que ellos lo diluyeron con agua, mientras que en nuestro
caso se utiliz6 amortiguador PBS pH 7.4. El tipo de transferencia utilizada por el
ensayo ABTS depende del pH, debido a que a valores altos disminuye el potencial
de ionizacion, lo que se refleja en una mayor capacidad de donacion de electrones

con la desprotonacion del grupo funcional reactivo.
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Cuadro 11. Actividad antioxidante de extractos metandlicos de los genotipos de

garbanzo estudiados

Genotipo ABTS DPPH FRAP
(nmol ET/100g) (umol ET/100 g) (nmol ET/100 g)

KABULI
Surutato 77 315.1 + 6.6° 83.7 +2.8° 84.6 +1.7°
Sto. Dom. 82 325.4 + 2.2% 38.8+2.9" 48.5+ 3.7
Bco. Sin. 92 333.3+7.1% 159.1 + 5.4° 74.4 +3.4°
Progreso 95 366.3 + 7.3 205.6 + 4.6° 133.7 +7.9°
Suprema 03 413.1 + 8.5° 199.4 + 4.9° 159.5 + 10.5°
Jumbo 2010 278.3+1.19 732+ 1.4 459+ 2.1¢
Blanoro 346.1 + 4.2 93.2 + 4.2° 80.7 + 3.0°
Hoga 021 412.6 + 16.22 140.2 + 4.6° 134.9+9.2°
Hoga 340 390.5 + 15.6% 242.8 +2.12 172.3+5.12
ICC3421 3259+ 7.6% 51.8 + 2.79 40.7 + 0.9¢
Promedio 350.6° 128.4° 97.50°
DESI
ICC6306 1928.7 + 105.1°  1216.4 + 3.2 1082.7 + 10.9°
ICC3761 1480.6 + 32.9° 935.4 + 7.6° 517.1 +7.3°
ICC4418 2417.5+213.12  1650.3 + 25.0° 1181.4 + 20.4°
ICC3512 1225.7 + 4.6° 899.8 + 3.7° 499.9 + 29.7°
ICC5383 1370.7 + 52.7% 569.5 + 12.49 244.9 + 10.4°
ICC13124 1210.2 + 19.1° 332.9 + 14.4" 925+57
ICC14872 1297.5 + 43.1% 7325+7.3 2443 +7.5°
ICC5613 1527.7 + 43.1° 1162.7 + 4.2° 618.8 + 13.9°
Promedio 1557.3% 937.5% 560.2*

ET: Equivalentes de Trolox. Los resultados estan expresados en base seca. Letras
diferentes en una misma columna para el mismo tipo de garbanzo indican diferencias
significativas (P<0.05) entre las medias de acuerdo con la prueba de Tukey. Letras
diferentes para los valores promedio de cada tipo indican diferencias significativas

(P<0.05) de acuerdo con una prueba t.
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El método ABTS es generalmente utilizado para determinar la AA de moléculas que
eliminan radicales por medio de la donacién de atomos de hidrogeno y de
antioxidantes de rompimiento de cadena (Leong y Shui, 2002). Esto sugiere que los
compuestos presentes en los extractos de los genotipos de garbanzo son capaces
de eliminar radicales libres por medio del mecanismo de donacidn de
electrones/protones y son capaces de proteger matrices susceptibles a la
degradacion oxidativa causada por dichas especies reactivas.

La AA por DPPH varié de 38.8 (Sto. Dom. 82) a 242.8 umol ET/ 100 g (Hoga
340) para los garbanzos kabuli y de 332.9 (ICC13124) a 1,650.3 umol ET/ 100 g
(ICC4418) para los genotipos desi (Cuadro 11). Han y Baik (2008) reportaron una AA
por DPPH para el garbanzo kabuli cv. Dwelly de 47 pymol ET/100 g, valor que cae
dentro del rango observado en este estudio para genotipos del mismo tipo. Por otro
lado, Zia-Ul-Haq y col (2008) reportaron valores DPPH de 105 a 124 pmol ET/100 g
para 4 garbanzos tipo desi de Paquistan, los cuales son inferiores a los observados
en este estudio para los tipo desi. Marathe y col (2011) reportaron una mayor AA por
DPPH en garbanzo tipo desi que en tipo kabuli, lo cual corresponde con los
resultados obtenidos en este estudio, ya que todos los genotipos tipo desi
presentaron una AA mayor que la de los tipo kabuli (Cuadro 11).

En cuanto a la AA por FRAP, los valores fueron hasta =29 veces mayores en los
genotipos desi (92.5 a 1,181.4 umol ET/ 100 g) con respecto a los kabuli (40.7 a
172.3 umol ET/ 100 g) (Cuadro 11). Segev y col (2010) midieron la AA por el método
FRAP de 17 genotipos de garbanzo (15 tipo desi y 2 tipo kabuli), encontrando valores
de 80 a 100 umol ET/ 100 g para los genotipos kabuli y de 730 a 3,110 umol ET/ 100
g para los genotipos desi. Estos valores corresponden con los observados en el
presente estudio para este método, los cuales variaron de 40.7 (ICC3421) a 172.3
(Hoga 340) umol ET/ 100 g en los genotipos kabuli y de 92.5 (ICC13124) a 1,181.4
(ICC4418) umol ET/ 100 g en los genotipos desi.

En cuanto a los garbanzos de México, se puede observar que durante el
desarrollo de nuevos materiales ademas del tamano y rendimiento del grano en la
mayoria de los casos se ha mejorado indirectamente su AA, con excepcion de
Jumbo 2010 que posee un grano muy grande (Cuadro 9). Por ejemplo, Blanco
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Sinaloa 92 presenté mayor AA por DPPH y FRAP que su progenitor Santo Domingo
82, mientras que Suprema 03 que resulté de la cruza entre dos lineas hermanas de
Blanco Sinaloa 92 presenté los valores mas altos de AA por los tres métodos dentro
de las variedades liberadas por INIFAP. En este caso, la seleccion de nuevos
materiales de garbanzo con base en caracteristicas agronomicas ha permitido en la

mayoria de los casos mejorar caracteristicas nutracéuticas del grano.

2 Contenido de compuestos fendlicos totales

De manera similar a lo observado en la AA, el contenido promedio de
compuestos fenolicos totales en los genotipos desi fue casi 5 veces mayor que el
observado en los de tipo kabuli, mostrando una amplia variabilidad entre los 18
genotipos estudiados (Cuadro 12).

Los fendlicos totales variaron de 24.1 (ICC3421) a 49.3 mg EAG/100 g (Hoga
340) en los garbanzos tipo kabuli, los cuales corresponden con lo reportado por
Wang y col (2016) en un garbanzo del mismo tipo (34.4 mg EAG/100 g). En los
genotipos desi se observaron valores de 69.9 (ICC13124) a 362.0 mg EAG/100 g
(ICC4418), cuyo rango comprende los valores reportados por Heiras-Palazuelos y col
(2013) (123-151 mg EAG/100 g) y Mekky y col (2015) (71-129 mg EAG/100 g) en
garbanzos tipo desi. EI mayor contenido de fendlicos totales en los genotipos desi
puede asociarse a una mayor presencia de estos compuestos en la testa de
garbanzos de color oscuro (Segev y col, 2010; Magalhaes y col, 2017), tal es el caso
de los genotipos ICC4418 e ICC6306 que presentaron los valores mas altos y ambos

genotipos son de color negro.

3 Perfil de compuestos fendlicos

Cromatogramas representativos (UPLC) de los genotipos desi (ICC5383) y kabuli
(Hoga 340) mostraron la presencia de 20 compuestos fendlicos (Fig. 12). Estos
compuestos fueron clasificados en dos grupos principales de acuerdo a su espectro
UV (Fig. 13): acidos fendlicos (acidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos) y

flavonoides (flavan-3-ol, flavonoles e isoflavonas).
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Cuadro 12. Contenido de fendlicos totales en los genotipos de garbanzo.

Fendlicos Totales

Genotipo
(mg EAG/100 g)
KABULI
Surutato 77 38.3+1.8°
Sto. Dom. 82 28.7 £ 1.1%
Bco. Sin. 92 37.9+1.2°
Progreso 95 44.2 +1.4°
Suprema 03 47.7 +1.3°
Jumbo 2010 27.1+1.3°
Blanoro 30.7 £ 1.2¢
Hoga 021 40.0 £ 1.3°
Hoga 340 49.3+1.2°
ICC 3421 24.1+1.0
Promedio 36.8°
DESI

ICC 6306 311.9+1.9°
ICC 3761 1734+ 1.1°
ICC 4418 362.0 + 8.9°
ICC 3512 136.7 + 7.4°
ICC 5383 100.2 + 3.6°
ICC 13124 69.9 + 1.6'
ICC 14872 102.1 + 4.9°
ICC 5613 161.3 + 3.2°
Promedio 177.2"

Los resultados estan expresados en base seca. Letras
diferentes en una misma columna para el mismo tipo de
garbanzo indican diferencias significativas (P<0.05) entre
las medias de acuerdo con la prueba de Tukey. Letras
diferentes para los valores promedio de cada tipo indican
diferencias significativas (P<0.05) de acuerdo con una

prueba t.
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Figure 12. Separacion cromatografica (UPLC-DAD) de los compuestos fendlicos
presentes en extractos metandlicos de los genotipos ICC5383 (A) y Hoga 340 (B). 1,
acido sinapico hexoéxido; 2, acido galico; 3, catequin pentésido; 4, acido
dihidroxibenzoico; 5, catequina; 6, vainillina; 7, acido p-hidroxibenzoico; 8, acido
benzoico; 9, acido p-coumarico; 10, acido ferulico; 11, miricetin-O-metil éter hexdsido
deoxihexdsido pentdsido; 12, miricetin-O-metil éter hexdsido deoxihexdsido; 13,
rutina; 14, miricetina; 15, genisteina hexésido; 16, isoramnetin 3-O-B-D-
glucopiranésido; 17, quercetina; 18, biocanina A; 19, kaempferol; 20, isoramnetina.

Se utilizé acido 2-hidroxicinamico como estandar interno (IS).
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Fig 13. Espectros UV-Visible caracteristicos de distintos tipos de compuestos

fendlicos. (A) Acido hidroxibenzoico. (B) Acido hidroxicinamico. (C) Flavonoide.
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Los acidos hidroxibenzoicos presentan el grupo benzoilo como su unico
cromoforo por lo que su espectro UV solo exhibe una banda en el rango de 255-280
nm. En contraste, los acidos hidroxicinamicos contienen un sistema cinamoilo
responsable de la banda | de absorciéon (310-325 nm) (Abad-Garcia y col, 2009).

Los flavonoides muestran dos bandas de maxima absorcion en el UV-Visible,
una en la region de 240 a 285 nm (banda Il) atribuida al anillo A, y la otra de 300 a
550 nm debida al anillo B (banda |). De éstas, la banda | es mas util porque
proporciona informacién mas selectiva, ya que todos los flavonoides absorben en la
region de 240-285 nm. Los flavanoles exhiben sélo absorcién de la banda Il de 269-
279 nm debido a la falta de conjugacion entre los anillos A y B; lo mismo se aplica a
as flavanonas, dihidroflavonoles e isoflavonas. Los flavonoles y las flavonas
muestran una absorcion de la banda | entre 300 y 380 nm (de Villiers y col, 2016).
Cabe sefialar que un aumento en el numero de grupos hidroxilo induce un
desplazamiento batocromico, es decir entre mas grupos hidroxilo tenga la molécula
la posicion de la banda se movera hacia mayor longitud de onda, mientras que la
orto-metilacién y glicosilacion producen un desplazamiento hipsocrémico.

En el Cuadro 13 se muestran los iones moleculares y fragmentos generados
durante la identificacion por MS de los picos separados por UPLC en los extractos
metanolicos de los genotipos de garbanzo estudiados. De los 20 compuestos
fendlicos que fueron identificados, 8 (40%) son tipo acido fendlico y 12 (60%) son tipo
flavonoide. Esto concuerda con lo reportado por Mekky y col (2015) quienes
registraron un mayor numero flavonoides (56%) que de acidos fendlicos (44%) en
siete genotipos de garbanzo de Egipto.

El pico 1 mostré maximos de absorcién (Amax) a 254 y 318 nm, indicando que es
un derivado de &acido hidroxicinamico. Al analizarlo por MS se encontré un ion
molecular [M-H] con m/z = 385 y un fragmento con m/z = 223 que corresponde a la
masa del acido sinapico, mientras que la diferencia corresponde a la pérdida de una
molécula de hexosa [M-162-H], por lo que se identific6 como acido sinapico
hexdsido; tambien se observaron fragmentos de m/z = 208, 191 y 179 que
corresponden a la posterior pérdida de metil, agua y carbono, respectivamente.

Mekky y col (2015) reportaron este mismo compuesto en garbanzo de Egipto.
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El pico 2 fue identificado como acido galico por comparacién de su tiempo de
retencidn, espectro UV y patron de fragmentacion por MS con los de su estandar
comercial. El analisis de MS en modo negativo mostré un ion molecular [M-H] de m/z
= 169 y dos fragmentos, uno de m/z = 125 que corresponde a la pérdida de una
molécula de CO, [M-44-H]. Este patron de fragmentacion fue reportado previamente
para acido galico por Mekky y col (2015) en garbanzo, Alshikh y col (2015) en lenteja
y Stanisavljevic y col (2015) en chicharo.

El pico 3 mostré un espectro de UV con Amax de 245 y 283 nm, similares a las
del estandar de catequina, pero con un tiempo de retencion diferente. Al analizarlo
por MS se observé un ién molecular [M-H] con una m/z = 421 y un fragmento en el
modo negativo con m/z = 289, el cual coincide con el peso de la molécula de
catequina, mientras que la m/z que se perdié corresponde a restos de pentosil [M-
132-H], por lo que fue identificado como catequin pentosa. Se han reportado
distintos derivados glicosilados de catequina en leguminosas como chicharo y lenteja
(Amarowicz y col, 2010; Stanisavljevic y col, 2015; Singh y col, 2017).

En el pico 4 se observé un idn molecular [M-H] con m/z = 153, y al fragmentarse
aparecieron dos iones, uno con m/z = 137 que muestra la pérdida de un oxigeno [M-
O-H] y otro con m/z = 109, lo que senala la pérdida de un grupo CO, [M-44-H]. El
espectro UV y patréon de fragmentacion concuerdan con lo reportado por Mekky y col
(2015) y por Aguilera y col (2011a) para el acido dihidroxibenzoico en extractos de
garbanzo de Egipto, México y Espana.

El compuesto del pico 5 fue identificado por comparacién de su tiempo de
retencidn, espectro UV y patron de fragmentacion con el estandar de catequina. Al
analizarse por MS aparecié un i6n molecular [M-H]" con m/z = 289, el cual
corresponde al peso de la catequina y un fragmento con m/z = 245 debido a la
pérdida de CO; [M-44-H]-. Alshikh y col (2015), Mekky y col (2015) y Stanisavljevi¢ y
col (2015) reportaron patrones de fragmentacion similares al observado en este
estudio para el compuesto catequina.

El pico 6 mostré6 un i6n [M-H] con m/z = 151 que al romperse generé dos
fragmentos, uno con m/z = 125 debido al rompimiento del anillo [M-26-H] y otro con

m/z= 93 que muestra la posterior pérdida de un grupo metoxilo [M-26-31-H-H]J, lo
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cual corresponde con lo observado para el estandar de vainillina. Esto es similar a lo
reportado por Mojica y col (2015) quienes observaron la presencia de vainillina en
distintas variedades de frijol.

El compuesto del pico 7 se identific6 como acido p-hidroxibenzoico con base en
su tiempo de retencidon y espectro UV, y su identidad fue confirmada por
comparacion de su patron de fragmentacion con el estandar. Por MS se observo un
ion molecular [M-H]" con una m/z = 137 que corresponde al peso del acido p-
hidroxibenzoico y su fragmentacion mostré un ion de m/z = 93, que representa la
pérdida de CO, [M-44-H], esto concuerda con el patron de fragmentacion del
estandar y el patron reportado por Stanisaviljevi¢ y col (2015) para acido p-
hidroxibenzoico.

En el pico 8 se encontré un i6on molecular [M-H] con m/z = 121 y un fragmento
con m/z = 77 debido a la pérdida del CO, [M-44-H] del grupo carboxilo, patron de
fragmentacién que coincide con el reportado por Mekky y col (2015) para acido
benzoico.

El compuesto del pico 9 se identificé por comparacion de su espectro UV, tiempo
de retencion y patron de fragmentacién los cuales coincidieron con los del estandar
de acido p-cumarico (Fig. 14). El ién molecular [M-H] presentdé una m/z = 163 y un
fragmento con m/z = 119 por la pérdida de CO, [M-44-H]. Este patron de
fragmentacion es similar al reportado por otros autores para acido p-cumarico en
garbanzo y otras leguminosas (Alshikh y col, 2015; Mekky y col, 2015; Stanisavljevi¢
y col, 2015).

En compuesto del pico 10 se observé un ion molecular [M-H] con m/z = 355 que
al romperse gener6 un fragmento con m/z = 193 que corresponde al peso del acido
ferulico, la m/z que desaparecio representa la pérdida de una molécula de hexosa
[M-162-HT’, por lo que este compuesto se identific6 como acido ferulico hexésido. La
presencia de este compuesto ha sido reportada previamente en garbanzo de Egipto
por Mekky y col (2015).
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Los picos 11 y 12 mostraron espectros UV similares al estandar del compuesto
miricetina. En el pico 11 se observo un i6bn molecular [M-H] con m/z = 771, y entre
los iones de sus fragmentos tenemos uno con m/z = 639 por la pérdida de un grupo
pentosil [M-132-H]" que posteriormente se rompe dando iones con m/z = 330 que
corresponden a la pérdida de una molécula de hexosa y una deoxihexosa [M-
308(162-146)-H] y el ibn con m/z = 316 muestra la pérdida del grupo metilo [M-308-
15-H]" y corresponden al peso de la molécula de miricetina, por lo que fue
identificado como miricetin-O-metil éter hexdsido deoxihexdsido pentdsido. En el pico
12 aparecié un i6n molecular [M-H] con m/z = 639, asi como dos fragmentos, uno
con m/z = 331 debido a la pérdida de dos moléculas, una hexosa y una deoxihexosa
[M-308(162-146)-H]’, y otro con m/z = 316 que corresponde a la pérdida de un grupo
metilo [M-308-15-H]’, y concuerda con el peso de la molécula de miricetina por lo que
fue identificado como miricetin-O-metil éter hexdsido deoxihexdsido. Estos
compuestos fueron reportados previamente por Mekky y col (2015)

El pico 13 fue identificado como rutina, el cual presentdé un idn molecular [M-H]
con m/z = 609 que corresponde al peso de la molécula de rutina y al romperse
aparecieron dos fragmentos, uno de m/z = 301 correspondiente a quercetina y
representa la pérdida del disacarido rutinosa [M-308-H] y otro de m/z = 151 debido a
la ruptura del disacarido. Este patron de fragmentacion concuerda con el observado
para el estandar de rutina y es similar a lo reportado por Aguilera y col (2011a),
Mekky y col (2015) y Stanisavljevi¢ y col (2015) para rutina en garbanzo y chicharo.

El pico 14 fue identificado con base en su tiempo de retencion, espectro UV y
patrén de fragmentacion. Por MS se observé un i6bn molecular [M-H] de m/z = 317
que concuerda con el peso de la molécula de miricetina, y sus fragmentos m/z = 245
y 151 corresponden con el patrén de fragmentacion del estandar de miricetina.

En el pico 15 se observé un idon molecular [M-H] con m/z = 431 que al romperse
generd un fragmento con m/z = 269 correspondiente a la pérdida de un residuo de
hexosa [M-162-H], y concuerda con el peso molecular de la genisteina, por lo que
fue identificado como genistein hexdsido. Este compuesto fue previamente reportado

en garbanzo por Aguilera y col (2011a).
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En el pico 16 se observd un espectro UV similar al del flavonoide isoramnetina
pero con un tiempo de retencidon diferente al del estandar. Al ser analizado por MS
(Fig. 15) apareci6 un ion molecular [M-H] con m/z = 477 que al romperse generd un
fragmento con m/z = 315, el cual corresponde a la pérdida de una hexosa [M-162-H]
y concuerda con el peso de la isoramnetina. El ion de m/z = 271 es producto de la
pérdida de un CO,, mientras que el ion con m/z = 151 ocurre por la fragmentacién del
anillo C. Mekky y col (2015) reportaron este patron de fragmentacion para un
derivado de la isoramnetina por lo que el pico 16 fue identificado como isoramnetin 3-
O-B-D-glucopirandsido.

El compuesto del pico 17 fue identificado por comparacién de su tiempo de
retencidn, espectro UV y patron de fragmentacion. Por MS se observd un ion
molecular [M-H] de m/z = 301, el cual corresponde al peso de la quercetina. Otros
fragmentos importantes observados tuvieron una m/z = 179 y 151, lo cual concuerda
con los del estandar de quercetina y lo previamente reportado por Mekky y col (2015)
para este compuesto.

El pico 18 se identific6 como una isoflavona con base en su espectro UV y se
encontré un iéon molecular [M-H] con m/z = 283, que al romperse forma el fragmento
con m/z = 268 debido a que perdié un grupo metilo [M-15-HJ’, y otro con m/z = 253
por la pérdida de un segundo grupo metilo [M-15-15-H]. Aguilera y col (2011a)
reportaron igualmente un i6on molecular con m/z = 283 y lo identificaron como
biocanina A en dos variedades de garbanzo.

El pico 19 fue identificado como kaempferol por comparacion de sus espectros
UV y tiempo de retencion. Su identidad fue comprobada por medio de su patron de
fragmentacion. En este pico aparecid un i6on molecular [M-H]" con m/z = 285 y
fragmentos con m/z = 257, 229 y 216, los cuales concuerdan con el patron de
fragmentacion del estandar kaempferol. La presencia de kaempferol y sus derivados
ha sido previamente reportada en garbanzo y otras leguminosas por distintos
investigadores (Amarowicz y col, 2010; Aguilera y col, 2011a; Alshikh y col, 2015;
Mekky y col, 2015; Stanisavljevi¢ y col, 2015).
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El pico 20 se identificd con base en su tiempo de retencién, espectro UV y patron
de fragmentacion como isoramnetina y su identidad fue confirmada con su estandar.
En este pico aparecié un ién molecular [M-H]" con m/z = 315 que al fragmentarse
generod un ion de m/z = 300 que corresponde a la pérdida de un grupo metilo [M-15-
H]" y concuerda con el peso de un residuo de quercetina. Es importante mencionar
que a pesar de que se encontraron en la literatura derivados de isoramnetina en
garbanzo, no se encontraron reportes en donde se informe de la presencia de esta
aglicona en leguminosas. Esto podria deberse a la base genética de los materiales

que se manejaron en este estudio.

