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RESUMEN 

 

Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte en todo el 
mundo. El principal factor de riesgo es la Hipertensión Arterial (HTA). Así, la prevención 
y el control son de vital importancia. Por lo anterior, el objetivo fue evaluar la actividad 
inhibitoria de la Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA) de derivados proteínicos de 
M. pruriens aislados y purificados. Brevemente, se hidrolizó secuencialmente el 
concentrado proteínico de M. pruriens con Pepsina±Pancreatina; se determinó el grado 
de hidrólisis (GH) y, se fraccionó por ultrafiltración. Posteriormente, se determinó el 
porcentaje de inhibición de la ECA de las fracciones ultrafiltradas, se seleccionó la 
fracción más activa. Se determinó su perfil por cromatografía liquida de alta resolución 
(CLAR), se prefraccionó la fracción de 1-3kDa (F2) por extracción en fase solida C18 
fase reversa, se registró la fracción de 1-3 kDa elución Agua/Acetonitrilo 90-10 (F2_2) 
con mayor actividad. Se separó, mediante CLAR semipreparativa obteniendo tiempos 
de retención (tR) de: 6 a 12min (F2_2_1); de 12 a 14min (F2_2_2) y de 14 a 25min 
(F2_2_3). La fracción F2_2_2 se seleccionó debido a su complejidad y actividad 
biológica.  Posteriormente, se realizó la exclusión molecular y determinación del peso 
molecular empleando filtración en gel. Se realizó el IC50 de la fracción y se comparó con 
el captopril y lisinopril. Se logró recuperar el 71.29% de proteína en base seca, el GH fue 
de 34.85%, por lo que se clasifica como extensivo. La fracción final F2_2_2 
(2.499mg/mL) aislada y purificada con tR: 16.25±1.48 registró el 48.57%±0.26 de 
porcentaje inhibición de la ECA, IC50 de 713.578ȝg/mL±1.09 y peso molecular de 1.394 
kDa. En conclusión la actividad inhibitoria de la ECA existente de las fracciones aisladas 
y purificadas de M. pruriens son una alternativa para el diseño de nuevas herramientas 
terapéuticas para la prevención y tratamiento de la HTA. 

Palabras clave: Hipertensión Arterial, Enzima Convertidora de Angiotensina, 
Cromatografía liquida de alta resolución, tiempos de retención, M. pruriens. 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

 

 

  



 
 

 
 

ABSTRACT 

 

Cardiovascular diseases are the leading cause of death in the world.  
The main risk factor is Arterial Hypertension (AHT). Prevention and control are of vital 
importance. The objective was to evaluate the inhibitory activity of Angiotensin 
Converting Enzyme (ACE) of M. pruriens protein derivatives isolated and purified. Briefly, 
the M. pruriens protein concentrate was sequentially hydrolyzed with Pepsin-Pancreatin; 
the degree of hydrolysis (GH) was determined and, fractionated by ultrafiltration. 
Subsequently, the percentage of ACE inhibition of the ultrafiltrate fractions was 
determined, the most active fraction was selected. Its profile was determined by high 
performance liquid chromatography (HPLC). The fraction of 1-3kDa (F2) was 
prefractionated by C18 reverse phase solid phase extraction, the fraction of 1-3 kDa 
elution Water/Acetonitrile 90-10 (F2_2) with higher activity was recorded. It was 
separated by semipreparative HPLC obtaining retention times (tR) of: 6 to 12min 
(F2_2_1); from 12 to 14min (F2_2_2) and from 14 to 25min (F2_2_3). The F2_2_2 
fraction was selected because of its complexity and biological activity. Subsequently, 
molecular exclusion and molecular weight determination were performed using gel 
filtration. The IC50 of the fraction was performed and compared with captopril and 
lisinopril. It was possible to recover 71.29% protein on dry basis; the GH was 34.85%, 
reason why it is classified as extensive. The final fraction F2_2_2 (2.499mg/mL) isolated 
and purified with tR: 16.25±1.48 recorded 48.57%±0.26% inhibition of ACE, IC50 of 
713.578ȝg/mL±1.09 and molecular weight of 1,394kDa.  In conclusion, the inhibitory 
activity from the isolated and purified fractions of M. pruriens is an alternative for the 
design of new therapeutic tools for the prevention and treatment of hypertension. 