4 Contenido de compuestos fendlicos individuales

La suma del contenido promedio de compuestos tipo acido fendlico en los
garbanzos kabuli (388.45 ug/g) fue mayor que en los desi (238.46 ug/g). Estos
compuestos son encontrados mayormente en los cotiledones del grano de garbanzo
(Sreerama y col, 2010), lo que explica su mayor acumulacién en los genotipos tipo
kabuli que presentan granos grandes con una mayor proporcion de cotiledones con
respecto a los genotipos desi. En contraste, el contenido de flavonoides fue mayor en
los garbanzos tipo desi (184.06 ug/g) que en los kabuli (108.03 ug/g). Esto se puede
atribuir a que los flavonoides son los principales responsables del color de la testa en
los genotipos tipo desi, los cuales ademas poseen granos de tamafio pequefio y un
mayor porcentaje de testa.

El contenido individual de acidos fendlicos en los extractos metandlicos de los
genotipos de garbanzo estudiados se muestra en el Cuadro 14. De los ocho
compuestos identificados, todos los genotipos presentaron acido sinapico hexédsido,
acido galico y acido p-hidroxibenzoico, observandose en mayor proporcion en los
genotipos kabuli. EI compuesto mayoritario fue el acido sinapico hexdsido, tanto para
los genotipos kabuli (204.19 pg/ g) como para los desi (123.90 pg/ g). Estos valores
son mayores que los reportados por Parmar y col (2016) para acido sinapico en las
variedades de garbanzo PBG 5 (20 ug/g) y BG1053 (40 pg/g).
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El segundo acido fendlico mas abundante fue el acido galico con valores de 44.5
a 225.7 ug/g en los genotipos kabuli Hoga 340 y Surutato 77, respectivamente,
mientras que en los genotipos desi su contenido varié de 37.2 ug/g en ICC13124 a
111.9 pg/g en ICC6306 (Cuadro 14). Los valores promedio para kabuli y desi fueron
142.92 y 83.80 pg/g, respectivamente. Estos valores son inferiores a los reportados
por Wang y col (2016) para la suma de las fracciones libre, ligada y conjugada en un
genotipo de garbanzo de la India (217.21 pg/g).

El &cido dihidroxibenzoico solo se encontré en 5 genotipos kabuli (Blanco Sinaloa
92, Suprema 03, Blanoro, Hoga 340 e ICC3421) y su contenido varié de 1.9 a 4.2
Mg/g, mientras que en los de tipo desi se encontrd en 4 genotipos con valores de 1.9
a 7.2 ug/g. Estos valores caen dentro del rango reportado por Aguilera y col (2011a)
para las variedades de garbanzo Blanco Sinaloa (0.44 ug/g) y Castellano (13.39
Hg/q).

La vainillina se identificé en todos los materiales con excepcion del genotipo
kabuli ICC3421, presentando rangos de 0.40 a 0.96 ug/g para kabuli y de 0.43 a 1.96
ug/g para desi. Estos valores son inferiores a lo reportado por Parmar y col (2016) en
dos genotipos de garbanzo cafés (640 pg/g); esta diferencia tan grande podria
deberse al método de extraccion utilizado por estos autores, quienes utilizaron
hidrolisis alcalina y una posterior extraccion con una mezcla de éter de petréleo y
acido aceético.

En cuanto al acido p-hidroxibenzoico, los contenidos fueron 1.7 veces superiores
en los genotipos kabuli (33.12 pg/g) que en los desi (19.58 ug/g). Magalhaes y col
(2017) no observaron diferencias en el contenido de este compuesto al contrastar el
valor promedio de 5 genotipos kabuli (34.96 pg/g) y uno desi (35.1 ug/g).

El acido benzoico se detectd en cuatro de los genotipos kabuli (Surutato 77,
Jumbo 2010, Blanoro y Hoga 021) con valores de 2.4 a 3.7 pg/g y en tres genotipos
desi (ICC6306, ICC4418 e ICC5383) donde vari6 de 2.6 a 15.7 ug/g.

El acido p-coumarico solamente se encontré en los genotipos kabuli Hoga 021
(4.1 ug/g) y Hoga 340 (2.1 ug/g), asi como en el tipo desi ICC13124 (0.91 ug/g).

Stanisavljevi¢ y col (2015) reportaron un contenido de acido p-coumarico de 2.14 a
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3.23 ug/g en la testa de cuatro variedades de chicharo, los cuales caen dentro del
rango observado en el presente estudio.

El contenido de acido ferulico hexdsido en los genotipos tipo desi vario de 0.8 a
7.4 ug/g y en los kabuli varié de 1.3 a 9.7 pg/g, con excepcion del genotipo ICC3421
en donde no se detectd (Cuadro 14). Estos valores son inferiores al reportado por
Kalogeropoulos y col (2010) para acido ferulico en garbanzo (125.7 pg/g), pero son
similares a los reportados por Alshikh y col (2015) para este acido en seis variedades
de lentejas (0.30 a 2.82 ug/g).

Los compuestos fendlicos del tipo flavonoides incluyen flavan-3-oles, isoflavonas
y flavonoles, entre otros; compuestos identificados en este estudio (Cuadro 15).
Estos flavonoides se encontraron principalmente en los garbanzos pigmentados
(desi) y todos los genotipos (kabuli y desi) presentaron los flavan-3-oles catequina y
catequina pentosa. Alshikh y col (2015) reportaron rangos de catequina que van de
15.0 a 78.4 ng/g para 5 genotipos de lentejas, valores similares a los obtenidos en
este estudio para catequina (4.7 a 92.4 pg/g para kabuliy 5.5 a 72.2 pg/g para desi)
y catequin pentdsido (13.3 a 100.1 ug/g para kabuliy 13.4 a 92.8 ug/g para desi).

El flavonol miricetina se encontré en 4 genotipos kabuli (Progreso 95, Blanoro,
Hoga 021 y Hoga 340) con valores de 0.9 a 2.1 ug/g, mientras que en los genotipos
desi el contenido varié de 5.2 a 21.9 ug/g. Gutiérrez-Uribe y col (2011) reportaron
valores de 2.30 ug/g en testa de frijol chino, sin embargo no pudieron detectarlo en
grano entero y cotiledon; esto coincide con el hecho de que este tipo de compuestos
se almacena principalmente en la testa y que los genotipos desi presentan mayor
contenido de esta estructura del grano (Sreerama y col, 2010; Chavez-Ontiveros y
col, 2020). Por otro lado, los dos derivados de miricetina, miricetin-O-metil éter
hexodsido deoxihexdsido pentdsido (1.5 a 1.7 ug/g) y miricetin-O-metil éter hexdsido
deoxihexdsido (0.5 a 1.67 ug/g) solo estuvieron presentes en tres genotipos kabuli
(Blanoro, Hoga 021 y Hoga 340) desarrollados en el campo experimental del INIFAP
Costa de Hermosillo, Sonora (CECH-INIFAP) (Cuadro 15). Estos valores son
inferiores a los reportados por Duefias y col (2007) y Magalhaes y col (2017) para el

compuesto miricetin-3-O-ramndsido en lenteja (5.95 pg/g) y garbanzo tipo desi (7.4

Hg/g).
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Cuadro 15. Contenido de flavonoides en los extractos metandlicos de los genotipos

de garbanzo estudiados

Miricetin-O- Miricetin-O-

metil éter metil éter
. CateqUin - 2 s SN . 2
Genotipo pentosido1 Catequina hexésido hexésido Rutina Miricetina®
deoxihexoésid deoxihexdsi
o pentosido1 do’

KABULI
StoDom. 82  56.6+2.7° 47.1+£15° ND ND ND ND
Surutato 77 79.4 £6.2° 92.4 £3.3° ND ND ND ND
Bco. Sin. 92 100.1 £7.7°  29.3+0.9° ND ND ND ND
Progreso 95  49.4+27° 8.7+0.3° ND ND ND 1.7+0.1°
Suprema 03  47.9%4.1° 242+0.2% ND ND ND ND
Jumbo 2010  30.2+1.3¢ 206+ 1.9 ND ND ND ND
Blanoro 712+46° 485+ 1.6° ND 0.53+0.08"° 0.26+0.01° 09=%0.1°
Hoga 021 34.1+1.6° 253+16%  1.7%0.14° 1.61+0.20° 0.62+0.077 2.1+04°
Hoga 340 13.3+0.5° 47+0.1° 1.5+0.03° 167+0.03% 0.66+0.10° 1.2+0.1°
ICC3421 94.8+0.3° 64.9 +0.4° ND ND ND ND
DESI
ICC6306 71.8£3.1° 722 +4.1° ND ND ND 17.8£0.5°
ICC3761 59.6 +4.1° 416+0.7° ND ND ND 9.0+£0.2°
ICC4418 82.5+0.2° 414+23° ND ND ND 21.9+0.3"
ICC3512 34.2+1.0° 10.9 £ 0.3° ND ND ND 8.5+0.1%
ICC5383 58.0+ 1.3° 20.7 +0.8° ND ND ND 7.2+0.5°
ICC13124 134106 10.4 £ 0.4” ND ND ND 52+04°
ICC14872 482 +1.5° 35.6+1.5° ND ND ND 8.3+1.3%
ICC5613 38.4+28° 55+0.19 ND ND ND 18.9+0.7°
LOD 0.0068 0.0059 0.0009 0.0008 0.0003 0.002

'ug equivalentes de aglicona/lg de muestra bs. ug/ g de muestra bs. ND, No
detectado. LOD, Limite de deteccion (mg/mL). Letras diferentes en una misma
columna para el mismo tipo de garbanzo indican diferencias significativas (p <0.05)

entre las medias de acuerdo con la prueba de Tukey.
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Cuadro 15. Continuacion...

Isoramnetin
. Genistein 3-0-B-D- . 2 Biocanina 2 g
Genotipo L4 L Quercetina 1 Kaempferol® Isoramnetina
hexésido glucopiranés A
ido’
KABULI
Surutato 77 ND ND ND 23+0.1° ND ND
Sto. Dom. 82 ND ND ND 06+0.1° ND ND
Bco. Sin. 92 ND ND ND 53+0.3° 0.59+0.1° ND
Progreso 95  1.8+0.1 2.8+0.2° ND 8.1+0.8° 0.72+0.1° 79+0.8
Suprema 03 ND ND ND 44+02° ND ND
Jumbo 2010 ND ND ND 21+0.2° ND ND
Blanoro 0.4+0.1° 22+02° ND 45+0.1° 0.38+0.1° ND
Hoga 021 1.1+0.1° 3.0+04° ND 35+0.3° 0.41+0.1° ND
Hoga 340 1.8+0.1° 16+0.1° 0.5%0.01 2.1+0.2¢ 0.38+0.1° ND
ICC3421 ND ND ND 1.9+0.1° 0.34+0.1° ND
DESI
ICC6306 4.9+ 0.4 ND 9.9 +1.03° ND 2.85+0.1° 26.2 + 1.6°
ICC3761 2.8+0.1 ND 8.8+ 0.55° 4.8+0.3° 273+0.1° 25.6 +0.3°
ICC4418 82+25° ND 14.5 + 0.04° 12.9+0.2° 5.50 +0.1° 53.3+0.5°
ICC3512 1.9+0.2° ND 6.1+ 0.02¢ 57+ .01° 1.82+0.1° 19.4 + 0.4°
ICC5383 1.3+0.1° ND 89+0.18° ND 2.25+0.2° 21.9+2.1%
ICC13124 ND ND 4.8 +0.28° ND 1.25+0.1° 12.3+0.9°
ICC14872 ND ND 54 +0.43° 92+0.3° 1.55+0.1% 13.5+1.2°
ICC5613 59+0.7® ND 12.3 + 0.54° ND 2.95+0.1° 31.6+29°
LOD 0.0011 0.0012 0.003 0.0032 0.0003 0.0017

'ug equivalentes de aglicona/g de muestra bs. ug/ g de muestra bs. ND, No
detectado. LOD, Limite de deteccion (mg/mL). Letras diferentes en una misma
columna para el mismo tipo de garbanzo indican diferencias significativas (p <0.05)
entre las medias de acuerdo con la prueba de Tukey.
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El flavonol rutina se encontré solamente en tres genotipos kabuli: Blanoro (0.26
Mg/g), Hoga 021 (0.62 ug/g) y Hoga 340 (0.66 pg/g). Estos valores son similares a los
reportados por Aguilera y col (2011a) para el genotipo Bco. Sin. 92 (0.52 ug/g). El
hecho de que en este estudio no se encontrara el compuesto rutina en el genotipo
Blanco Sinaloa 92 podria atribuirse a las condiciones de cultivo y extraccion.
Fratianni y col (2014) y Wang y col (2016) no detectaron rutina en garbanzo pero si
en otras leguminosas como lenteja y frijol negro.

La isoflavona genistein hexdsido se encontr6 en cuatro genotipos kabuli
(Progreso 95, Blanoro, Hoga 021 y Hoga 340) en los que varié de 0.4 a 1.8 ug/g,
mientras que en los materiales tipo desi se encontrdé en 6 genotipos con valores de
1.3 a 8.2 yg/g (Cuadro 15), los cuales son cercanos a lo reportado por Aguilera y col
(2011a) en garbanzo cv. Castellano (13.26 pg/g). Las isoflavonas como genisteina
han tomado importancia hoy en dia debido a sus propiedades antidiabéticas (Li y col,
2015).

El flavonol quercetina se detectd en todos los genotipos desi (4.8-14.5 pg/qg),
mientras que en los tipo kabuli solo se detecté en Hoga 340 (0.5 pg/g) y su valor fue
similar al reportado por Aguilera y col (2011a) para un derivado de quercetina (0.52
Mg/g) en garbanzo Blanco Sinaloa. Estos resultados corresponden con lo observado
por Magalhaes y col (2017) quienes detectaron derivados de quercetina en un
genotipo desi pero no en genotipos kabuli.

La isoflavona biocanina A fue detectada en todos los genotipos kabuli (0.6-8.1
Mg/g), mientras que en los desi solo se encontré en 4 genotipos (4.8-12.9 ug/g)
(Cuadro 15). Estos valores son cercanos al reportado por Aguilera y col (2011a) en
garbanzo variedad Castellano (16.14 pg/g).

El compuesto kaempferol se detectdé en 6 genotipos kabuli (Blanco Sinaloa 92,
Progreso 95, Blanoro, Hoga 021, Hoga 340 y ICC3421) y su contenido vari6 de 0.34
a 0.72 pug/g, valores similares al reportado por Aguilera y col (2011a) para un
derivado de kaempferol en garbanzo variedad Blanco Sinaloa (0.60 pg/g). En cuanto
a los garbanzos desi, el kaempferol se detecté en todos los genotipos y su

concentracion varié de 1.25 a 5.50 ug/g, valores similares a los reportados por
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Stanisavljevi¢ y col (2015) en la testa de cuatro variedades de chicharo (3.77 - 6.49
Hg/g).

La isoramnetina se detectd en todos los genotipos desi (12.3-31.6 pg/g), mientras
que en los kabuli solo se detectd en el genotipo Progreso 95 (7.9 ug/g). Su derivado
isoramnetin 3-O-B-D-glucopiranésido fue identificado en 4 genotipos kabuli (Progreso
95, Blanoro, Hoga 021 y Hoga 340) con contenidos de 1.58 a 3.02 ug/g, pero no fue
detectado en los genotipos desi.

Las diferencias cuali y cuantitativas encontradas con respecto a lo reportado en
garbanzo en estudios previos, pueden ser atribuidas a diferencias en la base
genética, en las condiciones de cultivo y en los métodos de extraccion. No obstante,
la gran variabilidad de fendlicos observadas en los materiales estudiados refleja su
amplia diversidad genética y sugiere que representan una buena fuente de

antioxidantes para el mejoramiento de garbanzo.

5 Asociaciéon entre el contenido de compuestos fendlicos y actividad
antioxidante de los extractos metandlicos

Al contrastar el contenido de fendlicos totales con las AA de cada uno de los
métodos evaluados se observaron correlaciones positivas altamente significativas:
DPPH (r=0.949, p<0.001), ABTS (r=0.928, p<0.001) y FRAP (r=0.988, p<0.001). Esto
concuerda con las correlaciones reportadas previamente por Zhao y col (2014) para
DPPH (r=0.830, p<0.01), Han y Baik (2008) para ABTS (r=0.934, p<0.01) y Segev y
col (2010) para FRAP (r=0.820, P<0.01) en garbanzo y sugiere que los fendlicos son
los principales compuestos responsables de la AA en los extractos metandlicos. El
método de FRAP mostrd la correlacion positiva mas elevada con el contenido de
fendlicos, lo cual puede deberse a que el método para la cuantificacion de fendlicos
totales consiste en una reaccion de oxido-reduccion.

El analisis de componentes principales (PCA) mostré las similitudes y diferencias
entre los genotipos de garbanzo (Fig. 16). Dos componentes explicaron el 89.66% de
la variacion total observada en el contenido de fendlicos y la AA. El primer
componente (PC1, 57.16%) fue asociado con la AA, fendlicos totales, flavonoles e

isoflavonas, mientras que el segundo se asocid con el contenido de acidos
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hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos y flavan-3-oles (PC2, 32.5%). Todos los
genotipos desi estuvieron en el plano positivo de PC1, lo que corresponde con sus
valores mas altos de AA y contenido de flavonoides. Por el contrario, los genotipos
kabuli estuvieron en el plano negativo de PC1. Basado en este analisis, los mejores
genotipos de garbanzo fueron ICC 4418, ICC 6306 e ICC 3761, los cuales se
localizaron en el cuadrante positivo de ambos componentes principales; estos
genotipos con granos de color negro mostraron las mayores AA y contenido de
isoflavonas y flavonoles. Algunos genotipos con granos de color claro (i.e. Surutato
77, Bco. Sin. 92, Blanoro e ICC3421) también resultaron prometedores ya que
mostraron los mayores valores de acidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos y

flavan-3-oles.

6 Actividad antioxidante de los principales compuestos fendlicos presentes en
los extractos metandlicos

Los compuestos fendlicos mayoritarios se evaluaron primero a la misma
concentracion encontrada en el extracto del genotipo ICC4418 para determinar su
contribucion a la AA observada en dicho extracto (Cuadro 16). Se seleccionaron
como compuestos fendlicos mayoritarios al acido sinapico (aglicona de acido
sinapico hexosido), acido galico, isoramnetina, catequina, miricetina y quercetina, los
cuales representan el 70.1% de la suma de las concentraciones molares de todos los
compuestos identificados en el extracto (Cuadros 14 y 15).

El acido galico (531.6 ymol / L) mostré los valores de AA mas altos por ABTS y
FRAP, mientras que los flavonoles miricetina (64.3 umol / L) y quercetina (44.5 ymol /
L) mostraron los valores mas bajos para ABTS y FRAP, respectivamente; los valores
de AA de estos compuestos correspondieron con su concentracion en el extracto.
Suponiendo un efecto aditivo, la suma de las actividades individuales representé
34.3%, 69.8% y 47.0% de la AA observada en el extracto por ABTS, DPPH y FRAP,
respectivamente. Este resultado podria deberse a que otros compuestos fendlicos
minoritarios en el extracto contribuyen de manera importante a la AA, asi como a la

existencia de interacciones entre los compuestos involucrados.

105



= s
# Surutato 77 '
Bco.Sin. 92 # ! ICC 6306 ICC 4418
e Sin. : o -
= ICC 3421 % i
= |
2 Blanoro ; ICC 3761
g : o
o e v e g -5-: ---------------------------------------
o rogreso 95!
Sto. Dom. 824 . ® | o olCC14872
& 'ICC 5383
0o Suprema 03 & : y
Hoga 021 |
Jumbo 2010 % : ICC 3512 oicc 5613
. :
' Hoga 340!
* o|CC 13124
¥ s
1 1 T t T T r
-6 -4 -2 0 2 4 6

PC 1 (57.16%)

Fig 16. Analisis de componentes principales de 18 genotipos de garbanzo usando la
AA de los extractos metandlicos y el contenido de acidos hidroxibenzoicos, acidos
hidroxicinamicos, flavan-3-oles, isoflavonas y flavonoles. Kabuli (circulos negros) y

desi (circulos blancos).

106



"X0|0J| 8p sejus|eAinbg =] 3 ‘opisoxay

ooideuls opiog ap euodl|By, "sisejugied aijus BPEOIPUI 0JOB.IXS [P UQIOBIJUSOUOD B| B SOPEN|BAS S8[enplAipul so}sandwo),

(/10w gpp)

L'LF€6/C O0VPFG65C V9FL92C 1’9 ¥ 6’702 €GF60LY 09FL/6E BUR81OND
- - o - e - R S (Anownr ¢*y9)
09F¢Z8l COFTEYC 8SFVLLL L'9F 6102 LYFLOYE  ¥'6F89S5H BUROOLIN
. o e e S T (Inowr 9°zy1)
v, F6°ShlL GECFEC06Z VSFOOVL G'LFL'6.E 8V F0'ECE T6LFLE]0L eunbajes
. - 1 - s - oo o (Anownr ¢°9g})
8CFG0LZ 8CFLPPE CTGSF9C0L 08F.9l¢ L'9F6 VLY 9CF988. BUNBUWEIOS]
— N o o T o S, R T O (Inowr g°1€5)

OLLFLVES TP FVIG0E €8FTUEE  €€9FEC0.9¢ 6V FIZ6E 866 F9CS6E 0o11eB opIoY
o -~ - o e o o - o N (Inowr 2°G12)
C6LF8C0L €GFLTL6 O9BLFEOY 8BIZFGEGEG 9GFCI  GYPFLLYOL  oodewrs opioy

N - . H H v
I 0g ,03oeIx3 r 0g ,030e1)X3 Wr 0s ,030eX3

(7 /13 1owr) dvy4

(7 /13 1owr) Hdda

(7 /13 1owr) s1gv

ojsandwo?)

NN 0S e A gLy DD| Op 021jQUB)BW OJORJIXS |8 Ud

EepeJjuodus uoloeajuaduod el e sopenjeAa SOJIjQua) sojsendwod ap Sa@Jepue]Sa 9p Bjuepixollue PeplAldyY "9 odpen)

107



La AA también se evalud utilizando concentraciones equimolares (50 umol / L)
para cada compuesto (Cuadro 16). En estas condiciones, el orden para los valores
de AA por ABTS fue isoramnetina> quercetina> acido galico> miricetina> catequina>
acido sinapico; para DPPH fue acido sinapico> acido galico> quercetina> miricetina>
catequina> isoramnetina; para FRAP fue acido galico> quercetina> isoramnetina>
miricetina > catequina> acido sinapico. Zhang y col (2011a) evaluaron la AA de
varios flavonoides con los mismos ensayos y encontraron resultados similares.

Las interacciones entre cuatro compuestos fendlicos representativos (acido
galico, catequina, isoramnetina y quercetina) se evaluaron a concentraciones
equimolares (50 ymol/ L). En ABTS y DPPH, todas las combinaciones que incluyeron
el acido galico mostraron efectos sinérgicos, excepto la mezcla acido galico-
isoramnetina-catequina que mostréo un efecto aditivo por ABTS (Cuadro 17). Las
combinaciones de catequina con cada flavonol (quercetina e isoramnetina) fueron
antagoénicas por ABTS vy aditivas por DPPH; la adicion de acido galico a estas
mezclas resultd en efectos aditivos y sinérgicos. El efecto sinérgico de la
combinacion equimolar de quercetina e isoramnetina por DPPH fue observado
previamente por Wang y col (2015b). El ensayo de FRAP indicé interacciones
antagonicas para todas las combinaciones posibles de los cuatro compuestos, lo que
sugiere que el mecanismo de transferencia de electrones de este ensayo favorece la
regeneracion de antioxidantes débiles por compuestos mas eficientes (Peyrat-
Maillard y col, 2003).