Keywords: Arterial Hypertension, Angiotensin Converting Enzyme, High Resolution 
Liquid Chromatography, retention times, M. pruriens. 
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INTRODUCCIÓN  

De acuerdo con el último reporte de la Organización Mundial de la Salud (OMS) 
la hipertensión arterial (HTA) es uno de los principales factores que contribuyen a causar 
cardiopatías y accidentes cerebrovasculares, que en conjunto representan la causa más 
importante de muerte prematura y discapacidad. Los investigadores estiman que esta 
enfermedad provoca cada año casi 9.4 millones de muertes por enfermedades del 
corazón. También contribuye a aumentar el riesgo de insuficiencia renal y de ceguera. 
La HTA es un incremento crónico de la presión arterial sanguínea. En general, si la 
presión diastólica es > 90 mmHg y la presión sistólica es > 140 mmHg, puede decirse 
que esa persona es hipertensa (Arora y col., 2013). En los humanos existe un sistema 
hormonal denominado RAS (de sus siglas en inglés, Renin-Angiotensin System) que 
controla la presión sanguínea mediante la acción de una enzima denominada ACE-I (de 
sus siglas en inglés Angiotensin - I Converting Enzime), la cual convierte la angiotensina 
I en angiotensina II, un poderoso vasoconstrictor que ocasiona que la presión sanguínea 
aumente (Arora y col., 2013). La disminución de la HTA es una de las principales 
medidas consideradas en la salud pública para el tratamiento de enfermedades 
cardiovasculares, accidentes cerebrovasculares y enfermedades renales, incluso en 
fase terminal. Tradicionalmente, las drogas de síntesis tales como captopril y enalapril 
se han utilizado como inhibidores de la ECA a pesar de sus efectos secundarios, la 
ciencia y tecnología se ha dado la tarea de hallar nuevas fuentes de alimentos para la 
generación de péptidos bioactivos naturales que presenten actividades biológicas 
beneficiosas para la salud; sin embargo el tipo y la cantidad de éstos dependen de la 
fuente proteica utilizada, así como del grado y tipo de hidrólisis empleado. Diversas 
investigaciones indican que cualquier fuente de proteína ya sea animal o vegetal, es 
capaz de aportar péptidos funcionales. Hoy en día, existen fórmulas nutrimentales 
enriquecidas con péptidos resistentes a la digestión. México, tiene una amplia 
biodiversidad de plantas y alimentos incluyendo granos de leguminosas, que pueden ser 
factibles de emplear como materia prima para la generación de péptidos bioactivos 
altamente eficaces en la prevención y tratamiento de la HTA. Por lo anterior, se pretende 
aislar y purificar péptidos inhibidores de la Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA) 
presentes en los hidrolizados proteínicos de frijol terciopelo (Mucuna pruriens). 
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ANTECEDENTES 

 

Hipertensión 

Etiología 

Actualmente, la etiología de la HTA es poco clara, sin embargo hay avances en 
el conocimiento de la participación del endotelio vascular y sus productos, los nexos 
fisiopatológicos con otras entidades como la diabetes mellitus, la obesidad a través de 
la resistencia a la insulina y el papel de los distintos cationes, en el desarrollo de la 
hipertensión arterial sistémica (HAS) (WHO, 2013). 

Definición y clasificación de la hipertensión 

Tradicionalmente, se consideraba a la HTA como el proceso hemodinámico en 
el cual las resistencias al flujo sanguíneo se encuentran elevadas. Actualmente, se 
define como la pérdida del tono de vasodilatación del sistema circulatorio. De acuerdo a 
la Organización Mundial de la Salud (OMS), la Sociedad Internacional de Hipertensión y 
el Comité para la Detección Evaluación y Tratamiento de los Institutos de Salud de los 
Estados Unidos de Norteamérica (CDETH), las cifras normales de la presion diastólica 
y sistólica son < 90mmHg y 140 ޒ mmHg, respectivamente; cuando la presion arterial es 
mayor a estos rangos se denomina hipertensión arterial. En la Tabla 1 se presenta la 
clasificación (Guerra y col., 1995). 

Tabla 1. Clasificación de la hipertensión arterial. 
 CDETH OMS Consenso Mexicano 
 Sistólica Diastólica Sistólica Diastólica Sistólica Diastólica 

Óptima  < 120 < 80   < 140 < 90 

Normal  < 130 < 85 < 140 < 90 140-180 90-105 

Normal alta  130-139 < 85-89     

Hipertensión arterial 
Estadio I  140-159 90-99 140-180 90-105 > 180 > 105 

Estadio II  160-179 100-109 > 180 > 105 140-160 90-95 

Estadio III  > ó =180 > ó =180  > 160 < 90  

Estadio IV     140-159 < 90  

Subgrupo limítrofe    140-160 90-95   

HSA    > 160 < 90   

HSA limítrofe    140-159 < 90   
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En México, esta enfermedad ha sido caracterizada epidemiológicamente 
gracias a las encuestas nacionales de salud. Con esta información los tomadores de 
decisiones en salud pública pueden identificar acciones para prevenir, aumentar el 
diagnóstico oportuno y controlar esta patología. 

Sin embargo, en México, existen varios tipos de HTA y los criterios para su 
diagnóstico se encuentran en la tabla mostrada a continuación. 

Tabla 2. Criterios para el diagnóstico de la hipertensión. 

Las personas con presión arterial fronteriza aún no tienen hipertensión pero tienen un alto riesgo 
de presentar la enfermedad (NOM-030-SSA2-2009).  

Causas de la hipertensión 

Numerosos factores relacionados con el comportamiento pueden contribuir a la 
HTA tales como el elevado consumo de sal y grasa, consumo insuficiente de frutas y 
hortalizas, uso nocivo de alcohol, sedentarismo, falta de ejercicio físico así como mal 
control del estrés. Las condiciones de vida y trabajo de las personas influyen 
drásticamente en estos factores de riesgo conductuales. Además, existen algunos 
factores metabólicos que aumentan el riesgo de enfermedad cardiovascular, accidente 
cerebrovascular, insuficiencia renal y otras complicaciones de la HTA, como la diabetes, 
la hipercolesterolemia y el sobrepeso o la obesidad. El consumo de tabaco y la HTA 
interactúan para aumentar aún más la probabilidad de padecer enfermedad 
cardiovascular (WHO, 2013). 

Síntomas de la hipertensión 

La mayoría de los hipertensos no tienen síntomas. Está muy difundida la idea 
incorrecta de que las personas con hipertensión siempre tienen síntomas, pero la 
realidad es que la mayoría no los tiene. Algunas veces, la hipertensión provoca síntomas 
como cefalea, dificultad respiratoria, mareo, dolor torácico, palpitaciones o hemorragia 
nasal. Ignorar estos síntomas puede ser peligroso, pero tampoco se los puede interpretar 

Categoría  Presión sistólica (mmHg) Presión Diastólica (mmHg) 
Presión arterial normal 120-129 80-84 

Presión arterial fronteriza* 130-139 85-89 

Hipertensión 1 140-159 90-99 

Hipertensión 2 160-179 100-109 

Hipertensión 3 >180 >110 

Hipertensión sistólica aislada >140 <90 
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siempre como indicativos de HTA. La HTA es una grave señal de advertencia de la 
necesidad de modificar significativamente el modo de vida. Esta afección puede matar 
en silencio y es importante que todo el mundo se controle la tensión arterial (WHO, 2013). 

Ignorar la HTA es peligroso porque esto aumenta la probabilidad de 
complicaciones potencialmente mortales. Cuanta más alta es la tensión arterial, mayor 
es la probabilidad de que tenga consecuencias para el corazón y los vasos sanguíneos 
de órganos importantes, como el cerebro o los riñones. Esto se conoce como riesgo 
cardiovascular y puede ser alto en personas con hipertensión leve y otros factores de 
riesgo, como tabaquismo, sedentarismo, dieta malsana, obesidad, diabetes, 
hipercolesterolemia, bajo nivel socioeconómico y antecedentes familiares de 
hipertensión (WHO, 2013). 

Diagnóstico y detección de la hipertensión 

La Organización Mundial de la Salud recomienda el uso de 
dispositivos asequibles y fiables que ofrecen la opción de realizar lecturas manuales 
(OMS 2003, Parati y col., 2010). Los dispositivos semiautomáticos permiten realizar 
mediciones manualmente cuando se agotan las baterías, un problema que no es 
frecuente en entornos con recursos limitados. Como el mercurio es tóxico, se 
recomienda eliminar progresivamente los dispositivos que lo usan y reemplazarlos por 
dispositivos electrónicos (OMS, 2003). Para utilizar dispositivos aneroides, 
como los esfigmomanómetros, es imprescindible calibrarlos cada seis meses y capacitar 
y evaluar a las personas que los usen. 

Es preciso medir la tensión arterial durante algunos días antes de establecer el 
diagnóstico de hipertensión. La tensión se mide dos veces al día, preferiblemente por la 
mañana y por la tarde. Se toman dos mediciones consecutivas, con un intervalo mínimo 
de un minuto entre ambas y con la persona sentada. Las mediciones del primer día se 
descartan, y para confirmar el diagnóstico de HTA se toma el valor promedio de todas 
las restantes. Si la HTA se detecta pronto es posible minimizar el riesgo de infarto de 
miocardio, accidente cerebrovascular e insuficiencia renal (WHO, 2013). 

Hipertensión a nivel mundial 

En el mundo, las enfermedades cardiovasculares son responsables de 
aproximadamente 17 millones de muertes por año, casi un tercio del total (OMS, 2008). 
Entre ellas, las complicaciones de la HTA causan anualmente 9.4 millones de muertes 
(Lim y col., 2010). La HTA es la causa de por lo menos el 45% de las muertes por 
cardiopatía isquémica. El 51% de las muertes, por accidente cerebrovascular (OMS, 
2008). 
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En 2008, en el mundo se habían diagnosticado de HTA aproximadamente el 
40% de los adultos mayores de 25 años; el número de personas afectadas aumentó de 
600 millones en 1980 a 1000 millones en 2008 (OMS, 2011). 