La inactivacion directa de radicales por compuestos antioxidantes ha sido
asociada principalmente con dos mecanismos, transferencia de atomos de hidrégeno
y transferencia de electrones. Estos mecanismos también pueden ocurrir de manera
paralela o secuencial, y el dominante sera determinado principalmente por la
estructura (Fig. 17) y propiedades del antioxidante (Prior y col, 2005). En flavonoides
la presencia del grupo orto-dihidroxi (catecol) en el anillo B parece ser esencial para
una alta actividad, mientras que la presencia de la molécula pirogalol o el grupo
metoxilo en una posicién inmediata a un hidroxilo disminuye la AA (Zhang y col,
2011a).
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Fig 17. Estructuras y caracteristicas quimicas de los principales compuestos
fendlicos identificados en los extractos metandlicos de garbanzo. Pl: Potencial de
ionizacion; BDE: Entalpia de disociacion de enlace de grupos OH. *No se
encontraron valores de Pl y BDE para el acido sinapico hexasido.

Adaptado de Zhang y col (2011a) y Saqgib y col (2015).
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La AA observada por DPPH mostro una relacion inversa con la energia de
disociacion de enlace (BDE) de los compuestos: el orden de BDE de los compuestos
es isoramnetina > catequina > miricetina > quercetina > acido galico (Zhang y col,
2011a; Saqib y col, 2015), esto corresponde con el orden de AA observado para los
flavonoides por DPPH (Cuadro 15), por lo que se llegd a la conclusién de que la
accion de captacion de radicales de estos compuestos en el ensayo DPPH esta mas
cerca de un mecanismo de transferencia de atomos de hidrégeno. El potencial de
ionizacion de los compuestos evaluados muestra una asociacion directa con la AA
registrada en el ensayo de FRAP: el orden de los potenciales de ionizacion de los
flavonoides es catequina > miricetina > isoramnetina > quercetina (Zhang y col,
2011a), este orden corresponde al de la AA en el ensayo FRAP, confirmando que el
mecanismo antioxidante predominante en el ensayo FRAP es la transferencia de
electrones. En ABTS, la inactivacion del radical parece involucrar mecanismos de
reaccion complejos, ya que la AA de los compuestos no mostré relacién con sus

estructuras o propiedades.

B CONTENIDO Y PERFIL DE LAS PRINCIPALES PROTEINAS DE
ALMACENAMIENTO DEL GRANO DE GARBANZO
1 Contenido de proteina total, albuminas y globulinas

Las proteinas de garbanzo han sido reconocidas alrededor del mundo debido a
su alta biodisponibilidad y alto valor biolégico (Ladizinsky, 1995). En el Cuadro 18 se
muestra el contenido de proteina total, albuminas y globulinas de los 18 genotipos de
garbanzo estudiados. Considerando la proteina total, los valores fueron similares
para los genotipos kabuli (22.17 g/ 100 g en Bco. Sin. 92 a 29.95 g/ 100 g en
ICC3421) y desi (21.49 g/ 100 g en ICC14872 a 28.86 g/ 100 g en ICC3512). Estos
valores se encuentran dentro de lo reportado por Wang y col (2017) (15.1-31.6 g/ 100
g) y Bhagyawant y col (2018) (4.6-33.9 g/ 100 g) en dos colecciones de garbanzo de
ICRISAT; sin embargo, algunos fueron mayores a los reportados por Jadhav y col
(2015) en 187 genotipos de garbanzo representativos de la diversidad de garbanzos
tipo desi y kabuli (13.3-26.8 g/ 100 g).
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Cuadro 18. Contenido de proteina total, albuminas y globulinas de los genotipos de

garbanzo estudiados

Proteina total Globulinas Albuminas
Genotipo (g/100 g de (9/100 g de (g/100 g de
harina) proteina) proteina)
KABULI
Surutato 77 25.28 + 0.6° 47.58 + 4.7%° 17.45 + 1.6°
Sto. Dom. 82 23.10 + 0.5% 44.87 + 1.6°°° 14.98 + 1.2°
Bco. Sin. 92 2217 £ 0.5° 52.16 + 1.7° 14.43 + 0.8%%
Progreso 95 29.68 + 0.3? 34.93+3.7° 11.23 £ 0.4°
Suprema 03 24.70 + 0.8 47.04 + 2.5 11.75 £ 0.9%
Jumbo 2010 24.02 + 0.7% 46.66 + 6.1%° 17.59 + 1.2°°
Blanoro 28.01 £ 0.5° 41.31 £ 2.2 12.29 + 0.3%
Hoga 021 24.24 + 0.5 50.44 + 2.3% 16.25 + 0.2°°
Hoga 340 21.97 +0.8° 51.34 + 5.0%° 18.13 +1.3°
ICC3421 29.52 + 0.6® 35.44 +1.0° 29.35+ 1.5°
Promedio 25.46" 45.18" 16.35"
DESI
ICC6306 24.94 +0.3° 44.74 + 0.7*° 16.15 + 0.6°
ICC3761 22.38 + 0.4¢ 51.35+1.3° 17.13+1.3%*
ICC4418 24.74 £ 0.6° 47.37 + 2.4 16.73 + 0.3
ICC3512 28.86 + 0.7° 33.12+0.7° 12.41 £ 0.7°
ICC5383 27.72 +0.3%® 39.97 + 0.9% 13.47 £ 0.8°
ICC13124 25.63 + 0.4° 35.12 + 0.5% 13.48 £ 1.0°
ICC14872 21.49 + 0.5¢ 4715 + 3.7%° 18.66 + 0.9°
ICC5613 27.22+0.2° 37.67 + 1.3% 12.84 £ 0.2°
Promedio 25.37* 42.06* 15.11~

Los resultados estan expresados en base seca. Letras diferentes en una misma
columna para el mismo tipo de garbanzo indican diferencias significativas (P<0.05)
entre las medias de acuerdo con la prueba de Tukey. Letras diferentes para los
valores promedio de cada tipo indican diferencias significativas (P<0.05) de acuerdo

con una prueba t.
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Se ha reportado que las globulinas representan la fraccion principal de proteinas
en el grano de garbanzo (57%), seguido de las glutelinas (18%), albuminas (12%) y
prolaminas (3%) (Singh y Jambunathan, 1982). Sin embargo, otros estudios han
encontrado que la fraccién de albuminas puede incrementarse considerablemente
(48%) dependiendo de las condiciones de extraccion (Liu y col, 2008). En este
sentido, en el presente estudio se realizé la extraccion y cuantificacion de globulinas
y albuminas por ser las principales fracciones reportadas en garbanzo.

En general, los genotipos kabuli (45.18 g/ 100 g) presentaron mayor contenido de
globulinas que los genotipos desi (42.06 g/ 100 g) (Cuadro 18). En esta fraccion se
observaron rangos de 34.93 (Progreso 95) a 52.16 g/ 100 g (Bco. Sin. 92) para kabuli
y de 33.12 (ICC3512) a 51.35 g/ 100 g (ICC3761) para desi. Estos valores son
menores a los reportados por Dhawan y col (1991) en 6 genotipos de garbanzo tipo
kabuli (53.44 a 59.06 g/ 100g) y por Tavano y col (2008) para el cultivar IAC-
Marrocos (47.85 g/ 100 g), pero se encuentran dentro del rango reportado por Singh
y col (2008a) para cinco genotipos de garbanzo de la india (39.80 a 64.21 g /100 g).

El contenido de albuminas de los genotipos kabuli varié de 11.23 (Progreso 95) a
29.35 g/ 100 g (ICC3421), mientras que en los desi varié de 12.41 (ICC3512) a 18.66
g/ 100 g (ICC14872); sin embargo, a pesar del rango tan amplio observado en los
genotipos desi no se observaron diferencias entre los contenidos promedio de los
dos tipos de garbanzo (15.11 y 16.35 g/ 100 g para kabuli y desi, respectivamente).
Singh y Jambunathan (1982) reportaron un contenido de 12.5 g/ 100 g en la fraccién
de albuminas del genotipo de garbanzo G-130, mientras que Singh y col (2008a)
reportaron valores de 11.63 a 24.23 g /100 g en garbanzo de la india; los valores
reportados por estos autores coinciden con los valores obtenidos en el presente
estudio.

La variabilidad observada en el contenido de proteina total, albuminas y
globulinas en los genotipos de garbanzo sugiere que representan una buena fuente

de genes para mejorar estas caracteristicas.
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2 Perfil electroforético de las principales proteinas de garbanzo
a Perfil de globulinas

El andlisis electroforético de la fraccion de globulinas extraidas de los 18
genotipos de garbanzo mostré siete bandas como proteinas del tipo vicilina,
leguminas y resistencia a enfermedades (Fig. 18).

Tres de las bandas fueron identificadas como proteinas del tipo legumina 11S
(43.0, 39.0 y 274 kDa) (Cuadro 19). La legumina 11S esta formada por 6
subunidades oligoméricas unidas por enlaces no covalentes, cada subunidad da
lugar a una cadena acida (legumina a) de 37-40 kDa y una basica (legumina B) de
24-27 kDa (Sanchez-Vioque y col, 1999). Chang y col (2011) identificaron dos
subunidades acidas de la proteina 11S (40.7 y 38.0 kDa) en garbanzo que coincide
con los pesos moleculares encontrados en este estudio para las proteinas legumina
A2 (43.0 kDa) y legumina (39.0 kDa). Ellos también reportaron dos bandas
correspondientes a la subunidad basica de 26.5 y 25.2 kDa; en este estudio solo se
observo la presencia de una sola banda para la subunidad basica (27.4 kDa) y fue
identificada como legumina (Cuadro 19).

La secuencia aminoacidica de las subunidades acida y basica de la proteina
legumina presentan una homologia del 12%, pero en las bases de datos solo se
encuentran reportadas como parte de la proteina legumina, por lo que las busquedas
para identificar las bandas de proteinas encontradas para ambas subunidades
suelen dar como resultado la misma secuencia reportada en la base de datos
UniProt (Q9SMJ4). A pesar de ello, es muy probable que la banda de 39.0 kDa
corresponda a la subunidad acida, ya que los péptidos identificados en esa banda se
alinearon con dicha subunidad (Fig. 19).

La proteina vicilina 7S esta formada por tres oligopéptidos que pueden ser
iguales o diferentes (40-70 kDa); bajo condiciones desnaturalizantes estas
subunidades se separan en 3 polipéptidos (Casey y col, 1993). Los pesos
moleculares encontrados en el presente estudio para las subunidades de proteinas
tipo vicilina (49.6, 47.3, y 34.3 kDa) (Cuadro 19) fueron similares al patron reportado
para las proteinas vicilina 7S de chicharo (50, 35, 19 kDa) por Guéguen (1991).
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Fig 19. Alineamiento entre la secuencia de la proteina Legumina (Q9SMJ4) y los
péptidos obtenidos mediante espectrometria de masas para las bandas de proteinas
de 39.0 kDa (A) y 27.4 kDa (B). Los péptidos resaltados corresponden a los
identificados.
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Uno de los principales grupos de proteinas de defensa en las plantas son las que
poseen un dominio de unidn a nucléotidos y repeticiones ricas en leucina (NBS-LRR)
(Sharma y col, 2017). La banda de 71.4 kDa de la fraccion de globulinas fue
identificada como una proteina NBS-LRR con un dominio de hélice superenrollada
(CC-NBS-LRR) (Cuadro 19), la cual esta involucrada en la defensa contra
enfermedades como la plaga de Ascochyta, marchitamiento por fusarium, moho gris
y pudricion por Sclerotium (Martin y col, 2003; De Young y Innes, 2006; van Ooijen y
col, 2007). El analisis densitométrico de las proteinas identificadas en la fraccion de
globulinas se muestra en el Cuadro 20, donde se observa una mayor acumulacién de
todas las proteinas en los genotipos kabuli. En el caso de la proteina CC-NBC-LRR
se, a pesar de que se ha reportado una mayor resistencia a enfermedades y
patdgenos por parte de los genotipos de garbanzo tipo desi, se acumulé mayormente
en los genotipos kabuli (Sharma y Muehlbauer, 2007; Sharma y col, 2017). Esto
sugiere que dicha resistencia esta asociada a otro tipo de proteinas o compuestos
quimicos como los fendlicos.

Considerando las tres subunidades identificadas como proteinas tipo vicilina, la
que mostré mayor acumulacion fue identificada como un fragmento de provicilina de
34.3 kDa. En general se encontr6 una mayor acumulacion de las dos subunidades
acidas de la proteina legumina que de las vicilinas, patron que ya ha sido observada

en otras leguminosas como el chicharo (Dziuba y col, 2014).

b Perfil de albuminas

Después de las globulinas, las albuminas ocupan el segundo lugar en
importancia en garbanzo y tienen mejores valores de calidad proteinica que las otras
fracciones (Tavano y col, 2008). El perfil de albuminas de los genotipos de garbanzo
usados en este estudio mostré 7 bandas (Fig. 20) de proteinas correspondientes a
lipoxigenasa (96.2 kDa), apoproteina A1 (81.5 kDa), proteina de choque térmico
(76.5 kDa), cadena larga de ribulosa bifosfato carboxilasa (66.2 kDa), proteina de
25.7 kDa (32.0 kDa), porina (30.9 kDa) y albumina 2S (25.6 kDa) (Cuadro 21).
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La enzima lipoxigenasa (96.2 kDa) esta involucrada en diversos aspectos de la
fisiologia de la planta, incluido el crecimiento y el desarrollo, la resistencia a plagas y
la senescencia o respuesta a heridas (Hilbers y col, 1994). La lipoxigenasa también
participa en la degradacion de acidos grasos poliinsaturados; especificamente utiliza
como sustrato a los acidos linolénico y linoleico, jugando un papel clave en la
regulacion ya que el producto final de la via oxidativa en la que participan origina el
acido jasmonico, responsable de la activacion de genes durante la respuesta a dafos
en la planta (Baysal 2007). Esto coincide con el hecho de que los genotipos tipo desi
fueron los que presentaron una mayor acumulacién de lipoxigenasa, los cuales a su
vez son los que generalmente presentan mayor resistencia a estrés como ataque de
patogenos (Cuadro 22).

La banda de 81.5 kDa fue identificada como apoproteina A1 del fotosistema I.
Esta enzima se une a la clorofila P700, el principal donante de electrones del
fotosistema | (Jansen y col, 2008). La apoproteina A1 es una plastocianina-
ferredoxina oxidorreductasa que convierte la energia de un fotdn en una separacion
de carga eléctrica que inicia el flujo de electrones hacia los aceptores A (clororila
aceptora de electrones) y A; (filoquinona) (Nelson y Cox, 2009). Esta proteina se
acumulé mayormente en los genotipos desi.

La banda de proteina de 76.5 kDa corresponde a una proteina de choque
térmico (HSP70), las HSP70 forman una familia de proteinas que son inducidas por
estrés ambiental para proteger o ayudar a reparar el dafio generado en la planta,
actuando como chaperonas moleculares (Sabehat y col, 1998; Wahid y col, 2007); en
particular, estas proteinas evitan que las proteinas recién sintetizadas formen
agregados y propician su plegamiento adecuado durante su transferencia a su
ubicacién final (Sung y col, 2001). La proteina de 76.5 kDa presenté mayor
acumulacion en los genotipos desi, coincidiendo con el hecho de que estos son
menos susceptibles a los cambios bruscos de temperatura con respecto a los

genotipos kabuli (Kemal y col, 2017).
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En el presente estudio, una banda de 66.2 kDa se identific6 como la cadena
grande de la enzima ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (rubisco); esta
enzima estd compuesta de ocho subunidades grandes de 55 kDa y ocho
subunidades pequefias de 15 kDa. Rubisco tiene una funcién dual: como
carboxilasa, mediando la asimilacion del CO, fotosintético, y como oxigenasa,
catalizando la primera etapa de la ruta de fotorrespiracion en plantas (Spreitzer y
Salvucci, 2002; Andersson y Taylor, 2003). No se observaron diferencias
significativas entre los dos tipos de garbanzos para esta proteina.

La banda de 32.0 kDa coincidié con una proteina reportada como proteina de
25.7 kDa, la cual participa en la eliminaciéon de aminoacidos mal posicionados en los
RNA de transferencia (tRNA), hidrolizando el enlace éster entre el péptido y el tRNA.
Este tipo de proteinas son también llamadas peptidil-tRNA hidrolasas (Das y
Varshney, 2006; Ito y col, 2012).

La banda de 30.9 kDa correspondio a una proteina del tipo porina, las cuales se
encuentran en la membrana externa de los plastidios. Las porinas forman
poros/canales transmembranales que permiten el paso de moléculas hidrofilicas con
un tamafo inferior a 1000 Da (Saier, 2000).

La banda de proteinas que mostr6 mayor acumulacion tanto en los genotipos
kabuli como en los desi fue la identificada como albumina 2S (25.6 kDa), también
llamada albumina PA2. Esta proteina fue reportada previamente por Clemente y col
(2000) como una proteina del tipo lectina, cuya principal funcién es aglutinar los

carbohidratos.

C PERFIL DE PEPTIDOS Y ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE HIDROLIZADOS
PROTEINICOS OBTENIDOS CON ALCALASA
1 Actividad antioxidante in vitro de hidrolizados de las principales proteinas de
almacenamiento

Las leguminosas como el garbanzo son reconocidas por su alto contenido de
proteinas, las cuales tienen alta digestibilidad y alto valor bioldgico (Clemente y col,

2000). A estas proteinas se les ha buscado potencial como suplementos alimenticios
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que ayuden a mantener un estado de salud adecuado, por lo que existe gran interés
por elaborar, caracterizar y estudiar hidrolizados proteinicos de leguminosas.

En el presente estudio se elaboraron hidrolizados con alcalasa a partir de las
fracciones de albuminas y globulinas de 18 genotipos de garbanzo. La alcalasa fue
seleccionada por generar in silico un mayor numero de péptidos con AA que otras
enzimas (tripsina, pepsina, pancreatina, pepsina + pancreatina) utilizadas
comunmente en la elaboracion de hidrolizados proteinicos (Cuadro 23).

En general, la AA por ABTS fue mayor en la fraccion de albuminas que en la de
globulinas (Cuadro 24); los valores para albuminas de los genotipos kabuli oscilaron
entre 197.62 (Blanoro) y 877.50 umol ET/L (Suprema 03); mientras que para los tipo
desi fueron de 459.57 (1ICC4418) a 799.4 ymol ET/L (ICC3512). Con respecto a la
fraccion de globulinas, los genotipos mas sobresalientes en AA por ABTS fueron
progreso 95 (488.95 umol ET/L) e ICC3761 (518.69 umol ET/L), mientras que los
genotipos con los valores mas bajos fueron Blanoro (369.54 umol ET/L) e ICC13124
(395.29 umol ET/L). En ambas fracciones el genotipo que presentd los menores
valores fue el genotipo Blanoro. Los valores obtenidos son superiores a los
reportados por Medrano y del Castillo (2011) (100-250 umol ET/L) para hidrolizados
de glicinina de soya con la enzima flavourzyma, pero son similares a los reportados
por Esfandi y col (2019) en hidrolizados de avena con alcalasa (320-450 umol ET/L)
y Garcia-Mora y col (2016) en hidrolizados de albuminas de frijol pinto con alcalasa
(240-410 pmol ET/ L).

Considerando la AA por DPPH de los hidrolizados proteicos de los 18 genotipos
de garbanzo (Cuadro 25), la fraccidon albuminas (22.99%-64.46%) presentd mayor
actividad que la fraccién globulinas (23.07%-28.85%). Para la fraccion de albuminas,
los genotipos con mayores valores antioxidantes fueron Suprema 03 (64.46%, kabuli)
e ICC3512 (54.21%, desi). Mientras que en la fraccion de globulinas, el genotipo
kabuli mas sobresaliente fue progreso 95 (28.85 %) y entre los genotipos desi no se
observaron diferencias significativas (promedio = 26.73%). Los valores de AA por
DPPH observados en el presente estudio corresponden con los reportados por Ghribi

y col (2015) en hidrolizados de garbanzo con alcalasa (45%).
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Cuadro 23. Numero de péptidos antioxidantes generados por hidrdlisis in silico a

partir de las secuencias de las proteinas identificadas en la fraccion de albuminas y

globulinas

Proteinas

Tripsina

Pepsina

Pancreatina

Pepsina +
Pancreatina

Alcalasa

Globulinas

CC-NBS-LRR (74.1 kDa)
Provicilina (49.6 kDa)
Provicilina (47.3 kDa)
Legumina A2 (43.0 kDa)
Legumina (37.0 kDa)
Provicilina (frag) (34.3 kDa)
Legumina (27.4 kDa)

Albuminas

Lipoxigenasa (96.2 kDa)
Apoproteina A1 (81.5 kDa)
HSP70 (76.5 kDa)

Cadena grande de Rubisco
(66.2 kDa)

Proteina de 25.7 kDa

(32.0 kDa)

Porina (30.9 kDa)

Albumina 2S (25.6 kDa)
Total
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10
12

3
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El numero de péptidos bioactivos de cada proteina se determiné ingresando las secuencias

obtenidas por espectrometria de masas (Cuadros 19 y 21) en la base de datos BIOPEP

(http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/en/biopep).
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Cuadro 24. Actividad antioxidante in vitro por ABTS de las fracciones de

albuminas y globulinas de los genotipos de garbanzo estudiados

Genotino Albuminas Globulinas
P % Inhibicion pumol ET/ L % Inhibicion pumol ET/ L

KABULI
Surutato 77 4711 +1.3° 687.38+24.2° 35.32 + 1.0%° 418.37 + 19.9%°
Sto. Dom. 82 50.39 + 2.6°°  750.27 + 49.7"° 37.43+1.9% 461.43 + 40.6®
Bco. Sin. 92  36.89+ 1.6% 491.23 + 30.9% 36.74 + 0.8%° 447.23 + 16.9%°
Progreso 95 51.24+0.7°  766.51 + 13.5° 38.78 + 1.5° 488.95 + 30.3?
Suprema 03  57.01+1.1%  877.50 + 14.2° 33.96 + 0.8"° 390.41 + 17.8b™
Jumbo 2010  40.04 +1.5°  551.82 + 29.3¢ 36.17 + 1.7%° 435.69 + 33.9%°
Blanoro 21.59 + 0.49 197.62 + 8.3° 32.94 +0.9° 369.54 + 18.4°
Hoga 021 34.09 +0.6° 437.50 +11.2° 35.30 £ 1.6%°°  417.93 + 33.1%°
Hoga 340 47.42 +1.5°  693.22 + 29.6° 37.36 + 1.1 460.10 + 22.2%°
ICC3421 29.49 + 0.2 349.22 +4.5' 37.39 £ 1.2%° 460.54 + 24.0%
Promedio 41.52* 580.22" 36.144 435.02*
DESI
ICC6306 43.40+2.7% 616.16 + 51.7 36.59 + 0.9° 44412 + 18.01°
ICC3761 4147 £0.2% 579.10 + 2.2% 40.28 + 0.5° 518.69 + 10.62
ICC4418 35.24 + 1.8 459.57 + 35.3" 35.02 +0.8° 412.16 + 15.9°
ICC3512 52.95+0.8%  799.41 + 14.9° 36.76 + 0.8° 447.67 + 16.4°
ICC5383 4950+ 0.1  733.19+1.4% 35.68 + 1.8° 42548 + 37.7°
ICC13124 38.47 +1.4% 52163 +28.1° 34.20 +1.3° 395.29 + 26.9°
ICC14872 42.41+1.0° 597.22 + 19.5¢ 36.13+1.7° 434.80 + 36.6°
ICC5613 47.22 + 0.9 689.46 + 17.7" 35.96 + 1.1° 431.25 + 22.6°
Promedio 43.83% 624.47° 36.32° 438.68"

Los resultados estan expresados en base seca y corresponden a la actividad

antioxidante del hidrolizado a una concentracion de 1 mg de proteina soluble/mL de

hidrolizado. Letras diferentes en una misma columna para el mismo tipo de garbanzo

indican diferencias significativas (P<0.05) entre las medias de acuerdo con la prueba

de Tukey. Letras diferentes para los valores promedio de cada tipo indican diferencias

significativas (P<0.05) de acuerdo con una prueba t.
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Cuadro 25. Actividad antioxidante in vitro por DPPH de las fracciones de

albuminas y globulinas de los genotipos de garbanzo estudiados

Genotino Albuminas Globulinas

P % Inhibicion pumol ET/ L % Inhibicion pumol ET/ L
KABULI
Surutato 77 45.11+1.5%¢  30.35 + 1.4 23.07 £2.2° 8.76 +2.2°
Sto. Dom. 82 54.40 + 3.2° 39.45 + 3.1° 28.78 + 0.72 14.35 + 0.62
Bco. Sin. 92  50.53 + 3.3"° 35.66 + 3.2°° 25.68 + 1.5% 11.32 +1.5%
Progreso 95 56.46 +0.7° 41.47 £0.7° 28.85 + 1.0? 14.43 + 1.0°
Suprema 03  64.46 + 1.0° 49.30 + 1.02 24.78 + 2.0 10.43 + 1.2%
Jumbo 2010  41.75 + 0.5% 27.06 + 1.1% 23.53+0.8° 9.21+0.8°
Blanoro 39.96 + 0.3° 25.31 + 0.4° 23.16 +1.3° 8.85+1.3°
Hoga 021 43.35 + 28% 28.63 +2.7% 25.83 + 0.5%° 11.47 + 0.5%°
Hoga 340 46.95 + 3.5% 32.15 + 3.4“ 25.04 +1.7%° 10.69 + 1.72°
ICC3421 2299 + 1.1 8.68+ 1.0 26.29 + 1.4% 11.92 + 1.4%
Promedio 46.59* 31.814 25.50° 11.14"
DESI
ICC6306 4537 +1.1° 30.61+1.5° 26.50 + 0.5° 12.12 + 0.4°
ICC3761 40.15 + 0.6¢ 25.49 + 1.0¢ 26.98 + 1.72 12.60 + 1.62
ICC4418 40.26 + 1.5¢ 25.60 + 1.4¢ 24.76 + 1.02 10.42 + 1.0°
ICC3512 54.41 +1.12 39.46 + 1.12 27.39 + 1.22 13.00 £ 0.62
ICC5383 49.40 +2.3° 34.55+23° 27.19 £+ 2.13 12.80 + 2.0°
ICC13124 52.44 + 1.5 37.53 + 1.4%® 27.62 + 0.42 13.22 + 1.0°
ICC1487 4531+ 1.5° 30.54 + 1.0° 27.04 +1.02 12.65 + 1.6°
ICC5613 53.29 + 1.0® 38.36 + 1.2% 26.40 + 1.62 12.02 + 1.22
Promedio 47.58* 32.77° 26.73* 12.35%

Los resultados estan expresados en base seca y corresponden a la actividad
antioxidante del hidrolizado a una concentracion de 1 mg de proteina soluble/mL de
hidrolizado. Letras diferentes en una misma columna para el mismo tipo de garbanzo
indican diferencias significativas (P<0.05) entre las medias de acuerdo con la prueba
de Tukey. Letras diferentes para los valores promedio de cada tipo indican diferencias

significativas (P<0.05) de acuerdo con una prueba t.
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Los resultados obtenidos demuestran la capacidad de la enzima alcalasa para
producir péptidos con alta AA; sin embargo, se requiere de analisis mas especificos
para conocer cuales son los péptidos que le confieren esta actividad a los
hidrolizados, por lo que se decidié realizar el perfil de péptidos presentes en los
hidrolizados. Para ello, primeramente se realiz6 un analisis de componentes
principales para seleccionar el genotipo de garbanzo mas sobresaliente y hacer la
caracterizacion.El analisis de componentes principales (Fig. 21) mostro similitudes y
diferencias entre los genotipos de garbanzo. Dos componentes explicaron mas de la
mitad de la variacion total observada (55.9%) en el contenido de proteinas y la AA de
los hidrolizados de garbanzo. El primer componente (PC1, 30.6%) se asoci6 con la
AA y el segundo con el contenido de proteinas (PC2, 25.3%). Basado en este
analisis, los mejores genotipos de garbanzo fueron ICC3761, ICC14872, Bco. Sin. 92
y Hoga 340, los cuales se localizaron en el cuadrante positivo de ambos
componentes principales. De estos genotipos se decidid seleccionar a ICC3761 para

la caracterizacion del perfil de péptidos y actividades bioldgicas.

2 Actividad antioxidante y antidiabética in vitro de fracciones proteinicas
purificadas a partir del genotipo ICC3761
a Actividad antioxidante de las fracciones purificadas de globulinas y
albuminas

La separacion cromatografica de los hidrolizados de albuminas y globulinas del
genotipo ICC3761 muestra un gran numero de picos cromatograficos (Fig. 22), los
cuales estuvieron conformados por mas de un péptido (Ver perfil de péptidos de cada
fraccion en los ANEXOS 1y 2). La fraccion globulinas consta de 170 péptidos y la de
albuminas de 303, todos ellos con actividades biolégicas predichas importantes, por
lo que se decidio dividir el perfil de cada hidrolizado en tres fracciones, las cuales se
recolectaron cada 30 min (FA1, FA2, FA3, FG1, FG2 y FG3). En el hidrolizado de
albuminas, la FA1 estuvo conformada por 60 péptidos de alrededor de 433 Da, la
FA2 de 92 péptidos de alrededor de 618 Da y FA3 de 151 péptidos con peso

molecular promedio de 669 Da.
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Fig 21. Analisis de componentes principales de 18 genotipos de garbanzo basado en
el contenido de proteinas y la actividad antioxidante de los hidrolizados. Kabuli

(rombos blancos) y desi (rombos negros).
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Fig 22. Separacion cromatografica (UPLC-DAD) de hidrolizados proteinicos
obtenidos con alcalasa de las fracciones de globulinas (A) y albuminas (B) del

genotipo ICC3761.
FA1, Fraccion de albuminas 1 (5-35 min); FA2, Fraccién de albuminas 2 (35-65 min);

FA3, Fraccidén de albuminas 3 (65-95 min); FG1, Fraccidn de globulinas 1 (5-35 min);
FG2, Fraccién de globulinas 2 (35-65 min); FG3, Fraccion de globulinas 3 (65-95

min).
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En el hidrolizado de globulinas, la FG1 tuvo 26 péptidos con pesos moleculares de
alrededor de 490 Da, la FG2 presentd 111 péptidos de entre 287 y 1692.31 Da, y la
FG3 contenia 33 péptidos de alrededor de 475 Da. Estas fracciones fueron
evaluadas en su AA y antidiabética (Cuadro 26).

La AA por ABTS y DPPH de los hidrolizados se evalu6é a 0.2 mg/ mL, ya que
concentraciones mas elevadas inactivaban completamente los radicales.

Los valores de AA por ABTS de las seis fracciones estuvo en el rango de 61.53 a
767.07 uymol ET/L (Cuadro 26). La AA para las albuminas (490.87-767.07 pmol ET/
L) estuvo en el rango reportado por Kou y col (2013) para tres fracciones purificadas
mediante cromatografia de exclusion por tamafo a partir de la fraccién de albuminas
de garbanzo (550-967 ymol ET/ L para concentraciones de 0.5 mg/ mL).

En el ensayo DPPH se observaron porcentajes de inhibicion de 26.87 a 48.87%
(Cuadro 26). Con base en la concentracién utilizada (0.2 mg/ mL), estos valores son
superiores a los reportados por Kou y col (2013) para fracciones purificadas de
albuminas e hidrolizadas secuencialmente con alcalasa y flavourzyma (40 - 74%, 0.5
mg/ mL), e inferiores a los reportados por Torres-Fuentes y col (2015) en tres
fracciones de proteina de garbanzo hidrolizadas secuencialmente con pepsina y
pancreatina (31 - 51%, 0.1 mg/ mL).

De las seis fracciones, la que mostroé los mayores valores antioxidantes fue la
fraccidn de albuminas FA1, en la cual se encuentran péptidos con mayor polaridad
que en el resto, por lo que son mas solubles en agua y tienen mayor capacidad de
interactuar con los radicales utilizados en los ensayos antioxidantes, facilitando la
transferencia de atomos de hidrégeno y en el caso de los grupos R de algunos

aminoacidos la transferencia de electrones.

b Actividad antidiabética de las fracciones purificadas de globulinas y
albuminas

La inhibicién de a-amilasa y a-glucosidasa retrasa y disminuye la liberacion de
glucosa libre, disminuyendo los niveles posprandiales de glucosa en sangre. En el
Cuadro 26 se presentan los porcentajes de inhibicion obtenidos para estas enzimas

al evaluar las fracciones purificadas a 0.1 mg/mL.
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Cuadro 26. Actividad antioxidante y antidiabética in vitro de las fracciones purificadas

a partir de los hidrolizados de globulinas y albuminas del genotipo ICC3761.

Fraccion ABTS' DPPH' a-Amilasa’ a-Glucosidasa®
Globulinas
FG1 20.01+1.13°  31.04+1.77° 7.89+054° 21.34+1.50°
(272 +37.8°)  (18.78 £ 2.1%)
FG2 13.15+1.02°  26.87 +1.83° 1522+ 1.58% 23.04 +2.08°
(61.53+8.2°%  (13.75%2.2°%
FG3 16.09+0.86°  27.13+1.95° 14.09+0.67° 34.73+1.17°
(140.83 + 28.8%) (15.43 + 1.0%)
Albuminas
FA1 34.80 + 0.6° 48.87 +0.2° 13.69+1.09° 50.49 *1.95°
(767.07 +21.7%)  (40.22 + 1.3%)
FA2 26.55 + 1.1° 4539+04% 1490+1.15%° 32.24+1.68°
(490.87 +34.1°)  (36.04 + 1.4°)
FA3 28.51 + 0.6° 48.00+0.4° 1047 +1.12° 33.86%1.67°

(556.51 + 20.6°)

(39.18 + 0.5%)

Los resultados estan expresados en base seca. 'Los valores se reportan en porcentaje de
inhibicién y en pymoles equivalentes de trolox/L (valores entre paréntesis) correspondientes a
0.2 mg de proteina soluble/mL. ?Los valores se reportan como porcentaje de inhibicién de la
enzima y corresponden a 0.1 mg de proteina soluble/mL. FG1, Fracciéon de globulinas 1;
FG2, Fraccion de globulinas 2; FG3, Fraccién de globulinas 3; FA1, Fraccién de albuminas 1;
FA2, Fraccion de albuminas 2; FA3, Fraccion de albuminas 3. Letras diferentes en una
misma columna indican diferencias significativas (P<0.05) entre las medias de acuerdo con

la prueba de Tukey.
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En el caso de a-amilasa, los valores de inhibicion oscilaron entre 7.89 y 15.22%,
siendo la fraccidn de globulinas FG2 la que presentd los valores mas altos, lo cual
pudiera deberse a la acumulacion de péptidos de mayor tamafio en la fraccion
globulinas (ANEXO 1) causando aglomeracion de carbohidratos y limitando su
disponibilidad. Oseguera-Toledo y col (2015) registraron valores de inhibicion de a-
amilasa de 10% para fracciones >10 kDa de frijol negro hidrolizadas con alcalasa;
este valor es similar a los observados en el presente estudio (Cuadro 26). En la
inhibicion de a-glucosidasa, los valores para las albuminas (32.24-50.49%) fueron
mayores que para las globulinas (21.34-34.73%), destacando la FA1 (Cuadro 26).
Valores inferiores a los obtenidos para los hidrolizados con alcalasa de frijol negro
(55%) (Oseguera-Toledo y col 2015). La fraccion de albuminas FA1 fue la que
mostro mejor AA y antidiabética, por lo que fue seleccionada para su purificacién y

analisis de actividades.

3 Actividad antioxidante y antidiabética in vitro de fracciones purificadas a
partir de la fracciéon de albuminas FA1 del genotipo ICC3761

a Actividad antioxidante de fracciones purificadas a partir de FA1

La separacion mediante RP-UPLC de la fraccion FA1 muestra seis picos
cromatograficos principales (FA1-1, FA1-2, FA1-3, FA1-4, FA1-5 y FA1-6) (Fig. 23),
los cuales fueron recolectados para evaluar su AA y antidiabética (Cuadro 27). Las
AA por ABTS y DPPH de las seis fracciones fueron altas. Los valores de ABTS
variaron de 1200.80 a 2433.20 umol ET/L, siendo mayores para la fraccion FA1-5;
estos valores son superiores a los reportados por Kou y col (2013) para una fraccion
purificada de albuminas (686 ymol ET/L) evaluada a la misma concentracion utilizada
en el presente estudio. La AA por DPPH de las seis fracciones fue de alrededor del
70% de inhibicion, siendo la fraccion FA1-1 la que alcanz6 el mayor porcentaje de
inhibicién (72.46 %). Estos valores son superiores a los reportados por Kou y col
(2013) para una fraccion de albuminas purificada por cromatografia de exclusion por
tamano (43.5 %) y se encuentran dentro del rango reportado por Torres-Fuentes y
col (2015) para 12 subfracciones purificadas por cromatografia de afinidad y

cromatografia de exclusion por tamario (5 a 80 %, 0.1 mg/ mL).
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Fig 23. Separacion cromatografica (UPLC-DAD) de la fraccion de albuminas 1 (FA1)
del genotipo ICC3761.
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Cuadro 27. Actividad antioxidante y antidiabética in vitro de las fracciones purificadas

a partir de la fraccion de albuminas 1 (FA1) del genotipo ICC3761.

Fraccioén ABTS' DPPH' a-Amilasa’? a-Glucosidasa’

FA1

FA1-1 66.56 + 1.7° 72.46 +1.2° 4399 + 1.1° 47.38 +4.1°
(1981.59 + 63.3°)  (44.49 + 1.29)

FA1-2 71.23+1.6° 69.99 + 0.8 37.30 + 1.0¢ 4557 +1.7°
(2154.18 + 60.4°)  (42.02 + 0.9%)

FA1-3 73.10+1.7° 71.81+1.2% 57.73 +3.1° 60.53 + 0.4°
(2223.35 + 65.3°)  (43.89 + 0.9%)

FA1-4 45.45 + 2.0° 69.34 + 0.9° 34.89 + 1.1¢ 4586 + 1.7°
(1200.80 + 76.5°)  (41.36 + 1.0°)

FA1-5 78.78 + 0.9° 69.40 + 1.5° 66.62 + 1.5 57.02 + 1.5°
(2433.2+36.3%)  (41.41+1.1%

FA1-6 61.60 + 1.7° 69.97 + 0.6% 63.25 + 1.1° 49.41 +1.9°

(1797.93 +66.4%  (42.57 + 1.5%)

Los resultados estan expresados en base seca y se reportan como porcentaje de
inhibicion del radical o enzima. 'Los valores se reportan en porcentaje de inhibicién y
en pmoles equivalentes de trolox/L (valores entre paréntesis) y corresponden a 0.2
mg de proteina soluble/mL. Los valores se reportan como porcentaje de inhibicion
de la enzima y corresponden a 0.1 mg de proteina soluble/mL. Letras diferentes en
una misma columna indican diferencias significativas (P<0.05) entre las medias de

acuerdo con la prueba de Tukey.
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Los resultados de AA demuestran que mientras menor sea el numero de
péptidos presentes en los hidrolizados, mayor es su capacidad antioxidante, lo cual
podria deberse a la disminucion de interacciones entre ellos, favoreciendo

interacciones directas con los radicales utilizados en los estudios.

b Actividad antidiabética de fracciones purificadas a partir de FA1

La fraccion FA1-5 mostré las mayores actividades inhibitorias: con la a-amilasa,
el valor para FA1-5 (66.62%) fue similar a FA1-6 (63.25%) (P < 0.05); mientras que
con la a-glucosidasa, FA1-3 (60.53%) y FA1-5 (57.02%) fueron similares (P < 0.05)
(Cuadro 27). Los porcentajes de inhibicion observados para estas dos enzimas son
similares a los reportados por Oseguera-Toledo y col (2015) para péptidos menores
a 1 kDa obtenidos de hidrolizados de frijol negro con alcalasa: 30-50% (a-amilasa) y
50-60% (a-glucosidasa).

Los altos porcentajes de inhibicion enzimatica y AA de FA1-5 sugieren su

potencial antidiabético y se procedié a identificar los péptidos que la componen.

4 Perfil de péptidos, actividad antioxidante y antidiabética de la subfraccion de
albuminas FA1-5 del genotipo ICC3761

a Perfil de péptidos de la subfraccion FA1-5

Como se menciond en los apartados anteriores, la subfraccion FA1-5 fue la que
mostro los mejores porcentajes de inhibicion del radical ABTS, enzima a-amilasa y a-
glucosidasa, por lo que se separ6 mediante RP-UPLC-DAD-ESI-MS/MS con el
objetivo de conocer y purificar los péptidos presentes en ella.

El analisis por RP-UPLC-DAD-ESI-MS/MS de la separacion de FA1-5 mostrd
cuatro picos cromatograficos definidos (Fig 24) que fueron caracterizados por
espectrometria de masas. Como ejemplo de la caracterizacion, la Figura 25 muestra
el analisis para el pico 3 de la subfraccion FA1-5: de la huella peptidica (MS) de FA1-
5 (Fig. 25A) se seleccion6 y analiz6 (MS/MS) el idn m/z 408.23 (Fig. 25B) para
determinar que correspondia al péptido FGKG. Este analisis se realizd para los

cuatro picos observados.
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Fig 24. Separacién cromatografica (UPLC-DAD) de la subfraccién de albuminas FA1-
5 del genotipo ICC3761. Los péptidos identificados en cada pico por espectrometria
de masas son: 1, FEI, FEL, FIE; 2, FKN; 3, FGKG; 4, MEE.

138



A)

408.23

1152.86
106286 | 131484 1476
e 7020 165861

™

1200 1400 1600 1800 2000

800 1000
miz

B)
261.05

75.85
g 507 204.01

3 103.92
239.11

1 I
1] et T ek e i M e e Ll A

T Ty T L i
100 150 200 250 300 350 400 450

Fig 25. Identificacion por espectrometria de masas del pico 3 indicado en la Figura
24. A) Huella peptidica de la fraccion FA1-5. B) Espectro MS/MS del i6n indicado con

un recuadro en la Figura A.
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Los pesos moleculares, caracteristicas fisicoquimicas y posible actividad
bioldégica de los péptidos identificados en la subfraccion FA1-5 se muestran en el
Cuadro 28, donde se puede observar que el orden de elucion para los péptidos
coincide con sus valores de hidrofobicidad.

Mediante el analisis de espectrometria de masas se pudo observar que el pico 1
estaba conformado por los tri-péptidos FEI, FEL y FIE, los cuales corresponden casi
a los mismos aminoacidos, pero en diferente orden; estos tres péptidos poseen
caracteristicas quimicas y estructurales muy similares (Cuadro 28; Fig. 26), lo que
hace dificil su purificaciéon individual. El péptido FEL (LEF) forma parte del péptido de
frijol pinto VVNEGEAHVELVVGPKETLEFESY obtenido por Garcia-Mora y col (2016)
mediante hidrolisis con la enzima savinasa. También se han reportado fragmentos de
los péptidos FEI y FIE en frijol pinto, frijol negro y garbanzo (Oseguera-Toledo y col,
2015; Torres-Fuentes y col, 2015; Garcia-Mora y col, 2016; Oseguera Toledo y col,
2016; Garcia-Mora y col, 2017).

El pico 2 corresponde al péptido FKN reportado por Garcia-Mora y col (2015)
como parte de los péptidos SQDNPFYFNSDNSWNTLFKN,
DNSWNTLFKNQYGHFRVL Y SDNSWTLFKNQYGHIRVL obtenidos por hidrélisis
con alcalasa de proteinas de frijol pinto.

En cuanto al pico 3 identificado como FGKG, el péptido no ha sido registrado en
la literatura pero si fragmentos: KG (GK) se report6 como parte de los péptidos
DKGGLL (frijol pinto Durango), YALKG (garbanzo), SAKFPPAGGK, NKGAPPAAGK
y KGAGGRGH (frijol negro) reportados en leguminosas por diversos autores (de
Souza Rocha y col, 2015; Oseguera-Toledo y col, 2015; Torres-Fuentes y col, 2015).
El fragmento FGK forma parte los péptidos SRNPIYSNKFGK y SPIYSNKFGK
reportados en hidrolizados de proteina de garbanzo germinado obtenidos mediante
hidrolisis secuencial con pepsina y pancreatina (Milan-Noris y col, 2018).

El ultimo pico cromatografico corresponde al péptido MEE, el cual forma parte de
los péptidos SIEMEEGALFVPHYYSKAIVIL y SIEMEEGGALFVPH reportados por
Garcia-Mora y col (2015) en hidrolizados de frijol pinto con alcalasa, asi como en el
péptido ISSIEMEEGALFPH reportado por Garcia-Mora y col (2016) en hidrolizados

de frijol pinto con savinasa.
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Fig 26. Estructura de los péptidos identificados en la subfraccién FA1-5 del genotipo

ICC3761. La estructura

de

los

péptidos se

obtuvo en PepDraw

(http://www.tulane.edu/~biochem/WW/PepDraw/). Los aminoacidos se presentan en

nomenclatura de una letra.

142



De acuerdo al analisis in silico en la plataforma BIOPEP, los péptidos
identificados en la fraccion FA1-5 podrian tener la capacidad de inactivar especies
reactivas de oxigeno, inhibir enzimas antidiabéticas y antihipertensivas, por lo que se

evaluaron algunas de estas actividades en los péptidos purificados.

b Actividad antioxidante de los péptidos purificados

La actividad de los péptidos depende no solo del peso molecular, sino también
de su estructura quimica, es decir de la composicibn aminoacidica, del tipo de
aminoacido en N y C terminal, las caracteristicas hidrofébicas/hidrofilicas de las
cadenas laterales, entre otros (Sanchez y Vazquez, 2017; Zhang y col, 2019). En el
Cuadro 29 se muestra la AA por ABTS y DPPH de los péptidos purificados a partir de

la subfraccion FA5-1.