La máxima prevalencia de HTA se registra en la Región de África, con un 46% 
de los adultos mayores de 25 años, mientras que la más baja se observa en la Región 
de las Américas, con un 35%. En general, la prevalencia de la hipertensión es menor en 
los países de ingresos elevados (35%) que en los países de otros grupos de ingresos, 
en los que es del 40% (OMS 2011, 2013). 

Casi el 80% de las muertes por enfermedades cardiovasculares corresponden 
a países de ingresos bajos y medianos. Estos países son los que están en peores 
condiciones para hacer frente a las consecuencias sociales y económicas de la mala 
salud (OMS, 2013). 

Hipertensión en Latinoamérica 

Latinoamérica se encuentra en un momento de transición epidemiológica 
caracterizado por la coexistencia de enfermedades agudas infecciosas con 
enfermedades crónicas cardiovasculares (Berrios 1997). Las muertes de causa 
cardiovascular representan el 26% de todas las causas de muerte (Organización 
Panamericana de la Salud), pero el aumento en la prevalencia de los factores de riesgo 
puede conducir a un aumento epidémico de la mortalidad cardiovascular (Berrios 1997). 

En las Américas, 144 millones de personas viven con hipertensión arterial 
(HTA). En la región de América Latina y el Caribe se estima que entre el 8 y 35% de su 
población adolece de HTA, lo que de alguna forma se confirma con el estudio realizado 
por la Sociedad Peruana de Cardiología en la ciudad de Lima en febrero del 2004, donde 
se muestra una prevalencia de HTA de 23%, con ligera diferencia entre hombres y 
mujeres, de 26 y 20%, respectivamente, tendencia que se observa también en otros 
estudios (Ayala y col., 2010). 

Regiones de ingresos medianos y bajos, como la mayoría de los países 
latinoamericanos, tienen una carga de enfermedad cinco veces mayor que los países de 
altos ingresos, con acceso a menos del 10% de los recursos globales de tratamiento. 
Por ende, se debe dar prioridad a los que corren mayor riesgo de eventos fatales, porque 
la mayoría de los pacientes hipertensos no reciben ningún tratamiento. Debe prestarse 
atención especial a los individuos con condiciones de riesgo social, tales como las 
personas sin hogar, los pobres, deficientes en educación o desempleados (Sánchez y 
col., 2010). 

Factores demográficos, como el envejecimiento poblacional, y sociales, como 
la desigualdad económica y el proceso de aculturación, condicionan una alta prevalencia 
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de hipertensión arterial. Alrededor de la mitad de los hipertensos desconocen su 
condición y sólo una baja fracción de los que reciben tratamiento están controlados 
(presión arterial menor de 140 y 90 mm Hg) (Tabla 3). 

Tabla 3. Valores estimados de prevalencia, conocimiento, tratamiento y control de la 
hipertensión arterial en algunos países de Latinoamérica. 

 

El envejecimiento poblacional representa un problema de diferente magnitud 
entre los países de la región, mientras Perú, Paraguay y Brasil tienen menos del 5% de 
personas mayores de 65 años, otros como Uruguay llegan hasta el 12%. El aumento de 
la población añosa determina un incremento en el número de hipertensos con un 
predominio de las formas sistólicas, de mayor riesgo cardiovascular y más difícil control. 
El envejecimiento se asocia además a un aumento de la comorbilidad general y 
cardiovascular (WHO, 2013). 

Existe una gran diversidad de las características socioeconómicas en los países 
de América Latina, y esto se refleja en diferencias en las tasas de morbimortalidad 
cardiovascular. A diferencia de lo que ha ocurrido en los Estados Unidos y en Europa 
Occidental, en la mayoría de los países de América Latina, la tasa de mortalidad 
cardiovascular ha aumentado durante las últimas décadas del siglo XX y comienzos del 
siglo XXI, con la excepción de Argentina y Uruguay. Pero incluso en estos últimos países, 
la morbilidad cardiovascular y la prevalencia de los factores de riesgo cardiovascular se 
han mantenido sin cambios o han aumentado, especialmente la hipertensión arterial, la 
obesidad, el síndrome metabólico y la diabetes (WHO, 2005). 

Hipertensión en México 

En México, la HTA ha sido caracterizada epidemiológicamente gracias a las 
encuestas nacionales de salud. Con esta información se han tomado decisiones en salud 
pública, se ha logrado identificar acciones para prevenir, aumentar el diagnóstico 
oportuno y controlar esta patología. Se ha establecido en México la Norma Oficial 
Mexicana que tiene por objetivo establecer los procedimientos para la prevención, 
detección, diagnóstico, tratamiento y seguimiento del paciente, para el control de la 

País  Prevalencia %  Conocidos %  Tratados %  Controlados % 
Argentina  28.1 54 42 14.3 
Brasil  26.8 50 30 10 
Chile  22,8 43 26.1 8.2 
Ecuador  28.7 41 23 6.7 
México  23.6 41 21 6.4 
Paraguay  30,5 33.5 18.3 7.8 
Uruguay  33 68 42 11 
Venezuela  32.4 47 37 8.5 
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hipertensión arterial sistémica y con ello evitar sus complicaciones a largo plazo (NOM-
030-SSA2-2009). 

En México, la prevalencia actual de hipertensión arterial es de 25.5% y de éstos 
el 40.0% desconocía que padecía esta enfermedad. La proporción de adultos con 
diagnóstico previo de hipertensión arterial y cifras de tensión arterial controlada (<140/90 
mmHg) es de 58.7%. Dentro de la proporción de adultos con diagnóstico previo de 
hipertensión arterial, el 79.3% reportó tener tratamiento farmacológico para controlar sus 
valores de tensión arterial.  En los hombres la prevalencia de hipertensión arterial es de 
24.9%, de los cuales el 48.6% ya conocían que tenían hipertensión antes de participar 
en la encuesta porque un médico previamente les había dado el diagnóstico. En las 
mujeres, la prevalencia de hipertensión arterial es de 26.1%, de las cuales el 70.5% ya 
había recibido previamente el diagnóstico médico de hipertensión (Hernández y col., 
2016). 

En la Encuesta Nacional de Salud y Nutrición MC 2016 (ENSANUT MC 2016), 
la prevalencia de hipertensión arterial por hallazgo de la encuesta fue 4.1 veces más 
baja en el grupo de 20 a 29 años de edad que en el grupo de 80 o más años de edad.  

Por otro lado, la prevalencia de hipertensión arterial por diagnóstico médico 
previo fue 12.8 veces más baja en el grupo de 20 a 29 años de edad que en el grupo de 
80 o más años de edad (Hernández y col., 2016). 

En la ENSANUT 2016 no se observaron diferencias estadísticamente 
significativas en la prevalencia de hipertensión arterial entre las regiones geográficas ni 
entre las localidades rurales y urbanas.  

La prevalencia de hipertensión arterial entre quienes fueron diagnosticados durante la 
encuesta y no sabían que tenían esta enfermedad (hallazgo), fue mayor en la ciudad de 
México (15.7%) que en la región norte (7.4%) o el centro del país (8.1%).  

A pesar de que las prevalencias de hipertensión arterial definidas por hallazgo 
de la encuesta no son comparables entre la ENSANUT 2012 y la ENSANUT medio 
camino 2016, las prevalencias totales de hipertensión arterial y las prevalencias por tipo 
de localidad no son estadísticamente diferentes entre la ENSANUT 2012 y la ENSANUT 
medio camino 2016, Cuando se compararon las prevalencias de los años 2012 y 2016 
de los adultos que habían recibido previamente el diagnóstico de hipertensión arterial, 
se observó que no hubo cambios significativos tanto en los hombres (2012:14.1% vs.  
2016: 12.1%), como en las mujeres (2012:18.5% vs. 2016: 18.4%) (Hernández y col., 
2016). 
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Hipertensión en Yucatán 

La Encuesta Nacional de Salud y Nutrición (ENSANUT) 2012 en Yucatán, 
reportó en comparación con los datos de la encuesta del 2006 en la prueba de diabetes 
e hipertensión, que hubo una tendencia al aumento en la detección para los grupos de 
mayor edad en los hombres.  En la medición de tensión arterial existió una tendencia de 
mayor prueba de detección tanto en mujeres como en hombres, aunque la diferencia no 
fue significativa en esta fase del análisis. En comparación con los hallazgos nacionales, 
Yucatán se ubicó por encima en las pruebas de diabetes e HTA. Al igual que con lo 
observado en el ámbito nacional, Yucatán presentó incrementos importantes para los 
servicios de detección de HTA en los últimos años. En comparación con lo reportado en 
la ENSANUT 2006 para la entidad, una mayor proporción de personas acudió a la 
detección de hipertensión arterial, 17.3 y 33%, respectivamente (Rivera y col., 2012). 

El Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA) 

Las acciones principales del SRAA incluyen la de regular la presión arterial, el 
tono vascular y la volemia y, facilitar la transmisión simpática. El SRAA participa en la 
remodelación ventricular del infartado y del hipertenso, así como en la remodelación 
vascular (Campbell y col., 2008). En la figura 1. Se observa el grafico del SRAA. 