1) ABTS

Los valores de ABTS para los péptidos (0.2 mg/ mL) variaron entre 37.39 y 78.25
% (Cuadro 29), los cuales son superiores a los reportados por Zhang y col (2019)
para 4 péptidos sintetizados a partir de secuencias encontradas en hidrolizados de
soya (54.1 a 70.8 %; evaluados a 1 mg/ mL). Los resultados demuestran que la
carga de los péptidos tiene mucho peso en la AA, ya que los péptidos cargados
negativamente presentaron los mayores valores (FEIl, FEL y FIE, 74.14%; MEE,
48.02 %). Otro parametro de importancia es la presencia de aminoacidos aromaticos
como fenilalanina, ya que se sabe que el anillo bencénico de su cadena lateral tiene
la capacidad de actuar como estabilizador de radicales libres mediante la donacién
de electrones (Sanchez y Vazquez, 2017). También se ha reportado que la presencia
de leucina en el extremo C terminal aumenta la AA; por ejemplo Chen y col (1996)
observaron que al cambiar el orden de los aminoacidos de los péptidos HPLH a
HPHL y HHLP a HHPL, la actividad aumentada considerablemente. Lo anterior
puede explicar el hecho de que los péptidos con mayor AA por el ensayo ABTS
fueron aquellos que ademas de tener carga negativa tienen residuos de fenilalanina y

leucina.

143



Cuadro 29. Actividad antioxidante in vitro de los péptidos purificados a partir de la
fraccion FA1-5 del genotipo ICC3761.

ABTS DPPH
Péptido
(% Inhibicion) (% Inhibicion)
FEI, FEL, FIE 78.25+3.7° 64.63 +5.7°
FKN 40.09 + 2.4° 63.78 + 0.4°
FGKG 37.39+£2.5° 73.65 +1.0°
MEE 48.02 + 1.6° 74.14 £ 2.9°

Los resultados estdan expresados en base seca. Valores
correspondientes a 0.2 mg de proteina soluble/mL. Letras diferentes
en una misma columna indican diferencias significativas (P<0.05)

entre las medias de acuerdo con la prueba de Tukey.

144



2) DPPH

Diversos estudios han reportado que péptidos con mayor numero de
aminoacidos antioxidantes presentan mejor capacidad de inhibicion del radical
DPPH. Wang y col (2015a) evaluaron la AA de 9 péptidos de hidrolizados de carne
de pato y observaron que péptidos con mas del 50% de aminoacidos hidrofébicos en
Su secuencia presentaron valores de inhibicion de DPPH altos (54 a 93 %); mientras
que péptidos con 29% de aminoacidos hidrofobicos presentaron valores bajos (16%).
Esto coincide con lo observado en el presente estudio, donde el péptido con mayor
hidrofobicidad fue el que presenté la mayor AA por DPPH (MEE, 74.14 %) y los
péptidos menos hidrofébicos son los que presentaron los menores valores (FEI, FEL,
FIE; 64.63 %; FKN, 63.78 %) (Cuadro 29). Estos valores son superiores a los
observados por Zhang y col (2019) en cuatro péptidos de soya (40-47%;
concentracion de 1 mg/mL), lo cual podria deberse a que los péptidos sintetizados
por estos autores presentan valores de hidrofobicidad menores que los de los

péptidos obtenidos en el presente estudio.

c Actividad antidiabética de los péptidos purificados

Una alternativa para disminuir la glucosa postprandial y controlar la diabetes es
el uso de medicamentos no farmacolégicos como los péptidos bioactivos. Las
leguminosas son una buena fuente de proteinas y péptidos bioactivos. Debido a que
la actividad antidiabética fue una de las predichas para los péptidos purificados
(Cuadro 28), se evalué su capacidad de inhibir enzimas relacionadas con el
metabolismo de carbohidratos como a-amilasa y a-glucosidasa, asi como la enzima

Dipeptidil peptidasa-4 involucrada en la diabetes tipo 2.

1) a-amilasa

La inhibicibn de a-amilasa de los péptidos purificados (39.96-54.12%) fue
superior para FGKG (54.12%) (Cuadro 30). Estos valores son similares a los
reportados por Oseguera-Toledo y col (2015) para hidrolizados proteinicos (> 1 kDa)

de frijol pinto Durango y frijol negro 8025 (30-50 %).
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La a-amilasa esta formada por tres dominios (A, B y C); la triada catalitica de
esta enzima se encuentra en el dominio A (ASP'¥", GLU*® y ASP*®) (Brayer y col,
1995). Por lo tanto, la obtencion de péptidos que interactuen con estos aminoacidos
ayuda a disminuir la actividad de esta enzima. El efecto es mas notorio cuando el
efecto es sobre ASP': la actividad especifica de la enzima se reduce hasta 10°
veces al sustituir/cambiar/bloquear este aminoacido. En cambio, la sustitucién de los
aminoacidos GLU*** y ASP** disminuye su eficiencia 10° veces (Brayer y col, 2000).

El analisis de acoplamiento molecular (Fig. 27) indicé que todos los péptidos
interactuaron con el principal aminoacido catalitico ASP'’, con excepcion de MEE, el
cual no mostro interacciones con ninguno de los 3 aminoacidos de la triada catalitica;
sin embargo, si interactu6 con otros aminoacidos que forman parte del sitio activo de
la enzima como ARG'®°, TRP*°, HIS' e HIS®**® (ANEXO 3).

Los péptidos FGKG y FKN interactuaron con los 3 aminoacidos cataliticos de la
enzima a-amilasa (ASP', GLU?* y ASP*®) (Fig. 27), lo que sugiere que actian
mediante una inhibicion competitiva, sin embargo se requieren mas estudios para
demostrarlo. Las diferencias en los porcentajes de inhibicion entre ambos péptidos
podrian deberse a las interacciones entre estos y el resto de los aminoacidos de la
enzima, asi como a la estabilidad de la interaccion. FGKG presenté interacciones con
los residuos TRP*®, LEU"®?, ALA™® e HIS®**°; mientras que FKN interactué con TRP>®,
TRP*® y HIS®*®. Estos aminoacidos también presentan interacciones con acarbosa e
inhibidores proteicos de frijol (Nahoum y col, 2000). Las interacciones hidrofébicas
entre LEU'®-PHE" y ALA'"-PHE" del péptido FGKG parecen tener un gran peso en
la estabilizacion del inhibidor, dado que FGKG fue el que presenté el mayor
porcentaje de inhibicidn y la menor energia de enlace (-10.047 kcal/mol) (Cuadro 31);
mientras mas negativo es el valor de energia de enlace, mas estable es la

interaccién (London y col, 2011).
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Cuadro 30. Porcentaje de inhibicién de a-amilasa de los péptidos purificados a partir
de la fraccion FA1-5 del genotipo ICC3761.

a-Amilasa
Péptido
(% Inhibicion)
FEI, FEL, FIE 39.96 + 0.3¢
FKN 46.84 + 1.0°
FGKG 5412 + 0.5°
MEE 43.44 + 0.7°

Los resultados estan expresados en base seca. Valores
correspondientes a 0.1 mg de proteina/mL. Letras
diferentes en una misma columna indican diferencias
significativas (P<0.05) entre las medias de acuerdo con la

prueba de Tukey.
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Fig 27. Acoplamiento molecular de diferentes péptidos con a-amilasa: FKN (A y B),
FGKG (C y D) y MEE (E y F). Interacciones electroestaticas (lineas discontinuas
naranjas), interacciones por puente de hidrogeno (lineas discontinuas verdes),

interacciones hidrofébicas (lineas discontinuas rosas).
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Cuadro 31. Energia total, energia de interaccion y numero de interacciones totales

obtenidas por modelado computacional de los péptidos purificados y la enzima a-

amilasa.
Energia Total Energia de Union Interacciones Puentes de
Péptido

(kcal/ mol) (kcal/ mol) Totales Hidrégeno

FEI -908.831 -7.320 7 2

FEL -904.630 -5.300 10 2

FIE -909.871 -6.620 8 1

FKN -904.431 -9.370 12 8

FGKG -907.140 -10.04 13 7

MEE -900.880 -7.839 11 4
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Los resultados del acoplamiento molecular de los péptidos FEI, FEL y FIE se
muestran en la Figura 28. El péptido FEI mostro interacciones electroestaticas con
APS™ LYS?® GLU?*?; hidrofébicas con TRP®®, TRP*® y TYR®% y puente de
hidrégeno con ASP'¥’. Se observaron 10 interacciones totales entre a-amilasa y el
péptido FEL, de las cuales 6 fueron electroestaticas (ASP'*, GLU?*, ASP3®, TYR®?
y TRP*), 2 hidrofébicas (LEU'® y ILE?*®) y 2 por puentes de hidrégeno (THR'® y
HIS%). El péptido FIE mostré 5 interacciones electroestaticas con GLU?*, LYS?%,
ASP'" ASP® y TYR™"; 3 hidrofébicas con LEU'®?, LYS?® y LEU"®% y 1 puente de
hidrégeno con GLU?*. De todos los péptidos evaluados, este grupo fue el que
presentd los mayores valores de energia de enlace (-7.32, -5.30 y -6.62 kcal/ mol,
respectivamente) (Cuadro 31), lo que coincide con el hecho de que estos péptidos

presentaron los menores porcentajes de inhibicion.

2) a-glucosidasa

Los porcentajes de inhibicion para la enzima a-glucosidasa de los péptidos
analizados se muestran en el Cuadro 32 (41.97-56.01%); del mismo modo que en la
enzima a-amilasa, el péptido que presenté los mayores valores fue FGKG (56.01 %).
Estos valores son inferiores a los reportados por Oseguera-Toledo y col (2015) para
frijol pinto Durango (75 %) y frijol negro 8025 (70 %) para péptidos >1 kDa obtenidos
mediante hidrdlisis con alcalasa y bromelaina.

Los principales aminoacidos en el sitio activo de la a-glucosidasa son residuos
acidos (ASP*'®, GLU?' y ASP®'®) y basicos (ARG®® e HIS®™*). EI ASP®'® acttia como

P®16 actian como catalizadores acido/base

8674

nucledfilo, mientras que GLU**' y AS
estabilizando el estado de transicion del sustrato en conjunto con ARG e HI
(Hermans y col, 1991; Roig-Zamboni y col, 2017; Ur Rehman y col, 2019).

De los péptidos analizados, solo FGKG mostré interacciones con aminoacidos
del sitio catalitico de la enzima a-glucosidasa. Este péptido interaccion6 mediante
puente de hidrégeno no convencional entre el aminoacido catalitico ASP*'® y GLY*
(O—H), y el aminoacido del sitio activo ARG®® y LYS® (O—H) (Figura 29; ANEXO 4).
La ARG®® es esencial en la actividad de la a-glucosidasa ya que su modificacién o

sustitucion conduce a la pérdida de la actividad enzimatica (Ur Rehman y col, 2019).
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Fig 28. Acoplamiento molecular de diferentes péptidos con a-Amilasa: FEI (A y B),
FEL (C y D) y FIE (E y F). Interacciones electroestaticas (lineas discontinuas
naranjas), interacciones por puente de hidréogeno (lineas discontinuas verdes),

interacciones hidrofébicas (lineas discontinuas rosas).
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Cuadro 32. Porcentaje de inhibicién de a-glucosidasa de los péptidos purificados a
partir de la fraccion FA1-5 del genotipo ICC3761.

a-Glucosidasa

Péptido
(% Inhibicion)
FEI, FEL, FIE 53.56 + 0.7°
FKN 43.29 + 0.4°
FGKG 56.01 + 0.5°
MEE 41.97 £1.5°

Los resultados estdan expresados en base seca. Valores
correspondientes a 0.1 mg de proteina/mL. Letras diferentes en una
misma columna indican diferencias significativas (P<0.05) entre las

medias de acuerdo con la prueba de Tukey.
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Fig 29. Acoplamiento molecular de diferentes péptidos con a-glucosidasa: FKN (A y
B), FGKG (C y D) y MEE (E y F). Interacciones electroestaticas (lineas discontinuas
naranjas), interacciones por puente de hidrogeno (lineas discontinuas verdes),
interacciones hidrofobicas (lineas discontinuas rosas) interacciones Sulfuro-X (lineas

discontinuas azules).
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El acoplamiento de a-glucosidasa con FKN mostré interacciones principalmente
con aminodcidos hidrofébicos del sitio activo; puentes de hidrégeno con ALA®™
TYR®® y LEU'®; y formé interacciones hidrofébicas con LEU'®®, LEU® y LEU®®®
(Fig. 29; ANEXO 4).

El péptido MEE formé enlaces pi-Sulfuro con PHE®®? e HIS®*, interacciones
hidrofébicas con ARG®®, puentes de hidrégeno con VAL®’ y LEU®®, e interacciones
electroestaticas con ARG e HIS®®. Este péptido fue el que presentd la mayor
energia de enlace (Cuadro 33) y por lo tanto la interaccion es menos estable que las
del resto de péptidos; aun asi es mas fuerte que la interaccion entre el inhibidor
comercial acarbosa y a-glucosidasa reportada por Aispuro-Pérez y col (2019) (-4.42
Kcal/ mol).

De los seis péptidos, los del grupo correspondiente al pico 1 fueron los que
presentaron menos interacciones con a-glucosidasa, aun asi la energia de enlace
entre proteina-ligando fue mas fuerte que la de FKN y MEE (Cuadro 33). En el caso
del péptido FEI, PHE' formé puente de hidrégeno con MET>®® (pi-H) e interacciones
hidrofébicas tipo pi-alquil con TYR>® (Fig 30; ANEXO 4). El residuo PHE' de FEL y
FIE también formo interacciones pi-alquil con ARG*** y ARG®®, respectivamente.

Las interacciones observadas entre estos péptidos y a-glucosidasa sugieren
inhibicion no competitiva, debido a que ninguno de los aminoacidos con los que el
péptido interactud pertenecen al sitio activo; sin embargo se requieren mas estudios

para corroborarlo.

3) Dipeptidil peptidasa IV

La enzima DPP4 tiene dos sitios de unién: el sitio 1 (S1) estd formado por
aminoécidos hidrofébicos (TYR®", TYR®', VAL®®®, TRP®*®, TYR®®? TYR®®® y VAL™")
que permiten que los aminoacidos no cargados interactuen con la triada catalitica
(SER®®, ASP%/ASN™"? y HIS™9); y el sitio 2 (S2) involucra interacciones claves con
GLU?®, GLU*® y ARG'®, y esta formado por una cadena hidrofébica larga y una
cadena aromatica que facilitan la unién de moléculas de alta afinidad; ademas tiene
una cavidad mas grande rodeada por VAL?®’, SER?®, ARG**® y PHE**" que hacen

un subsitio (S2°) (De y col, 2019).
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Cuadro 33. Energia total, energia de interaccion y numero de interacciones totales

obtenidas por modelado computacional de los péptidos purificados y la enzima a-

glucosidasa.
Energia Total Energia de Union Interacciones Puentes de
Péptido

(kcal/ mol) (kcal/ mol) Totales Hidrégeno

FEI -1547.594 -7.178 3 1

FEL -1531.947 -6.480 4 1

FIE -1550.091 -7.009 4 1

FKN -1529.735 -6.329 8 5

FGKG -1545.985 -7.060 8 5

MEE -1543.576 -6.320 9 3
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Fig 30. Acoplamiento molecular de distintos péptidos con a-glucosidasa: FEI (A 'y B),
FEL (C y D), FIE (E y F). Interacciones electroestaticas (lineas discontinuas
naranjas), interacciones por puente de hidrogeno (lineas discontinuas verdes),

interacciones hidrofébicas (lineas discontinuas rosas).
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La capacidad de los péptidos purificados de inhibir a la enzima DPP4 se muestra
en el Cuadro 34. Los péptidos presentaron valores de inhibicién relativamente
buenos, comparables con inhibidores comerciales como Diprotina A (ILE-PRO-ILE;
ICs50= 1.1 ug/mL) y Diprotina B (VAL-PRO-ILE; ICs0= 5.5 pg/mL) (Umezawa y col,
1984). Los péptidos del pico 1 (FEI, FEL y FIE) fueron los mejores inhibidores de
esta enzima con valores de ICsy de 4.20 pg/mL; cabe aclarar que mientras mas
pequefo sea el valor de ICsg, el péptido sera mejor inhibidor de la enzima.

El anadlisis de acoplamiento molecular sugiere inhibicion competitiva de la DPP4
por parte de todos los péptidos, con excepcion de FKN que no interactua con ningun
aminoacido del sitio activo. La energia de union de las interacciones fue en el
siguiente orden: FIE (-13.054 kcal/mol), FEL (-12.698 kcal/mol), FGKG (-11.684
kcal/mol), MEE (-11.301 kcal/mol), FEI (-8.307 kcal/mol) y FKN (-8.190 kcal/mol)
(Cuadro 35), lo que corresponde con lo observado en los porcentajes de inhibicion
donde los mayores valores los mostraron los péptidos con la energia de union mas
baja, con excepcion del péptido FEI.

El péptido FEI mostré interacciones hidrofébicas tipo pi-alquilo con el aminoacido
catalitico HIS™® y con TRP®® y VAL®®: vy tipo apilamiento pi-pi con TRP°®. El
aminoacido PHE" del péptido formé puentes de hidrégeno con TYR™? y se observé
una interaccidon electroestatica entre GLU? y ARG®® (Figura 31; ANEXO 5). El
péptido FEL interactué con ARG'® y GLU**®, aminoacidos del S2 de la enzima. Entre
el oxigeno el grupo carboxilo de GLU? y el grupo guanidio de ARG1%° se formaron
puentes salinos. Este enlace también se observd entre GLU® del péptido FIE vy
ARG'® de la enzima. ARG'® es responsable de fijar al inhibidor en el sitio activo
(Hiramatsu y col, 2004).

FKN formé 6 interacciones con DPP4, 4 por puente de hidrogeno y 2 hidrofébicas
del tipo pi-alquilo. Los puentes de hidrégeno fueron con los aminoacidos ARG**,
PRO®'’ y dos con GLU**?. Las interacciones hidrofébicas fueron con LYS®'? e ILE®®
(Figura 32; ANEXO 5). Este péptido fue el que presentd menos interacciones y la

mayor energia de enlace (-8.191 kcal/mol) (Cuadro 35).
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Cuadro 34. Inhibicion de la enzima dipeptidil peptidasa IV por los péptidos
purificados a partir de la fraccion FA1-5 del genotipo ICC3761.

Dipeptidil Peptidasa IV

Péptido
ICs0 (g/mL)
FEI, FEL, FIE 4.20 + 0.47°
FKN 12.08 + 0.23°
FGKG 7.29 + 0.55°
MEE 7.65+0.17°

Los resultados estan expresados en base seca. Letras diferentes
en una misma columna indican diferencias significativas (P<0.05)

entre las medias de acuerdo con la prueba de Tukey.
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Cuadro 35. Energia total, energia de interaccion y numero de interacciones totales
obtenidas por modelado computacional de los péptidos purificados y la enzima
dipeptidil peptidasa IV

Energia Total Energia de Union Interacciones Puentes de

Péptido
(kcal/ mol) (kcal/ mol) Totales Hidrégeno
FEI -1400.484 -8.307 2
FEL -1398.894 -12.698 5
FIE -1395.330 -13.054 10 1
FKN -1336.109 -8.191 4
FGKG -1408.457 -11.684 14 6
MEE -1394.644 -11.301 11 9
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Fig 31. Acoplamiento molecular de diversos péptidos con DPP4: FEI (A y B), FEL (C
y D) y FIE (E y F). Interacciones electroestaticas (lineas discontinuas naranjas),
interacciones por puente de hidréogeno (lineas discontinuas verdes), interacciones

hidrofébicas (lineas discontinuas rosas).
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Fig 32. Acoplamiento molecular de diversos péptidos con DPP4: FKN (A y B), FGKG
(Cy D)y MEE (E y F). Interacciones electroestaticas (lineas discontinuas naranjas),
interacciones por puente de hidrogeno (lineas discontinuas verdes), interacciones

hidrofdbicas (lineas discontinuas rosas).
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El péptido FGKG mostré el mayor niumero de interacciones (14), entre las cuales

se incluyen aminodacidos cataliticos como ASN’'® (puente de hidrégeno) e HIS™

(hidrofébica), asi como aminoacidos del S2 como ARG'® (hidrofébicas) y GLU?®
(puentes de hidrogeno) (Fig. 32; ANEXO 5). Este ultimo aminoacido es indispensable
para que la enzima reconozca el extremo N-terminal del residuo de prolina del
sustrato (Abbott y col, 1999).

De los seis péptidos, solo MEE formé enlaces con los tres aminoacidos de la
triada catalitica de la enzima (SER®®, ASN"'® y HIS™), correspondientes a puentes
de hidrégeno con MET', GLU® y MET", respectivamente. También formé puentes de
hidrégeno con el aminoacido ARG'?® del S2 e interacciones hidrofébicas con el anillo
fenol de TYR®®? del S1 (Fig. 32; ANEXO 5).

Las interacciones observadas entre los péptidos purificados y DPP4 (con
excepcion de FKN) se han reportado previamente para inhibidores comerciales como
Diprotina A y Sitagliptina (Hiramatsu y col, 2004; Patel y Ghate, 2014), lo que

convierte a estos péptidos en una buena alternativa para su uso comercial.
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VIl CONCLUSIONES

Los genotipos de garbanzo mostraron una amplia variabilidad en el contenido de
compuestos fendlicos, proteina, péptidos y AA, lo cual refleja su gran diversidad

genética.

Algunos genotipos mostraron contenidos altos de flavonoides (ICC 4418, ICC
6306, ICC 3761) y acidos fendlicos (Surutato 77, Bco. Sin. 92 y Blanoro) por lo que

representan una buena fuente de compuestos antioxidantes.

La actividad antioxidante de los extractos metandlicos de los genotipos de
garbanzo esta asociada principalmente con el contenido de los acidos fendlicos
sinapico hexosido y galico, asi como de los flavonoides miricetina, quercetina,

catequina e isoramnetina.

Los perfiles de proteinas mostraron una mayor acumulacion de la fraccién de
globulinas, con una mayor proporcion de la proteina legumina A2, mientras que la
fraccién de albuminas presenté una mayor variabilidad entre los genotipos y una

mayor proporcion de albumina 2S.

Los hidrolizados con alcalasa de la fraccion de albuminas presentaron mayor AA
que los hidrolizados de la fraccién de globulinas, lo que sugiere una mayor

proporcion de péptidos antioxidantes en las albuminas.

El genotipo de garbanzo desi ICC3761 representa una buena fuente de péptidos
con actividades bioldgicas (antioxidante y antidiabética), lo que lo hace candidato
para ser incluido en la dieta o en programas de mejoramiento para el desarrollo de

genotipos de garbanzo con propiedades nutracéuticas.