Figura 1. Sistema renina angiotensina aldosterona. 
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La renina es una proteasa aspártica sintetizada como un zimógeno inactivo 
producida en las células granulares del aparato yuxtaglomerular renal a partir de un 
precursor, la prorrenina. Actúa sobre su sustrato, el angiotensinógeno, glucoproteína de 
452 aminoácidos de la familia de las alfa-2-globulinas, sintetizado en el hígado y, lo 
transforma en el decapéptido denominado Angiotensina I (Ang I). Los estímulos 
principales de secreción de renina son: 1) la disminución de flujo de la arteria aferente 
del glomérulo renal; 2) la disminución de Na+ plasmático (sensada por la mácula densa, 
que es parte del aparato yuxtaglomerular renal); 3) estímulos simpáticos (estimulación 
beta-1adrenérgica de las células yuxtaglomerulares); 4) factores locales como las 
prostaglandinas, la dopamina, la adenosina, y el óxido nítrico (NO). La prorrenina tiene 
una baja actividad intrínseca de menos del 3% de la actividad de la renina 
completamente activada. La renina y la prorrenina están glicosiladas y tienen residuos 
de manosa-6-fosfato y se ligan al receptor IGF. El único sitio conocido de producción de 
renina son las células yuxtaglomerulares renales, siendo el riñón el productor de renina 
y prorrenina. También producen prorrenina las suprarrenales, los ovarios, los testículos, 
la placenta y la retina (Campbell 2008).  

La Ang I es transformada en Angiotensina II (Ang II), octapéptido, por medio de 
una enzima dipeptidil-carboxipeptidasa ubicada en la membrana de las células 
endoteliales, llamada enzima convertidora de la Angiotensina (ECA).  

En el organismo (sobre todo en los glóbulos rojos) existen aminopeptidasas, 
que inactivan a la Ang II, la que tiene una corta vida de aproximadamente un minuto. 
Estas peptidasas convierten a la Ang II en Angiotensina III (Ang III), que es un 
heptapéptido con el 50% de la actividad presora de la primera, y en el hexapéptido 
Angiotensina IV (Ang IV). La Ang I puede también ser convertida en el hexapéptido Ang 
(-(1-7)) por ciertas endopeptidasas tisulares tales como la endopeptidasa neutral (NEP) 
24.11, NEP 24.15 y NEP 24.26 (De la Riva y col., 2000; De Mello y col., 2000; Ferrario y 
col., 199; Touyz 2000). La Ang II ejerce una retroalimentación negativa sobre la 
liberación de renina. La Ang II es un péptido excitador del sitema nervioso simpático con 
efectos en diferentes focos que incluyen el hipotálamo y el bulbo, la médula espinal, los 
ganglios simpáticos, y las terminaciones nerviosas. La Ang II inhibe a función 
barorrefleja. A nivel central genera efectos sobre el volumen minuto (VM) y la presión 
arterial. La elevación de la Ang II y de la Aldosterona puede provocar una sobreexpresión 
del gen de la colágena sobre todo a nivel miocárdico, lo que puede ocasionar fibrosis 
cardiaca en ratas adultas (Zhou y col., 1996). Sin embargo, no se ha demostrado en su 
totalidad que la Aldosterona induzca fibrosis por efectos directos sobre los fibroblastos 
cardiacos en humanos (Kohler y col., 1996). No obstante, y aunque la elevación sérica 
de Aldosterona en pacientes con cardiomiopatía dilatada probablemente provoca fibrosis 
de tipo intersticial y perivascular a nivel miocárdico (Anthony y col., 1998), la hipertensión 
asociada al incremento de la Aldosterona no se puede correlacionar con hipertrofia del 
ventrículo izquierdo ni muestra fibrosis miocárdica como la encontrada en la 
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cardiomiopatía dilatada (Ramírez-Gil y col., 1998, MacFadyen y col., 1997). La 
Angiotensina II en sus efectos no hemodinámicos (mediados por ATI) puede producir 
hipertrofia ventricular izquierda y remodelación vascular (Bryan 2001). 

Funcionalidad de la Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA) 

La ECA es clave en la regulación de la presión arterial periférica. La ECA se ha 
asociado clásicamente con el sistema renina-angiotensina, el cual convierte la 
angiotensina-I en un potente vasoconstrictor, la angiotensina II. En el sistema kinin-
kallikrein la ECA también degrada el vasodilatador bradiquinina y estimula la liberación 
de aldosterona en la corteza adrenal (Ondetti y col., 1977). La angiotensina-II es un 
potente vasoconstrictor y estimula la producción de aldosterona (hormona 
mineralocorticoide producida por la zona glomerular de la corteza suprarrenal) que a su 
vez activa la reabsorción de agua y sodio por los túbulos renales (a nivel del tubo 
colector), que son devueltos a la sangre. La retención de sodio y de agua produce un 
incremento de volumen sanguíneo que tiene como resultado un aumento de la tensión 
arterial (Brown, 1998; Folkow y col., 1961). 

Inhibición de la ECA 

La ECA es una exopeptidasa que libera dipéptidos desde el extremo c-terminal 
de varios sustratos de péptidos. La correlación estructura-actividad de diferentes 
péptidos inhibidores indica que la unión de estos a la ECA está fuertemente influenciado 
por el extremo C-terminal de la secuencia del sustrato. Aunque esta especificidad de 
sustrato aún no es claramente conocida, la ECA parece preferir sustratos o inhibidores 
competitivos que contienen residuos de aminoácidos hidrofóbicos en cada una de las 
tres posiciones cercanas al C-terminal. Un factor importante al discutir sobre los péptidos 
inhibidores de la ECA aislados de proteínas de alimentos es la discrepancia entre la 
actividad inhibidora de los péptidos in vitro y su efecto antihipertensivo in vivo 
(Vercruysse y col., 2005; Arihara y Ohata, 2006). 

Péptidos bioactivos 

Los péptidos bioactivos pueden ser generados a partir de las proteínas durante 
la digestión gastrointestinal. Las proteínas ingeridas son hidrolizadas por distintas 
enzimas digestivas, tales como la pepsina, tripsina, quimiotripsina, elastasa y 
carboxipeptidasas (Korhonen y Pihlanto 2003). Estas enzimas digestivas pueden 
generar péptidos con actividad inhibidora de la ECA en el tracto gastrointestinal (Arihara 
y col., 2001; Escudero y col., 2010).  Muchos de los péptidos generados pueden provenir 
de las proteínas miosina, actina, tropomiosina y troponina tras el tratamiento con 
proteasa pancreática (Katayama y col., 2003). En otros casos, los péptidos bioactivos 
son generados en el propio alimento. 
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Las proteínas de los alimentos han sido apreciadas desde siempre por sus 
propiedades nutricionales y funcionales. Tradicionalmente, las propiedades nutricionales 
de las proteínas se asocian al contenido en aminoácidos, especialmente los esenciales. 
Sin embargo, recientemente se está investigando la liberación de péptidos bioactivos, 
los cuales se encuentran encriptados dentro de las proteínas de los alimentos, con vistas 
a  conocer mejor las propiedades nutricionales de dichos alimentos y también a utilizar 
dichos péptidos como ingredientes funcionales (Vercruysse y col., 2005) 

Los péptidos bioactivos han sido definidos como "compuestos derivados de los 
alimentos (genuinos o generados) que, además de su valor nutricional ejercen un efecto 
fisiológico en el organismo" (Vermeirssen y col., 2007). Dentro de la secuencia de la 
proteína original los péptidos se encuentran inactivos y deben ser liberados para 
convertirse en activos. Esto sucede durante el procesado del alimento y/o durante la 
digestión gastrointestinal, mediante hidrólisis enzimática. Los péptidos bioactivos tienen 
normalmente entre 2 y 20 residuos de aminoácidos, aunque se han descrito también 
péptidos bioactivos de más de 20 residuos. Sus actividades dependen de su 
composición en aminoácidos y secuencia (Korhonen & Pihlanto, 2003). 

Estos péptidos deben ser absorbidos intactos a través del intestino donde 
posteriormente entrarán en el sistema circulatorio para ejercer su efecto fisiológico, o 
puede ser también que su efecto sea local en el tracto digestivo (Erdman y col., 2008).  
Dependiendo de la secuencia en aminoácidos, los péptidos bioactivos han demostrado 
tener un amplio número de funciones fisiológicas, entre las que se incluyen la 
antihipertensiva, antioxidante, opiáceo-antagonista, inmunomodulatoria, antimicrobiana, 
prebiótica, antitrombótica e hipocolesterolémica, entre otras (Arihara, 2006). La carne 
ofrece una fuente muy valiosa de proteínas para la población y además ofrece un gran 
potencial como fuente de péptidos bioactivos.  Las leguminosas contienen una serie de 
compuestos que tienen beneficios potenciales para la salud. Existe evidencia 
consistente de estudios epidemiológicos que demuestran que el consumo de 
leguminosas puede desempeñar un papel en la prevención de enfermedades crónicas, 
incluyendo enfermedades cardiovasculares, diabetes y sobrepeso (Documento en línea: 
http://www.glnc.org.au/legumes/legumes-health/).  

Absorción de péptidos inhibidores de la ECA. 

Para que un péptido inhibidor de la ECA funcione in vivo, debe primeramente 
entrar intacto en el sistema circulatorio. Los péptidos pueden ser hidrolizados por 
enzimas del tracto digestivo así como también por peptidasas asociadas con la 
membrana de las vellosidades del intestino, el citoplasma o suero (Foltz y col., 2008; 
Sun y col., 2009). Hasta la fecha, hay estudios documentando la absorción intestinal in 
vitro de péptidos inhibidores de la ECA empleando las células Caco-2 (Vermeirssen y 
col., 2004). Este modelo es generalmente reconocido como apropiado para predecir la 
permeabilidad de las células del epitelio intestinal a fármacos (Cinq-Mars y col., 2007; 