Los péptidos purificados a partir del genotipo ICC3761 mostraron altos porcentajes
de inhibicion de radicales antioxidantes (ABTS y DPPH) y enzimas relacionadas
con el metabolismo de carbohidratos (a-amilasa y a-glucosidasa) y diabetes tipo 2
(Dipeptidil peptidasa 1V), por lo que podrian ser utilizados como parte de
tratamientos no farmacoldgicos contra enfermedades relacionadas al estrés

oxidativo y diabetes.
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e Los resultados obtenidos demuestran que los genotipos de garbanzo estudiados
representan una buena fuente de compuestos con actividad antioxidante y
antidiabética, dandole un valor agregado a este cultivo tan importante para el
noroeste de Meéxico y el mundo. Ademas, la variabilidad observada en las
caracteristicas evaluadas sugiere que algunos de estos materiales son buenos
candidatos para ser utilizados en el mejoramiento de la calidad nutracéutica del

garbanzo.
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ANEXO 1. Perfil de péptidos del hidrolizado proteinico de la fraccion de globulinas

del genotipo ICC3761

ANEXOS

[MH]+

PM

.z T 1 . . .
Fraccion No. (Da) (Da) Péptido Posible Actividad
FG1
1 44454 44354 VGLR Antihipertensiva,
Antidiabética
2 44452 44352 RLR Antihipertensiva,
Antidiabética
3 967.86 966.86 VEGSSNSNSS Antihipertensiva,
Antidiabética
4 246.14 24514 VQ Antidiabética
5 246.15 24515 VGA Antihipertensiva,
Antidiabética
6 66648 665.48 LPARLP Antihipertensiva,
Antidiabética
7 66648 66548 PALLRP Antihipertensiva,
Antidiabética,
Antioxidante
8 44456 44356 GVIR Antihipertensiva,
Antidiabética,
Antioxidante
9 55236 551.36 SSKIK Antidiabética
10 562.36 561.36 KTGKE Antihipertensiva,
Antidiabética
11 562.36 561.36 SSLKQ Antidiabética,
Antioxidante
12 562.36 561.36 KAKSE Antihipertensiva,
Antidiabética
13 562.36 561.36 KMKR Antihipertensiva,
Antidiabética
14 562.28 561.28 WVEE Antihipertensiva,
Antidiabética
15 44456 44356 RIVG Antihipertensiva,
Antidiabética

'Péptidos secuenciados por UPLC-ESI-MS/MS con una intensidad de al menos el
50%. La posible actividad se obtuvo de la base de datos BIOPEP
(http://www.uwm.edu.pl/biochemial/index.php/en/biopep) y se le atribuye al péptido
completo o a algun fragmento de él. Los aminoacidos se presentan en nomenclatura
de una letra. FG1, Fraccion de globulinas 1 (5-35 min); FG2, Fraccion de globulinas 2
(36-65 min); FG3, Fraccion de globulinas 3 (66-95 min). PM, peso molecular.
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ANEXO 1. Continuacion...

[MH]+ PM

.z ;s 4 1 . -
Fraccién No. (Da) (Da) Péptido Posible Actividad
FG1
Antihipertensiva,
16 373.48 372.48 AVIA Antidiabética
Antihipertensiva,
17 37348 37248 VVR Antidiabética
Antihipertensiva,
18 373.48 372.48 AIVA Antidiabética
Antihipertensiva,
19 373.48 372.48 VAIA Antidiabética
20 55072 55872 IGILSG Antihipertensiva,
Antidiabética
21 55972 55872 IVAISG Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
22 260.15 259.15 IGA Antidiabética
Antihipertensiva,
23 44435 443.35 AILK Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
24 29433 293.33 GAF Antidiabética
25 549.66 548.66 FINR Antidiabética
26 82399 82299 SSLKNCTA Antidiabetica,
Antioxidante
FG2

Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
28 644.84 643.84 EGVVLK Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
29 479.79 478.79 LLPH Antidiabética,
Antioxidante
'Péptidos secuenciados por UPLC-ESI-MS/MS con una intensidad de al menos el
50%. La posible actividad se obtuvo de la base de datos BIOPEP
(http://www.uwm.edu.pl/biochemial/index.php/en/biopep) y se le atribuye al péptido
completo o a algun fragmento de él. Los aminoacidos se presentan en nomenclatura
de una letra. FG1, Fraccion de globulinas 1 (5-35 min); FG2, Fraccion de globulinas 2
(36-65 min); FG3, Fraccion de globulinas 3 (66-95 min). PM, peso molecular.

27 644.84 643.84 ADVIVK
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ANEXO 1. Continuacion...

[MH]+ PM

.z ;s 4 1 . -
Fraccién No. (Da) (Da) Péptido Posible Actividad
FG2
Antihipertensiva,
30 47959 478,59 LIHP Antidiabética
Antihipertensiva,
31 479.46 478.46 PEAY Antidiabética,

Antioxidante
Antihipertensiva,

32 718.69 717.69 SEQFAH Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,

33 479.46  478.46 ILYA Antidiabética,

Antioxidante
Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,

36 71886 717.86 EVIAWT Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,

41 1065.32 1064.32 KAAVGALYSGK Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
Antidiabética,
Antioxidante,
Antitrombotica
'Péptidos secuenciados por UPLC-ESI-MS/MS con una intensidad de al menos el
50%. La posible actividad se obtuvo de Ila base de datos BIOPEP
(http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/en/biopep) y se le atribuye al péptido
completo o a algun fragmento de él. Los aminoacidos se presentan en nomenclatura
de una letra. FG1, Fraccion de globulinas 1 (5-35 min); FG2, Fraccion de globulinas 2
(86-65 min); FG3, Fraccion de globulinas 3 (66-95 min). PM, peso molecular.

34 47956 478.56 ILFS

35 71883 717.83 LLGNCAK

37 1077.38 1076.38 RVEWLDMK
38 718.92 717.92  LASLLTT
39 710.96 709.96 IVPRIL

40 71096 709.96 LVIPRL

42 1065.32 1064.32 PGVLMALYNS
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ANEXO 1. Continuacion...

Fraccion No.

[MH]+
(Da)

PM
(Da)

Péptido’

Posible Actividad

FG2

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

1065.32

1065.32

710.88

1065.19

1065.19

1049.41

710.51

710.51

1050.66

662.34

1025.44

1064.32

1064.32

709.88

1064.19

1064.19

1048.41

709.51

709.51

1049.66

661.34

1024.44

KKAVAHQPVS

SAPVPDLGPVI

VLPPWV

KTAHEEGHR

KAVAQYGQSL

ADITVSCIPM

VLPLLR

VIPIVGI
PSLSIFQKM

MEALAK

AQLYPSFAE

Antihipertensiva,
Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
Antidiabética,
Antitrombotica
Antihipertensiva,
Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,

54 1283.65 1282.65 RCFDDDTVLSL Antidiabética,

Antioxidante

'Péptidos secuenciados por UPLC-ESI-MS/MS con una intensidad de al menos el
50%. La posible actividad se obtuvo de Ila base de datos BIOPEP
(http://www.uwm.edu.pl/biochemial/index.php/en/biopep) y se le atribuye al péptido
completo o a algun fragmento de él. Los aminoacidos se presentan en nomenclatura
de una letra. FG1, Fraccion de globulinas 1 (5-35 min); FG2, Fraccion de globulinas 2

(86-65 min); FG3, Fraccion de globulinas 3 (66-95 min). PM, peso molecular.
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ANEXO 1. Continuacion...

[MH]+ PM 1

(Da) (Da) Péptido Posible Actividad

Fraccion No.

FG2

Antihipertensiva,
95 602.36 601.36 IVELE Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
Antidiabética
59 50325 50225 EGNPS Antihipertensiva,

Antidiabética
60 503.25 502.25 VSNSP Antidiabética
61 503.36 502.36 TKAAL Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
68 894.01 893.01 TYVTELPA Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
69 1340.51 1339.51 SVIFEVPQVKGH Antidiabética
'Péptidos secuenciados por UPLC-ESI-MS/MS con una intensidad de al menos el
50%. La posible actividad se obtuvo de la base de datos BIOPEP
(http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/en/biopep) y se le atribuye al péptido
completo o a algun fragmento de él. Los aminoacidos se presentan en nomenclatura
de una letra. FG1, Fraccion de globulinas 1 (5-35 min); FG2, Fraccion de globulinas 2
(36-65 min); FG3, Fraccién de globulinas 3 (66-95 min). PM, peso molecular.

56 602.36 601.36 LVQNE
57 60241 60141 GKRLE

598 602.41 601.41 FLPLL

62 503.36 502.36 KTAAI

63 503.36 502.36 TAKIA

64 68391 68291 KVVKPL
65 683.85 682.85 ARVVAPA
66 683.62 682.62 VSEDFS

67 683.75 682.75 ARGGWH
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ANEXO 1. Continuacion...

[MH]+

PM

.z T 1 . . .
Fraccién No. (Da) (Da) Péptido Posible Actividad
FG2
70 777.06 776.06 RYLIVL Antihipertensiva,
Antidiabética
71 1129021 112821 DLESLPEGLR  Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
72 1129.21 1128.21 DELDTHVGQD Antidiabética
Antihipertensiva,
73  1129.21 1128.21 NDQVQKKLR Antidiabética
Antihipertensiva,
74 1129.21 1128.21 QTIEANLALR Antidiabética
Antihipertensiva,
75 1129.21 1128.21 LDDVLQSLPE Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
76 1693.31 1692.31 FVLTKLVPLKAM Antidiabética,
CKT o
Antioxidante
Antihipertensiva,
77 749.86 748.86 SRNPIY Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
78 749.86 748.86 VAQINLY Antidiabética,
Antioxidante
79 112429 112329 RPRFLSGKY Antihipertensiva,
Antidiabética
80 74976 74876 EDYGCY Antihipertensiva,
Antidiabética
81 77793 77693 EAMGCGLP Antihipertensiva,
Antidiabética
82 777.77 77677 RDYNPI Antihipertensiva,
Antidiabética
83 77777 77677 EVRSISS Antihipertensiva,
Antidiabética

'Péptidos secuenciados por UPLC-ESI-MS/MS con una intensidad de al menos el
50%. La posible actividad se obtuvo de la base de datos BIOPEP
(http://www.uwm.edu.pl/biochemial/index.php/en/biopep) y se le atribuye al péptido
completo o a algun fragmento de él. Los aminoacidos se presentan en nomenclatura
de una letra. FG1, Fraccion de globulinas 1 (5-35 min); FG2, Fraccion de globulinas 2
(36-65 min); FG3, Fraccién de globulinas 3 (66-95 min). PM, peso molecular.
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ANEXO 1. Continuacion...

[MH]+

PM

.z T 1 . . .
Fraccién No. (Da) (Da) Péptido Posible Actividad
FG2
84 77777 776.77 DLSDTNI Antidiabética
Antihipertensiva,
85 1166.15 1165.15 AENLTYVAVDA Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
86 401.47 400.47 LPDG Antidiabética
Antihipertensiva,
87 401.47 40047 RPE Antidiabética
Antihipertensiva,
88 776.92 775.92 IPAT Antidiabética
Antihipertensiva,
89 401.12 400.12 VGPE Antidiabética
90 40147 400.47 MNH Antidiabética
Antihipertensiva,
91 40141 400.41 LPGD Antidiabética,
Antitrombotica
Antihipertensiva,
92 749.93 74893 VRGRVY Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
93 749.83 748.83 KDPRAY Antidiabética,
Antioxidante
94 59758 596.58 DMSTGS Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
95 597.58 596.58 TYNSI Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
96 89586 894.86 DDDVVGIY Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
97 89586 894.86 GSEQGDRF Antidiabética

'Péptidos secuenciados por UPLC-ESI-MS/MS con una intensidad de al menos el
la base de datos BIOPEP
(http://www.uwm.edu.pl/biochemial/index.php/en/biopep) y se le atribuye al péptido

50%.

La posible actividad

se obtuvo de

completo o a algun fragmento de él. Los aminoacidos se presentan en nomenclatura
de una letra. FG1, Fraccion de globulinas 1 (5-35 min); FG2, Fraccion de globulinas 2

(36-65 min); FG3, Fraccién de globulinas 3 (66-95 min). PM, peso molecular.
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ANEXO 1. Continuacion...

Fraccion No.

[MH]+
(Da)

PM
(Da)

Péptido’

Posible Actividad

FG2

98

99

100

101

102

103

104
105
106

107

108

109

110

597.78

896.17

597.64

1165.81

1166.4

1166.4

1113.25
445.28
1067.54

1067.54

1124.56

812.92

812.74

596.78

895.17

596.64

1164.81

1165.4

1165.4

1112.25
444 .28
1066.54

1066.54

1123.56

811.92

811.74

KHLSL

HLAKKVSL

FVFGQ

IAKIPELAIPT

ADSTGMFTCPH

HCQLVYICGM

DQDEDmDMD
LLSL
KDDPEFTIc

RNTNALYLc

RPAELTAGFY

KDLHNW

DQHGKNN

Antihipertensiva,
Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
Antidiabética
Antidiabética
Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
Antidiabética,
Antioxidante
Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
Antidiabética

'Péptidos secuenciados por UPLC-ESI-MS/MS con una intensidad de al menos el
La posible actividad se obtuvo de
(http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/en/biopep) y se le atribuye al péptido

50%.

completo o a algun fragmento de él. Los aminoacidos se presentan en nomenclatura
de una letra. FG1, Fraccién de globulinas 1 (5-35 min); FG2, Fraccién de globulinas

la base de datos BIOPEP

2 (36-65 min); FG3, Fraccion de globulinas 3 (66-95 min). PM, peso molecular.
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ANEXO 1. Continuacion...

[MH]+

PM

.z T 1 . . .
Fraccién No. (Da) (Da) Péptido Posible Actividad
FG2
Antihipertensiva,
111 1219.41 1218.41 EEYDIFKKF Antidiabética,
Antioxidante
112 9511 9501  SLFPLMSR Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
113 951.1 950.1 AEVELSFR Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
114 951.06 950.06 GRVYQTAR Antidiabética,
Antioxidante
115 702.83 70183 SIVASLL Antihipertensiva,
Antidiabética
116 57781 57681 LNDDT Antihipertensiva,
Antidiabética
117 865.86 864.86 FDFEGNH Antihipertensiva,
Antidiabética
118 865.86 864.86 HSRSHEL Antidiabetica,
Antioxidante
119 70271 70171 EVLDNL Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
120 865.87 864.87 RKDLYGN Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
121 865.87 864.87 SLDFDRI e
Antidiabética
122 992.13 991.13 WNQSLICK Atidiabética
Antihipertensiva,
123 992.13 991.13 DGQMAVKSVG Antidiabética
Antihipertensiva,
124 99213 991.13 DKGSWGDVK Antidiabética,

Antioxidante

'Péptidos secuenciados por UPLC-ESI-MS/MS con una intensidad de al menos el
50%. La posible actividad se obtuvo de Ila base de datos BIOPEP
(http://www.uwm.edu.pl/biochemial/index.php/en/biopep) y se le atribuye al péptido
completo o a algun fragmento de él. Los aminoacidos se presentan en nomenclatura
de una letra. FG1, Fraccion de globulinas 1 (5-35 min); FG2, Fraccion de globulinas
2 (36-65 min); FG3, Fraccion de globulinas 3 (66-95 min). PM, peso molecular.
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ANEXO 1. Continuacion...

[MH]+

PM

.z T 1 . . .
Fraccién No. (Da) (Da) Péptido Posible Actividad
FG2
125 1487.69 1486.69 EWIESGALPCL ‘ntihipertensiva,
R Antidiabética
Antihipertensiva,
126 1487.69 1486.69 CKLWNLQILKLD Antidiabética,
Antioxidante
127 58479 583.79 FSETT Atidiabética
128 584.79 583.79 HVIDT Atidiabética
Antihipertensiva,
129 866.25 865.25 MYSSCFE Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
130 866.25 865.25 VDCGDGGPF Antidiabética,
Antitrombotica
131 866.41 86541 RNPSFVF Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
132 5774 576.4 GKFLI Antidiabética
Antihipertensiva,
133 5774 576.4 IFGKI Antidiabética
Antihipertensiva,
134 288.2 287.2 VGI Antidiabética
135 288.2 287.2 RI Atidiabética
Antihipertensiva,
136 288.2 287.2 GVI Antidiabética
Antihipertensiva,
137 876.27 875.27 DYYETDA Antidiabética,
Antioxidante
FG3
138 332.2 331.2 Sl Antidiabética

'Péptidos secuenciados por UPLC-ESI-MS/MS con una intensidad de al menos el
La posible actividad se obtuvo de
(http://www.uwm.edu.pl/biochemial/index.php/en/biopep) y se le atribuye al péptido

50%.

completo o a algun fragmento de él. Los aminoacidos se presentan en nomenclatura
de una letra. FG1, Fraccion de globulinas 1 (5-35 min); FG2, Fraccion de globulinas 2

la base de datos BIOPEP

(36-65 min); FG3, Fraccién de globulinas 3 (66-95 min). PM, peso molecular.
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ANEXO 1. Continuacion...

[MH]+

PM

Fraccion No. (Da) (Da) Péptido’ Posible Actividad
FG3
Antihipertensiva,
139 332.2 331.2 AEL Antidiabética,
Antioxidante
140 332.2 331.2 VTI Antidiabética
141 332.2 331.2 TVI Antidiabética
142 47129 470.29 TALI Antidiabética
Antihipertensiva,
143 417.23 416.23  GDLI Antidiabética
Antihipertensiva,
144 41723 416.23 DGIL Antidiabética
145 417.23 416.23 GNNI Antidiabética
Antihipertensiva,
146 831 830 LSQDAAII Antidiabética
147 34426 34326 VLL Antidiabética
Antihipertensiva,
148 638.31 637.31 VYNQD Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
149 399.27 398.27 IGPL Antidiabética,
Antitrombotica
150 39927 39827  AVPL Antihipertensiva,
: : Antidiabética
151 39927 39827 GLPL Antihipertensiva,
Antidiabética
152 44726 44626 GNGSL Antihipertensiva,
Antidiabética
153 447.26 446.26 DISI Antidiabética
154 344.39 343.39 DPL Antidiabética
155 344.39 343.39 PDI
156 394.45 393.45 FDI

'Péptidos secuenciados por UPLC-ESI-MS/MS con una intensidad de al menos el
50%. La posible actividad se obtuvo de Ila base de datos BIOPEP
(http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/en/biopep) y se le atribuye al péptido
completo o a algun fragmento de él. Los aminoacidos se presentan en nomenclatura
de una letra. FG1, Fraccion de globulinas 1 (5-35 min); FG2, Fraccion de globulinas 2
(36-65 min); FG3, Fraccion de globulinas 3 (66-95 min). PM, peso molecular.
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ANEXO 1. Continuacion...

[MH]+

PM

.z T 1 . . .
Fraccién No. (Da) (Da) Péptido Posible Actividad
FG3
157 394.2 393.2 FNN Antidiabética
158 393.24 39224 NIF Antihipertensiva
159 39324 39224 GGFL Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
160 393.24 392.24 INF Antidiabética
Antihipertensiva,
161 393.24 392.24 IGGF Antidiabética
Antihipertensiva,
162 481.3 480.3 TTLF Antidiabética
Antihipertensiva,
163 481.3 480.3 TTFI Antidiabética
164 93251 93151 RSLSVVGSK  ‘ntihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
165 932.51 931.51 MLFQLPAL Antidiabética
Antihipertensiva,
166 916.52 915.52 IMGNGSLKP Antidiabética,
Antioxidante
167 769.52 76852 TIAALLPA Antihipertensiva,
Antidiabética
168 39445 39345 NGCT Antihipertensiva,
Antidiabética
169 39445 39345 MDE
170 39445 39345 DFL Antihipertensiva,

Antidiabética

'Péptidos secuenciados por UPLC-ESI-MS/MS con una intensidad de al menos el
50%. La posible actividad se obtuvo de la base de datos BIOPEP
(http://www.uwm.edu.pl/biochemial/index.php/en/biopep) y se le atribuye al péptido
completo o a algun fragmento de él. Los aminoacidos se presentan en nomenclatura
de una letra. FG1, Fraccion de globulinas 1 (5-35 min); FG2, Fraccion de globulinas 2
(36-65 min); FG3, Fraccion de globulinas 3 (66-95 min). PM, peso molecular.
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ANEXO 2. Perfil de péptidos del hidrolizado proteinico de la fraccion de albuminas

del genotipo ICC3761

[MH]+

PM

.z ;s 4= 1 . ..
Fraccion No. (Da) (Da) Péptido Posible Actividad
FA1

Antihipertensiva,

1 317.37 318.37 KAT Antidiabética
Antihipertensiva,

2 246.28 24528 AGV Antidiabética
Antihipertensiva,

3 361.41 360.41 SVR Antidiabética
Antihipertensiva,

4  361.41 360.41 SVVG Antidiabética

5 361.41 360.41 VSR Antidiabética

6 956.19 955.19 VCTRMDCQ Antidiabética
Antihipertensiva,

7 1028.51 1027.51 ADATHQPFAA Antidiabética

8 75457 75357 KLRLPK Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,

9 75458 753.58 RLPKLK Antidiabética,
Antioxidante

10 75457 75357 KLPRIK Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,

11 361.21 360.21 VKD Antidiabética,
Antioxidante

12 361.13 360.13 NNN Antidiabética

13 361.13 360.13 MPN Antidiabética

14 361.14 360.14 PMN Antidiabética
Antihipertensiva,

15 37423 373.23 ARK Antidiabética

16 37422 37322 AKVG Antihipertensiva,
Antidiabética

'Péptidos secuenciados por UPLC-ESI-MS/MS con una intensidad de al menos el
50%. Las posibles actividades se obtuvieron de la base de datos BIOPEP
(http://www.uwm.edu.pl/biochemial/index.php/en/biopep) y se le atribuye al péptido

completo o a algun fragmento de él. Los aminoacidos se presentan en nomenclatura
de una letra. FA1, Fraccion de albuminas 1 (5-35 min); FA2, Fraccidén de albuminas

2 (36-65 min); FA3, Fraccion de albuminas 3 (66-95 min).
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ANEXO 2. Continuacion...

‘. [MH]+ PM f a1 . . .
Fraccién No. (Da) (Da) Péptido Posible Actividad
FA1

17 306.15 305.15 CAl Antihipertensiva
Antihipertensiva,
18 288.38 287.38 RL Antidiabética
Antihipertensiva,
19 288.19 287.19 GVI Antidiabética
Antihipertensiva,
20 374.29 373.29 KVK Antidiabética
Antihipertensiva,
21 3743 373.3 VKK Antidiabética
Antihipertensiva,
22 37423 373.23 NLQ Antidiabética
23 37423 37323 NLK Antidiabetica,
Antioxidante
Antihipertensiva,
24 37423 373.23 NIAG Antidiabética
Antihipertensiva,
25 260.13 259.13 IGA Antidiabética
Antihipertensiva,
26 389.21 388.21 QNK Antidiabética
27 389.21 388.21 NKQ Antihipertensiva
28 389.21 388.21 IEQ Antihipertensiva
Antihipertensiva,
29 260.17 25917 LGA Antidiabética
30 480.17 47917 MDTN Antidiabética
Antihipertensiva,
31 480.17 47917 TCSGL Antidiabética
Antihipertensiva,
32 383.2 382.2 GGHL Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
33 5743 573.3 NIRGD Antidiabética,
Antioxidante
34 5743 573.3 RISAQ Antidiabética

'Péptidos secuenciados por UPLC-ESI-MS/MS con una intensidad de al menos el
50%. Las posibles actividades se obtuvieron de la base de datos BIOPEP
(http://www.uwm.edu.pl/biochemial/index.php/en/biopep) y se le atribuye al péptido
completo o a algun fragmento de él. Los aminoacidos se presentan en nomenclatura
de una letra. FA1, Fraccion de albuminas 1 (5-35 min); FA2, Fraccion de albuminas 2
(86-65 min); FA3, Fraccién de albuminas 3 (66-95 min).
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ANEXO 2. Continuacion...

‘. [MH]+ PM P . .
Fraccién No. (Da) (Da) Péptido Posible Actividad
FA1

35 33122 33022 ALK Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,

36 331.22 330.22 IAK Antidiabética

37 60339 60239 LGTLLS Antihipertensiva,
Antidiabética

38 57438 57338 LRSKA Antihipertensiva,
Antidiabética

39 383.21 382.21 NHI Antidiabética

40 38315 38215 GGYS Antihipertensiva,
Antidiabética

41 383.15 382.15 YSN Antidiabética
Antihipertensiva,

42 34713 346.13 CPQ Antidiabética
Antihipertensiva,

43 331.17 330.17 SPQ Antidiabética

44 448.47 44747 CNDP Antidiabética

45 57419 573.19 SCNNH Antidiabética

46 57436 57336 LTGKR Antihipertensiva,
Antidiabética

47 408.22 407.22 FEL Antioxidante

48 408.22 407.22 FKN
Antihipertensiva,

49 408.16 407.16 MEE Antidiabética
Antihipertensiva,

50 47954 478.54 FQKG Antidiabética
Antihipertensiva,

51 408.19 407.19 FEI Antidiabética

52 408.19 407.19 FIE Antihipertensiva

53 408.19 407.19 LFE Antihipertensiva

54 31813 31713 NGGA Antihipertensiva,

Antidiabética

'Péptidos secuenciados por UPLC-ESI-MS/MS con una intensidad de al menos el
50%. Las posibles actividades se obtuvieron de la base de datos BIOPEP
(http://www.uwm.edu.pl/biochemial/index.php/en/biopep) y se le atribuye al péptido
completo o a algun fragmento de él. Los aminoacidos se presentan en nomenclatura
de una letra. FA1, Fraccion de albuminas 1 (5-35 min); FA2, Fraccidén de albuminas
2 (36-65 min); FA3, Fraccion de albuminas 3 (66-95 min).
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ANEXO 2. Continuacion...

[MH]+ PM

.z T 1 . . .
Fraccién No. (Da) (Da) Péptido Posible Actividad
FA1
Antihipertensiva,
95 417.29 416.29 RNK Antidiabética
56 41729 41629 RGGK Antihipertensiva,
Antidiabética
57 417.29 416.29 LITA Antidiabética
Antihipertensiva,
58 41729 416.29 LLAT Antidiabética
59 41719 416.19 QNR Antidiabética
Antihipertensiva,
60 41719 416.19 VGEI Antidiabética
FA2
61 359.18 358.18 EPN Antidiabética
Antihipertensiva,
62 359.22 358.22 ILN Antidiabética
Antihipertensiva,
63 359.23 358.23 LNI Antidiabética

64 316.17 31517 LPS Antidiabética
65 359.22 358.22 GG Antihipertensiva,

Antidiabética
66 1082.4 10814 LDACNCDSLE ‘ntihipertensiva,
Antidiabética
67 603.39 60239 FPKLV Antihipertensiva,
Antidiabética

68 506.22 505.22 NSSAQ

69 50458 50358 NMNK Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,

72 506.35 505.35 LFVK Antidiabética
'Péptidos secuenciados por UPLC-ESI-MS/MS con una intensidad de al menos el
50%. Las posibles actividades se obtuvieron de la base de datos BIOPEP
(http://www.uwm.edu.pl/biochemial/index.php/en/biopep) y se le atribuye al péptido
completo o a algun fragmento de él. Los aminoacidos se presentan en nomenclatura
de una letra. FA1, Fraccion de albuminas 1 (5-35 min); FA2, Fraccién de albuminas
2 (36-65 min); FA3, Fraccion de albuminas 3 (66-95 min).

70  506.3 505.3 VFLQ

71 506.35 505.35 FVLK
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ANEXO 2. Continuacion...

‘. [MH]+ PM f a1 . . .
Fraccién No. (Da) (Da) Péptido Posible Actividad
FA2

73 75944 75844 LEASIAR Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
74 759.4 758.4 YPVQPVG Antidiabética
75 75948 75848 KEEIK Antihipertensiva,
Antidiabética
76 361.15 360.15 NPM Antidiabética
77 361.15 360.15 NMP Antidiabética
78 360.17 359.17 VNQ Antidiabética
Antihipertensiva,
79 360.17 359.17 FPP Antidiabética
Antihipertensiva,
80 759.4 758.4 YPVQPVG Antidiabética
Antihipertensiva,
81 361.18 360.18 DGGL Antidiabética
Antihipertensiva,
82 579.3 578.3 VNSFL Antidiabética
Antihipertensiva,
83 72743 72643 VGPGGEVI Antidiabética,
Antioxidante
84 90437 90337 EYTQYSN Antihipertensiva,
| ' Antidiabética
85 361.18 360.18 NDI Antidiabética
86  750.82 749.82 LSGVGGFN Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
87 1014.63 1013.63 EGRKVGIKK Antidiabética,
Antioxidante
88 361.17 360.17 NDL Antidiabética
89 423.2 422.2 ETSS Antidiabética
Antihipertensiva,
90 423.2 422.2 YPGS Antidiabética,
Antioxidante

'Péptidos secuenciados por UPLC-ESI-MS/MS con una intensidad de al menos el
50%. Las posibles actividades se obtuvieron de la base de datos BIOPEP
(http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/en/biopep) y se le atribuye al péptido
completo o a algun fragmento de él. Los aminoacidos se presentan en nomenclatura
de una letra. FA1, Fraccién de albuminas 1 (5-35 min); FA2, Fraccién de albuminas
2 (36-65 min); FA3, Fraccion de albuminas 3 (66-95 min).
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ANEXO 2. Continuacion...

[MH]+

PM

.z T 1 . . .
Fraccién No. (Da) (Da) Péptido Posible Actividad
FA2
91 687.31 686.31 DESHVT Antidiabética
92 687.36 686.36 NEGVRI Antihipertensiva,
Antidiabética
93 67647 67547 KRFLL Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
94 676.47 675.47 QFRIL Antidiabética
Antihipertensiva,
95 676.41 67541 SVKDDI Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
96 418.2 417.2 NLGD Antidiabética
97 40222 40122 GLVN Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
98 3584 357.4 IPE Antidiabética
Antihipertensiva,
99  358.2 357.2 PIE Antidiabética
100 456.35 45535 VLPK Antihipertensiva,
Antidiabética
101 68734 686.34 SGTVVPK Antihipertensiva,
Antidiabética
102 522.11 521.11 DGDSE Antihipertensiva
Antihipertensiva,
103 1116.43 1115.43 DQFPHEWAS Antidiabética,
Antioxidante
104 111675 111575 FSLLSLLPKv  ‘ntihipertensiva,
Antidiabética
105 57227 57127 MQYM Antidiabética
Antihipertensiva,
106 74458 74358 LSRKLK Antidiabética,
Antioxidante

'Péptidos secuenciados por UPLC-ESI-MS/MS con una intensidad de al menos el
50%. Las posibles actividades se obtuvieron de la base de datos BIOPEP
(http://www.uwm.edu.pl/biochemial/index.php/en/biopep) y se le atribuye al péptido
completo o a algun fragmento de él. Los aminoacidos se presentan en nomenclatura
de una letra. FA1, Fraccion de albuminas 1 (5-35 min); FA2, Fraccidén de albuminas
2 (36-65 min); FA3, Fraccion de albuminas 3 (66-95 min).
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ANEXO 2. Continuacion...

[MH]+

PM

.z T 1 . . .
Fraccién No. (Da) (Da) Péptido Posible Actividad
FA2

Antihipertensiva,
107 1116.72 1115.72 KATSLKVLEQ Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
108 1086.37 1085.37 MEDIMMSTE Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
109 745.33 744.33 SHEFPE N
Antidiabética
Antihipertensiva,
110 745.33 744.33 QEENIL Antidiabética
Antihipertensiva,
111 1117.49 1116.49 QNLEEIEVSG Antidiabética
Antihipertensiva,
112 48719 486.19 FSSF Antidiabética
113 959.37 958.37 PSCNNHNAC Antidiabética
114 95939 95839  IVCSGHVMN Antihipertensiva,
Antidiabética
115 1016.41 101541 IACFFIGMD Antihipertensiva,
Antidiabética
116 71543 71443  IDLELL Antidiabetica,
Antioxidante
117 71544 71444  IDKILN Antihipertensiva,
Antidiabética
118 71546 71446 LLPIFL Antihipertensiva,
Antidiabética
119 71539 71439 RSRSPL Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
120 330.2 329.2 TPI Antidiabética
Antihipertensiva,
121 381.17 380.17 QSF Antidiabética
122 38118 38018 AGSF Antihipertensiva,
Antidiabética

'Péptidos secuenciados por UPLC-ESI-MS/MS con una intensidad de al menos el
50%. Las posibles actividades se obtuvieron de la base de datos BIOPEP
(http://www.uwm.edu.pl/biochemial/index.php/en/biopep) y se le atribuye al péptido
completo o a algun fragmento de él. Los aminoacidos se presentan en nomenclatura
de una letra. FA1, Fraccién de albuminas 1 (5-35 min); FA2, Fraccién de albuminas
2 (36-65 min); FA3, Fraccion de albuminas 3 (66-95 min).
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ANEXO 2. Continuacion...

[MH]+

PM

.z T 1 . . .
Fraccién No. (Da) (Da) Péptido Posible Actividad
FA2
Antihipertensiva,
123 381.17 380.17 TNF Antidiabética
Antihipertensiva,
124 381.2 380.2 KAY Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
125 381.21 380.21 KSF Antidiabética
Antihipertensiva,
126 395.2 394.2 RYG Antidiabética
127 73243 73143 QLTKSR Antidiabética
Antihipertensiva,
128 381.17 380.17 TNF Antidiabética
Antihipertensiva,
129 381.17 380.17 QSF Antidiabética
130 365.18 364.18 KSM Antidiabética
131 78946 78846 ESIAKLE Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
132 286.18 285.18 GPI Antidiabética
Antihipertensiva,
133 769.53 768.53 VLQSLIP Antidiabética
134 632.33 631.33 SITVVN Antidiabética
135 56727 56627 HTFY Antihipertensiva,
Antidiabética
136 56729 56629 KSIGY Antihipertensiva,
Antidiabética
137 12233 12223 DEMDDPLPGYs Aniihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
138 1157.61 1156.61 AGKLPGVEYHS Antidiabética,
Antitrombadtica

'Péptidos secuenciados por UPLC-ESI-MS/MS con una intensidad de al menos el
50%. Las posibles actividades se obtuvieron de la base de datos BIOPEP
(http://www.uwm.edu.pl/biochemial/index.php/en/biopep) y se le atribuye al péptido

completo o a algun fragmento de él. Los aminoacidos se presentan en nomenclatura
de una letra. FA1, Fracciéon de albuminas 1 (5-35 min); FA2, Fraccién de albuminas

2 (36-65 min); FA3, Fraccion de albuminas 3 (66-95 min).
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ANEXO 2. Continuacion...

[MH]+ PM

.y PTG . ..
Fraccién No. (Da) (Da) Péptido Posible Actividad
FA2
139 44622 44522  SLLN Antihipertensiva,
Antidiabética
140 112451 112351 TLAKECTIDM Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
141 1180.81 1179.81 VAKVLQSLIPI ~ TiTPorens
142 49323 49223 CLEE Antihipertensiva
143 29213 29113 SVS Antidiabética
144 29213 29113 SAD Antidiabética
Antihipertensiva,
145 29213 29113 EGS puioginsl
146 49332 49232 YLWV Antidiabetico,
Ansiolitico
147 44624 44524 GASIV Antihipertensiva,
Antidiabética
148 43447 43347 NTTV Antidiabética
NLTPSQTLDSC  Antihipertensiva,
149 145256 145156 o] puiiogiesl
Antihipertensiva,
150 8574 8564  QGDVGPRE Antidiabética,
Antitrombodtica
151 75333 75233 EALCKAE Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
152 288.18 287.18 VGI nperens
FA3

Antihipertensiva,
153 1504.98 1503.98 TLFVKGCcRNLKII Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
154  1504.01 1503.01 II;KRLFNLSASHE Antidiabética,
Antioxidante
'Péptidos secuenciados por UPLC-ESI-MS/MS con una intensidad de al menos el
50%. Las posibles actividades se obtuvieron de la base de datos BIOPEP
(http://www.uwm.edu.pl/biochemial/index.php/en/biopep) y se le atribuye al péptido
completo o a algun fragmento de él. Los aminoacidos se presentan en nomenclatura
de una letra. FA1, Fraccion de albuminas 1 (5-35 min); FA2, Fraccion de albuminas 2
(36-65 min); FA3, Fraccion de albuminas 3 (66-95 min).
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ANEXO 2. Continuacion...

[MH]+

PM

.z T 1 . . .
Fraccién No. (Da) (Da) Péptido Posible Actividad
FA3
Antihipertensiva,
155 1657.88 1656.88 JOQALPFGKDN ) i iabética,
VPEL o
Antioxidante
Antihipertensiva,
156 1105.69 1104.69 LRLRKLPPL Antidiabética,
Antioxidante
157 64332 642.32 DTVPVL Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
158 150479 159379 COVKYGAGIGP ) iiabética,
GVYDI o
Antioxidante
Antihipertensiva,
159 462.24 461.24 KAFP T
Antidiabética
Antihipertensiva,
160 159496 1593.96 QQKKLNLPILPT Antidiabética,
TT o
Antioxidante
161 1006.45 100545 VFGFIACCF Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
162 1578.71 1577.71 KNEENYmVGLH Antidiabética,
GMG o
Antioxidante
Antihipertensiva,
163 956.65 955.65 PKLELMII Antidiabética,
Antioxidante
164 36319 36219 VGGM Antihipertensiva,
Antidiabética
165 32240 32140 VCT
166 366.16 365.16 CMI Antidiabético
167 480.17 479.17 MDT
168 33019 32919 PTL Antihipertensiva,

Antidiabética

'Péptidos secuenciados por UPLC-ESI-MS/MS con una intensidad de al menos el
50%. Las posibles actividades se obtuvieron de la base de datos BIOPEP
(http://www.uwm.edu.pl/biochemial/index.php/en/biopep) y se le atribuye al péptido

completo o a algun fragmento de él. Los aminoacidos se presentan en nomenclatura
de una letra. FA1, Fraccion de albuminas 1 (5-35 min); FA2, Fraccién de albuminas

2 (36-65 min); FA3, Fraccion de albuminas 3 (66-95 min).
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ANEXO 2. Continuacion...

[MH]+ PM 1

Fraccién No. (Da) (Da) Péptido Posible Actividad
FA3
Antihipertensiva,
169 306.14 30514 GVm puiingiesl
Antihipertensiva,
170 306.14 30514 VGm puiiingiesl
Antihipertensiva,
171 1028.60 1027.60 LNIEKGLQN el
172 1028.52 1027.52 LDATATLGAvp Antihipertensiva,
Antidiabética
173 964.44 963.44 ATIPAMEMT Antihipertensiva,
Antidiabética
174 64344 64244 RARKL Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
175 964.61 963.61 LVQLNLKH Antidiabética,

Antioxidante

176 96456 963.56 VEKIVDYV Antihipertensiva,

Antidiabética
Antihipertensiva,
177 302.2 301.2 IGL Antidiabética
Antihipertensiva,
178 571.31 570.31 IVLNL Antidiabética
179 37321 37221  APVS Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
180 302.2 301.2 GLI Antidiabética
Antihipertensiva,
181 302.2 301.2 AVL Antidiabética
182 360.22 359.22 IDL
183 360.22 359.22 DIl Antidiabética
Antihipertensiva,
184 360.21 359.21 EVL Antidiabética
185 360.17 359.17 NNL Antidiabética
186 360.47 359.47 MPI Antidiabética

'Péptidos secuenciados por UPLC-ESI-MS/MS con una intensidad de al menos el
50%. Las posibles actividades se obtuvieron de la base de datos BIOPEP
(http://www.uwm.edu.pl/biochemial/index.php/en/biopep) y se le atribuye al péptido
completo o a algun fragmento de él. Los aminoacidos se presentan en nomenclatura
de una letra. FA1, Fraccién de albuminas 1 (5-35 min); FA2, Fraccién de albuminas
2 (36-65 min); FA3, Fraccion de albuminas 3 (66-95 min).
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ANEXO 2. Continuacion...

[MH]+

PM

.z T 1 . . .
Fraccién No. (Da) (Da) Péptido Posible Actividad
FA3

187 360.47 359.47 PMI Antidiabética
188 48929 48829 LFLP Antihipertensiva,
Antidiabética
189 359.21 358.21 NII Antidiabética
Antihipertensiva,
190 359.21 358.21 GGLI Antidiabética
191 77058 769.58 KKLRLL Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
192 770.58 769.58 KKLIRL Antidiabética,
Antioxidante
193 360.17 359.17 PML Antidiabética
194 360.21 359.21 LDL
Antihipertensiva,
195 360.21 359.21 DIL Antidiabética
196 360.2 359.2 NNI Antidiabética
Antihipertensiva,
197 360.24 359.24 EVI Antidiabética
Antihipertensiva,
198 359.23 358.23 NIL Antidiabética
199 4293 428.3 VLVV Antidiabética
200 128361 128261 OSAKVEANPSSP  Antihipertensiva,
R Antidiabética
201 859.25 858.25 CNSMSCQS Antidiabética
Antihipertensiva,
202 583.37 582.37 QLLPI Antidiabética
Antihipertensiva,
203 583.37 582.37 LQLPI Antidiabética
Antihipertensiva,
204 87425 873.25 KPLLCTSI Antidiabética,
Antioxidante

'Péptidos secuenciados por UPLC-ESI-MS/MS con una intensidad de al menos el
50%. Las posibles actividades se obtuvieron de la base de datos BIOPEP

(http://www.uwm.edu.pl/biochemial/index.php/en/biopep) y se le atribuye al péptido
completo o a algun fragmento de él. Los aminoacidos se presentan en nomenclatura
de una letra. FA1, Fraccion de albuminas 1 (5-35 min); FA2, Fraccidén de albuminas

2 (36-65 min); FA3, Fraccion de albuminas 3 (66-95 min).
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ANEXO 2. Continuacion...

[MH]+

PM

.z T 1 . . .
Fraccién No. (Da) (Da) Péptido Posible Actividad
FA3

Antihipertensiva,
205 87425 873.25 LKPLLCTS Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
206 1283.61 1282.61 NFYQGNLVSIE Antidiabética
207 128361 128261 SAKVEANPSSP  Antihipertensiva,
R Antidiabética
Antihipertensiva,
208 875.34 874.34 ACCFVWF Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
209 583.52 58252 IKLPL Antidiabética,
Antioxidante
210 875.47 874.47 PASHTIHI Antidiabético
211 667.32 666.32 YDGKGK Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
212 421.23 420.23 ITGm Antidiabética
213 43722 43622 ITFG Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
214 667.41 666.41 QFLFL Antidiabética
Antihipertensiva,
215 1523.88 1522.88 SPWRGRARKLA Antidiabética,
IL Antioxidante
216 1299.86 1298.86 LVNDLLPKFKL Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
217 867.55 866.55 IKLPLGLN Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
218 667.37 666.37 YDGKGK

Antidiabética

'Péptidos secuenciados por UPLC-ESI-MS/MS con una intensidad de al menos el
50%. Las posibles actividades se obtuvieron de la base de datos BIOPEP
(http://www.uwm.edu.pl/biochemial/index.php/en/biopep) y se le atribuye al péptido
completo o a algun fragmento de él. Los aminoacidos se presentan en nomenclatura
de una letra. FA1, Fraccion de albuminas 1 (5-35 min); FA2, Fraccién de albuminas
2 (36-65 min); FA3, Fraccion de albuminas 3 (66-95 min).
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ANEXO 2. Continuacion...

[MH]+

PM

.z T 1 . . .
Fraccién No. (Da) (Da) Péptido Posible Actividad
FA3
Antihipertensiva,
219 393.23 392.23 NFI Antidiabética
Antihipertensiva,
220 393.23 392.23 NFL Antidiabética
221 377.18 376.18 NLm Antidiabético
222 377.18 376.18 NMI Antidiabético
293 1523.97 1522.97 PKIGIDILAERSL Ant!h!per'te.nswa,
V Antidiabética
224 366.17 365.17 MCL
Antihipertensiva,
225 366.18 365.18 HPI Antidiabética
226 350.18 349.18 SML Antidiabético
227 366.17 365.17 FSL Antidiabético
Antihipertensiva,
228 366.17 365.17 SFL Antidiabética
Antihipertensiva,
229 366.21 365.21 PHL Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
230 366.21 365.21 AYI Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
231 366.21 365.21 YAL Antidiabética
232 48124 48024  SDFI Antihipertensiva,
Antioxidante
Antihipertensiva,
233 364.19 363.19 VDM Antidiabética
Antihipertensiva,
234 364.19 363.19 TIM Antidiabética
Antihipertensiva,
235 1000.49 999.49 QANNMYLF Antidiabética,
Antioxidante

'Péptidos secuenciados por UPLC-ESI-MS/MS con una intensidad de al menos el
50%. Las posibles actividades se obtuvieron de la base de datos BIOPEP
(http://www.uwm.edu.pl/biochemial/index.php/en/biopep) y se le atribuye al péptido
completo o a algun fragmento de él. Los aminoacidos se presentan en nomenclatura
de una letra. FA1, Fraccién de albuminas 1 (5-35 min); FA2, Fraccién de albuminas
2 (36-65 min); FA3, Fraccion de albuminas 3 (66-95 min).
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ANEXO 2. Continuacion...

[MH]+ PM

.z T 1 . . .
Fraccién No. (Da) (Da) Péptido Posible Actividad
FA3
Antihipertensiva,
236 336.2 335.2 GIF Antidiabética
237 980.38 97938 TNRDGDSES  Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
238 980.38 979.38 QSEEDEFP Antidiabética
Antihipertensiva,
239 336.15 33515 GLM Antidiabética
240 336.15 335.15 IGM Antihipertensiva
241 37822 37722 VLM Antihipertensiva
242 378.22 37722 IVM Antihipertensiva
243 481.24 480.24 SDIF Antihipertensiva
Antihipertensiva,
244 481.24 480.24 DSIF Antidiabética
245 362.22 361.22 VIM Antidiabético
246 394.16 393.16 FDL
247 39419 393.19 MLM Antidiabético
Antihipertensiva,
248 378.17 37717 DMI Antidiabética
Antihipertensiva,
249 39423 393.23 VYL Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
250 394.23 393.23 YVL Antidiabética,
Antioxidante
251 394.21 393.21 DFlI Antihipertensiva
252 530.32 529.32 LPSTI Antidiabética
253 394.21 393.21 DFI Antihipertensiva
Antihipertensiva,
254 39423 393.23 VYL Antidiabética,

Antioxidante
'Péptidos secuenciados por UPLC-ESI-MS/MS con una intensidad de al menos el
50%. Las posibles actividades se obtuvieron de la base de datos BIOPEP
(http://www.uwm.edu.pl/biochemial/index.php/en/biopep) y se le atribuye al péptido
completo o a algun fragmento de él. Los aminoacidos se presentan en nomenclatura
de una letra. FA1, Fraccion de albuminas 1 (5-35 min); FA2, Fraccidén de albuminas
2 (36-65 min); FA3, Fraccion de albuminas 3 (66-95 min).
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ANEXO 2. Continuacion...

[MH]+

PM

.y PTG . ..
Fraccién No. (Da) (Da) Péptido Posible Actividad
FA3
255 53027 529.27 TPSLI Antihipertensiva,
Antidiabética
256 53027 52927 VVEAI Antihipertensiva,
Antidiabética
257 530.32 529.32 LPSTI Antidiabética
258 5304 5294  ALITI Antidiabética
Antihipertensiva,
259 35022 34922 FAL o perens
Antihipertensiva,
260 35022 34922 AFL o perens
Antihipertensiva,
261 378.17 37717 MEV o Perens
262 51432 51332 IATPL Antihipertensiva,
Antidiabética
263 40142 40042 DGIP Antihipertensiva,
Antidiabética
264 51627 51527 MPRL Antihipertensiva,
Antidiabética
265 1613.58 1612.58 NFADNGCIACM Antihipertensiva,
Antidiabética
CHNT
Antihipertensiva,
266 112538 1124.38 WDMCKQEDA  \MiHiPSrene
267 1052.44 1051.44 WNMNKCTGy  Antihipertensiva,
Antidiabética
WNMNKCTGVV N .
268 1671.67 1670.67 GVENC Antihipertensiva
Antihipertensiva,
260 1686.87 1685.87 WSGEAYLSYSL \ idiabética.
GALAV idia
Antioxidante
Antihipertensiva,
270 1686.87 1685.87 \L/gv/f&EAYLSYS Antidiabética,

Antioxidante

'Péptidos secuenciados por UPLC-ESI-MS/MS con una intensidad de al menos el
50%. Las posibles actividades se obtuvieron de la base de datos BIOPEP
(http://www.uwm.edu.pl/biochemial/index.php/en/biopep) y se le atribuye al péptido
completo o a algun fragmento de él. Los aminoacidos se presentan en nomenclatura
de una letra. FA1, Fraccion de albuminas 1 (5-35 min); FA2, Fraccidén de albuminas
2 (36-65 min); FA3, Fraccion de albuminas 3 (66-95 min).
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ANEXO 2. Continuacion...

i6 [MH}+  PM o -
Fraccion  No. ") (Da) Péptido Posible Actividad
FA3
271 528.32 527.32 EGLPL Ant!h!per,te_nswa,
Antidiabética
272 613.35 61235 STHRL Ant!h!per,te_nswa,
Antidiabética
273 61335 61235 CPPSIP Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
274 358.26 357.26 ILL Antidinbétion
Antihipertensiva,
275 516.18 51518 DLRL Antidinbética

276 493.24 49224 FDLV Antidiabética
277 53022 529.22 DAPID Antihipertensiva,

Antidiabética
278 53031 52931 AVIDL Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,

279 530.31 529.31 IGIDI Antidiabética
TFIGGMEAFSSY Antihipertensiva,

280 1613.59 1612.59 CNS Antidiabética
Antihipertensiva,

281 455.32 454.32 [PI Antidiabética
282 53026 52926 IGNLN Antihipertensiva,
Antidiabética

ETNVTCSISLPM Antidiabética,

283 1970.73 1969.73 QRMSSS Antioxidante
GQDHEEHNNDI  Antihipertensiva,

284 1686.64 1685.64 EIH Antidiabética
285 370.15 369.15 FGM Antihipertensiva
Antihipertensiva,

286 370.14 369.14 GFF Antidiabética
Antihipertensiva,

287 370.19 369.19 FGF Antidiabética

'Péptidos secuenciados por UPLC-ESI-MS/MS con una intensidad de al menos el
50%. Las posibles actividades se obtuvieron de la base de datos BIOPEP
(http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/en/biopep) y se le atribuye al péptido
completo o a algun fragmento de él. Los aminoacidos se presentan en nomenclatura
de una letra. FA1, Fraccién de albuminas 1 (5-35 min); FA2, Fraccién de albuminas
2 (36-65 min); FA3, Fraccion de albuminas 3 (66-95 min).
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ANEXO 2. Continuacion...

[MH]+

PM

.y PTG . ..
Fraccién No. (Da) (Da) Péptido Posible Actividad
FA3
288 45532 45432  LIPL Antihipertensiva,
Antidiabética
289 53031 52931 AVIDL Antihipertensiva,
Antidiabética
200 53036 529.36 IGIDL Antihipertensiva,
Antidiabética
201 569.41 56841 VPKLI Antihipertensiva,
Antidiabética
202 54932 54832 NFLVG Antihipertensiva,
Antidiabética
203 54923 54823 WTEN Antihipertensiva,
Antidiabética
294 1196.67 119567 ISVTTFREFp  Antihipertensiva,
Antidiabética
295 119652 119552 MWTENWSGw Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,
206 73849 737.49 ISHLRL Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
207 71846 717.46 ILTKPF Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
208 71846 717.46 LKTLPF Antidiabética,
Antioxidante
Antihipertensiva,
200 71847 71747  ILKTMI Antidiabética,
Antioxidante
300 47528 47428 VILM Antihipertensiva,
Antidiabética
301 73853 73753 VPITLPV Antihipertensiva,
Antidiabética

'Péptidos secuenciados por UPLC-ESI-MS/MS con una intensidad de al menos el
50%. Las posibles actividades se obtuvieron de la base de datos BIOPEP
(http://www.uwm.edu.pl/biochemial/index.php/en/biopep) y se le atribuye al péptido
completo o a algun fragmento de él. Los aminoacidos se presentan en nomenclatura
de una letra. FA1, Fraccién de albuminas 1 (5-35 min); FA2, Fraccién de albuminas
2 (36-65 min); FA3, Fraccion de albuminas 3 (66-95 min).
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ANEXO 2. Continuacion...

[MH]+ PM

A i 1 H = -
(Da) (Da) Péptido Posible Actividad

Fraccion No.

FA3
Antihipertensiva,
Antidiabética
Antihipertensiva,

303 71847 717.47 VKPLDF Antidiabética,

Antioxidante

'Péptidos secuenciados por UPLC-ESI-MS/MS con una intensidad de al menos el
50%. Las posibles actividades se obtuvieron de la base de datos BIOPEP
(http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/en/biopep) y se le atribuye al péptido
completo o a algun fragmento de él. Los aminoacidos se presentan en nomenclatura
de una letra. FA1, Fraccion de albuminas 1 (5-35 min); FA2, Fraccion de albuminas 2
(86-65 min); FA3, Fraccién de albuminas 3 (66-95 min).

302 718.38 717.38 QVLDMI
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ANEXO 3. Relaciéon de los aminoacidos involucrados en el acoplamiento molecular

entre a-amilasa y los péptidos purificados.

No Cadena A Cadena B Distancia Cateqoria Tioo
) (a-amilasa) (Péptido) (A) g P
FEI
1 ASP197:0D2  PHE1:HT2 1.9 Puente de hidrogeno;  Puente salino
Electroestatica Atraccion por carga
2 LYS200:NZ GLU:OE2 4.1 Electroestatica Atraccion por carga
3 GLU233:0E1 PHE1:N 4.8 Electroestatica Atraccion por carga
4 ASP197:0D1 PHE1:HA 2.6 Puente de hidrogeno  Carbono-hidrégeno
5 TRP58 PHE1 4.6 Hidrofébica Apilamiento pi-pi
6 TRP59 PHE"1 4.9 Hidrofébica pi-pi en forma-T
7 TYR62 PHE1 54 Hidrofébica pi-pi en forma-T
FEL
1 ASP197:0D1 PHE1:N 4.6 Electroestatica Atraccion por carga
2 GLU233:0D1 PHE1:N 5.5 Electroestatica Atraccion por carga
3 ASP300:0E1 PHE1:N 5.1 Electroestatica Atraccion por carga
Puente de
4 THR163:HG1 GLU2:0 1.9 Puente de hidrégeno hidrégeno
convencional
5 HIS305:HE1 GLU2:0E1 2.7 Puente de hidrégeno  Carbono-hidrégeno
6 TYR62 PHE1:N 4.9 Electroestatica pi-catién
7 TRP59 GLU2:0E1 3.8 Electroestatica pi-anion
8 TRP59 GLU2:0E2 4.3 Electroestatica pi-anion
9 LEU162 PHE1 5.4 Hidrofobica pi-alquilo
10 ILE235 PHE1 5.4 Hidrofébica pi-alquilo
FIE
1 GLU233:0E2  PHE1:HT2 18 Puente de hidrogeno; Puente de sal;
electroestatica Atraccion por carga
2 LYS200:NZ GLU2:0XT 5.2 Electroestatica Atraccion por carga
3 ASP197:0D1 PHE1:N 4.5 Electroestatica Atraccion por carga
4 ASP300:0D2 PHE1:N 5.2 Electroestatica Atraccion por carga
5 TYR151 GLU3:0XT 4.2 Electroestatica pi-anion
6 LEU162 ILE2 4.6 Hidrofobica pi-alquilo
7 LYS200 ILE2 4.1 Hidrofébica pi-alquilo
8 LEU162 PHE1 5.1 Hidrofobica pi-alquilo
FKN
1 ASP197:0D1 LYS2:HZ1 238 Puente de hidrogeno; Puente de sal;
electroestatica Atraccion por carga
2 GLU233:0E1 LYS2:HZ1 3.0 Puente de hidrogeno; Puente de sal;
electroestatica Atraccion por carga
ASP300:0D2 LYS2HZ2 25 Puente de hid’rc?geno; Pue_qte de sal;
electroestatica Atraccion por carga
ASP300:0D2 PHE1:N 4.7 Electroestatica Atraccion por carga
Puente de
5 TRP58:HE1 ASN3:0 3.0 Puente de hidrégeno hidrégeno
convencional
Puente de
6 HIS305:HD1 PHE1:0 2.8 Puente de hidrégeno hidrégeno
convencional
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ANEXO 3. Continuacion...

Cadena A Cadena B . . . .
No. (a-amilasa) (Péptido) Distancia (A) Categoria Tipo
FKN
Puente de Puente de
7 HIS305:0 PHE1:H1 2.7 A hidrégeno
hidrégeno ;
convencional
Puente de Puente de
8 ASP356:0D1 ASN3:HD22 1.9 ! hidrégeno
hidrégeno ;
convencional
9  ASP300:0D2 LYS2:HE2 3.0 Puente de Carbono-
hidrégeno hidrégeno
10 TRP58 LYS2 5.0 Hidrofébica pi-alquilo
11 TRP59 LYS2 3.9 Hidrofébica pi-alquilo
12 TRP59 LYS2 5.0 Hidrofdbica pi-alquilo
FGKG
Puente de Puente de sal;
1 GLU233:0E2 PHE1:HT1 2.2 hidrégeno; Atraccion por
electroestatica carga
Puente de Puente de sal;
2 ASP197:0D1 PH1:HT2 1.9 hidrégeno; Atraccioén por
electroestatica carga
Puente de Puente de sal;
3 GLU233:0E2 PH1:HT2 2.2 hidrégeno; Atraccion por
electroestatica carga
Puente de Puente de
4 TRP59:HE1 GLY4:0 2.5 o hidrégeno
hidrégeno ;
convencional
5  ASP300:0D1 GLY2:HA2 26 Puente de Carbono-
hidrégeno hidrégeno
6  ASP359:HE1 GLY4:HA2 26 Puente de Carbono-
hidrégeno hidrogeno
7 TRP59 LYS 4.6 Electroestatica pi-cation
8 TRP59 GLY4:HN 3.0 Puente de pi-hidrogeno
hidrégeno
9 HIS305 LYS3:C,0;GLY4:N 3.9 Hidrofébica Amida-pi
10 TRP59 LYS3 4.5 Hidrofébica pi-alquilo
11 TRP59 LYS3 4.4 Hidrofébica pi-alquilo
12 LEU162 PHE1 4.8 Hidrofébica pi-alquilo
13 ALA198 PHE1 4.6 Hidrofobica pi-alquilo
MEE
1 ARG195:NH1 GLU3:0XT 5.5 Electroestatica Atrag:;;z por
2 ARG195:NH1 GLU3:0E2 42 Electroestatica Atragac'i,gg por
Puente de Puente de
3 TRP59:HE1 GLU2:0 2.8 o hidréogeno
hidrégeno X
convencional
Puente de Puente de
4 TRP59:HE1 GLU2:0E1 1.8 o hidrégeno
hidrégeno ;
convencional
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ANEXO 3. Continuacion...

Cadena A Cadena B Distancia

No. (a-amilasa) (Péptido) (A) Categoria Tipo
MEE
Puente de Ppente de
5 HIS101:HE2 GLU2:0E1 3.9 hidré hidrégeno
idrégeno X
convencional
6 TRP59 MET1:N 4.4 Electroestatica pi-cation
7 TRPS59 MET1:HA 26 Hidrofébica pi-sigma
8 TRP58 MET1 54 Hidrofébica pi-alquilo
9 TRP58 MET1 5.1 Hidrofébica pi-alquilo
10 TRP59 MET1 5.2 Hidrofébica pi-alquilo
11 HIS305 MET1 5.2 Hidrofébica pi-alquilo
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ANEXO 4. Relacion de los aminoacidos involucrados en el acoplamiento molecular

entre a-glucosidasa y los péptidos purificados.

No Cadena A Cadena B Distancia Catedoria Tioo
" (a-Glucosidasa) (Péptido) (A) 9 P
FEI
1 MET363:HN PHE1 2.9 Puente de hidrégeno pi-hidrégeno
2 TYR360 ILE3 4.9 Hidrofébica pi-alquilo
3 ARG594 PHE1 5.2 Hidrofébica pi-alquilo
FEL
1 GLUB866:0E2 PHE1:N 55 Electroestatica Atraccion por carga
2 GLUB866:0OE1 PHE1:N 55 Electroestatica Atraccion por carga
3 GLU866:HA GLU2:0E1 2.6 Puente de hidrégeno  Carbono-hidrogeno
4 AARG594 PHE1 4.8 Hidrofébica pi-alquilo
FIE
Puente de
1 HIS584:NE2 PHE1:HT1 1.8 Puente de hidrégeno hidrégeno
convencional
2 LEU868 ILE2 5.2 Hidrofébica pi-alquilo
3 HIS7178 ILE2 4.9 Hidrofébica pi-alquilo
4 ARG608 PHE1 4.2 Hidrofébica pi-alquilo
FKN
Puente de Puente de sal;
1 ARG608 ASN:OXT 1.9 hidrégeno; At . ’
I raccion por carga
electroestatica
Puente de
2 ALA604:0 LYS2:HZ2 1.9 Puente de hidrégeno hidrégeno
convencional
Puente de
3 TYR609 ASN3:HD22 1.8 Puente de hidrégeno hidrégeno
convencional
4 LEU195:HA LYS2:0 2.2 Puente de hidrogeno Carbono-Hidrégeno
5 ALA604:0 LYS2:HEZ 29 Puente de hidrogeno Carbono-Hidrégeno
6 LEU195 LYS2 49 Hidrofébica pi-alquilo
7 LEU577 LYS2 4.7 Hidrofébica pi-alquilo
8 LEU565 PHE1 5.1 Hidrofébica pi-alquilo
FGKG
1 ARG600:NH1 GLY4:0XT 5.5 Electroestatica Atraccién por carga
Puente de
2 ARG600:HH12 LYS3:0 1.8 Puente de hidrégeno hidrégeno
convencional
Puente de
3 ARG600:HH22 LYS3:0 2.7 Puente de hidrégeno hidrégeno
convencional
Puente de
4 PHES525:0 PHE1:HT2 1.9 Puente de hidrégeno hidrogeno
convencional
Puente de
5 ASP282:0D2 LYS3:HN 21 Puente de hidrégeno hidrégeno
convencional
6 ASP518:0D2 GLY4:HA1 3.0 Puente de hidrogeno  Carbono-hidrégeno
7 MET519:SD LYS3:0 3.0 Otra Sulfuro-X
8 ALA284 LYS3 5.2 Hidrofébica Alquilo
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ANEXO 4. Continuacion...

No Cadena A Cadena B Distancia Catedoria Tioo
" (o-Glucosidasa) (Péptido) (A) g P

MEE
1 ARG594:NH1 GLU3:0OE1 5.0 Electroestatica Atraccion por carga
2 ARG594:NH2 GLU3:0E2 4.0 Electroestatica Atraccion por carga
3 VAR867:HN GLU3:0E2 29 Puente de hidrogeno Carbono-hidrégeno
4 LEU868:HN GLU3:0OEXT 2.0 Puente de hidrégeno  Carbono-hidrogeno
5 LEU868:HN GLU3:0E2 2.0 Puente de hidrégeno  Carbono-hidrogeno
6 HIS584 MET1:N 4.4 Electroestatica pi-cation
7 PHE362 MET1:SD 5.8 Otro pi-sulfuro
8 HIS584 MET1:SD 4.2 Otro pi-sulfuro
9 ARG608 MET1 5.3 Hidrofébica Alquilo
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ANEXO 5. Relaciéon de los aminoacidos involucrados en el acoplamiento molecular

entre DPP4 y los péptidos purificados.

No Cadena A Cadena B I?:(?itaa Categoria Tipo
DPP4 (Péptido) (A)
FEI
1 ARG560:NH2 GLU2:0E 1.0 Electroestatica Atraccion por carga
2 TYR752:HH PHE1:0O 2.6 Puente de hidrogeno pi-Hidrégeno
3 TYR752:0H PHE1:HT1 3.8 Puente de hidrogeno pi-Hidrégeno
4 TRP629 PHE1 49 Hidrofobica pi-sigma
5 TRP629 PHE1 4.7 Hidrofdbica pi-sigma
6 TRP629 ILE3 4.7 Hidrofébica pi-alquilo
7 HIS740 ILE3 4.9 Hidrofébica pi-alquilo
8 VALB53 PHE1 5.3 Hidrofébica pi-alquilo
FEL
1 ARG126:HH22  GLU2:0E2 19  Puente de hidrégeno, Puente de sal,
Electroestatica atraccioén por carga
2 GLU205:0E2 PHE1:HT 19  Puente de hidrégeno, Puente de sal,
Electroestatica atraccion por carga
3 ARG125:NH1 GLU2:0E1 5.2 Electroestatica Atraccion por carga
4 GLY741:HA1 GLU2:0 2.3 Puente de hidrégeno Carbono-hidrégeno
5 GLY741:0 LEU3:HA 2.7 Puente de hidrégeno Carbono-hidrégeno
6 TRP629 LEU3:HN 2.8 Hidrofébica pi-hidrégeno
7 ARG125:HB1 PHE1 2.6 Hidrofobica pi-sigma
8 VALB53 LEU3 4.7 Hidrofobica Alquilo
9 TRP629 LEU3 5.0 Hidrofébica pi-alquilo
FIE
1 ARG125:NH1 GLU3:0E1 4.5 Electroestatica Atraccion por carga
2 ARG125:NH2 GLU3:0E2 5.1 Electroestatica Atraccion por carga
3 TYR752:0H PHE1:HT1 1.8 Puente de hidrogeno  Puente de hidrogeno
4 TYRS547 GLU3:0XT 4.2 Electroestatica pi-anion
5 TYRS547 GLU3:CA 3.5 Hidrofébica pi-sigma
6 TRP629 PHE1 3.9 Hidrofébica Apilamiento pi-pi
7 TRP629 PHE1 5.0 Hidrofébica Apilamiento pi-pi
8 TRP629 PHE1 5.8 Hidrofébica Apilamiento pi-pi
9 LYS554 ILE2 4.8 Hidrofébica Alquilo
10 VAL6B53 PHE1 4.8 Hidrofébica pi-orbital
FKN
1 GLU452:HA ASN3:OXT 29 Puente de hidrégeno Carbono-hidrégeno
2 ARG453:HA ASN3:0D1 2.6 Puente de hidrégeno Carbono-hidrégeno
3 PRO510:0 PHE1:HA 2.4 Puente de hidréogeno Carbono-hidrégeno
4 GLU452:0 ASN3:HA 2.6 Puente de hidrégeno Carbono-hidrégeno
5 LYS512 PHE1 4.3 Hidrofobica pi-alquilo
6 ILE529 PHE1 5.0 Hidrofobica pi-alquilo
FGKG
1 ASP709:0D1 LYS3:HZ1 19  Puente de hidrogeno, Puente de sal,
Electroestatica atraccion por carga
2 ASP739:0D2 LYS3:HZ2 19  Puente de hidrogeno, Puente de sal,
Electroestatica atraccioén por carga
3 ARG125:HE LYS3:0 30  Puente de hidrogeno uente de hidrogeno
convencional
4 ASN710:HD21 GLY4:0 19  Puente de hidrégeno " uente de hidrégeno
convencional
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ANEXO 5. Continuacion...

Cadena A Cadena B |i:itfitaa Categoria Tipo
DPP4 (Péptido) A) 9 P
HIS740:HD2 GLY2:0 26 Puente de hidrégeno Carbono-hidrégeno
GLU205:0E1 GLY4:HA1 24 Puente de hidrégeno Carbono-hidrégeno
TRP629 PHE1:N 4.5 Electroestatica pi-cation
TRP629 PHE1:HA 2.8 Hidrofobica pi-sigma
TRP629 PHE1:C;GLY2:N 4.5 Hidrofébica Apilamiento pi-amida
TRP629 PHE1:C;GLY2:N 3.8 Hidrofobica Apilamiento pi-amida
TRP629 GLY2:C,O;LYS3N 4.6 Hidrofébica Apilamiento pi-amida
ARG125 LYS3 4.3 Hidrofébica Alquilo
HIS740 LYS3 5.2 Hidrofébica pi-alquilo
ALA743 PHE1 4.9 Hidrofébica pi-alquilo
ARG125:HH11 GLU2:0 23 Puente de hidrogeno ' uente de hidrégeno
convencional
TRP201:HE1 GLU3:0E2 19  Puente de hidrégeno  uente de hidrogeno
convencional
ASP709:HN GLU3:OE1 28  Puente de hidrogeno ' uente de hidrogeno
convencional
ANS710:HN GLU3:0E1 26  Puente de hidrogeno  uente de hidrogeno
convencional
SER630:06 MET1:HT1 21 Puente de hidrogeno ' uente de hidrégeno
convencional
6  TYR547:OH MET1:HT2 19 Puente de hidrégeno - uente de hidrogeno
convencional
7 ARG125:HD2 GLU2:0 21 Puente de hidrégeno Carbono-hidréogeno
8 SER630:HB1 MET1:0 3.0 Puente de hidrégeno Carbono-hidrégeno
9 HIS740:HD2 MET1:0 2.7 Puente de hidrégeno Carbono-hidrégeno
10 TYR662 MET1 5.0 Hidrofobica pi-alquilo
11 TYR666 MET1 4.5 Hidrofébica pi-alquilo
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