http://www.glnc.org.au/legumes/legumes-health/
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Bailey, 1996). Curiosamente, la ocurrencia de péptidos que demuestran actividad 
inhibidora de la ECA in vitro pero pobre actividad antihipertensiva in vivo puede ser 
explicada por la posible alteración de péptidos antes de alcanzar la diana de la enzima 
en el sistema circulatorio (Cinq-Mars y col., 2007; Fujita y col., 1995). Lo contrario 
también ha sido demostrado como verdadero, con péptidos que mostraron poca 
actividad inhibidora de la ECA in vitro y demostraron un significante descenso de la 
presión sanguínea sistólica in vivo, posiblemente debido a una modificación del péptido 
en el intestino. Los péptidos inhibidores de la ECA y derivados de la leche como son IPP 
y VPP han sido sometidos a estudios de permeabilidad (Foltz y col., 2008). Ambos 
péptidos fueron rápidamente transportados a través del epitelio intestinal utilizando 
varios modelos. El péptido IPP evitó la digestión gastrointestinal y pudo entrar en el 
sistema circulatorio de los humanos de manera intacta (Foltz y col., 2007). Estudios 
relacionados con la administración oral de alimentos enriquecidos con IPP y VPP 
demostraron que estos alimentos disminuían la presión sanguínea sistólica en pacientes 
hipertensos (Seppo y col., 2003; Jauhiainen y col., 2005).  

Lo aquí descrito demostraría que determinados péptidos inhibidores de la ECA 
son suficientemente bien absorbidos por el organismo para ser efectivos reduciendo la 
presión sanguínea de sujetos hipertensos. El objetivo para los investigadores es 
identificar los péptidos bioactivos in vitro que pueden entrar intactos en el sistema 
circulatorio y llegar activos al sitio diana. 

Péptidos inhibidores de la ECA identificados 

Los péptidos inhibidores de la ECA fueron descubiertos por primera vez en el 
veneno de serpiente (Ferreira y col., 1970) y desde entonces se han desarrollado 
numerosos inhibidores sintéticos de la enzima, siendo el Captopril el primero y más 
conocido. Este inhibidor junto con otros inhibidores sintéticos de la ECA presentan varios 
efectos secundarios tales como tos, defectos en el gusto y erupciones cutáneas (Quian 
y col., 2007). Estos efectos secundarios, junto con el hecho de que la hipertensión afecta 
a un tercio de la población mundial occidental y que es un factor de riesgo para la 
enfermedad cardiovascular y la aparición de infarto cardiaco, han contribuido al esfuerzo 
por buscar péptidos con actividad inhibidora de la ECA, derivados de proteínas de 
alimentos para su empleo como agentes antihipertensivos en alimentos funcionales y 
nutraceúticos (López y col., 2006). Los péptidos inhibidores de la ECA son el grupo más 
estudiado de péptidos bioactivos originados a partir de proteínas de alimentos 
(Vercruysse y col., 2005). 

La mayor parte de los péptidos con actividad antihipertensiva derivados de 
proteínas alimentarias actúan inhibiendo la ECA. Cabe destacar que en la mayoría de 
las fermentaciones lácteas no se generan péptidos con inhibidores de la ECA, sin 
embargo, algunos de los péptidos con actividad inhibitoria de la ECA (IECA) y 
antihipertensiva más potentes identificados en proteínas alimentarias, fueron aislados 
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por el grupo del Dr. Yamamoto en una leche fermentada con Lactobacillus helveticus 
CP790 y Saccharomyces cerevisiae. 

Cheung y Cushman (1973) encontraron que la inhibición de la ECA por parte 
de este tipo de péptidos es de tipo competitivo y que los inhibidores se ligan a la enzima 
de la misma manera que ésta se liga al sustrato; observaron que todos los inhibidores 
presentaron un residuo de Pro en la penúltima posición de la molécula del grupo C-
terminal. Sin embargo, esto no es una regla general para establecer que los péptidos 
antihipertensivos deban su actividad a la presencia de éste aminoácido (Pro), ya que se 
han aislado e identificado secuencias aminoacídicas de diferentes péptidos que 
provocan la inhibición de la ECA, y han demostrado que la presencia de residuos de 
aminoácidos hidrofóbicos (aromáticos y ramificados) en su grupo C-terminal (HL, FR y 
AP) también determinan el efecto sobre la inhibición de la ECA (Cheung y col., 1980). 

Maruyama y Suzuki (1987a) fueron los primeros en aislar un péptido inhibidor 
de la ECA (llamado CEI 12) a partir de un hidrolizado de caseína (dodecapeptido, 
IC50=77ȝ M). Posteriormente, otros ppptidos inhibidores de la ECA se han aislado de 
diferentes productos lácteos, sobre todo de productos lácteos fermentados. 

Yamamoto y col., (1994) han demostrado que las leches fermentadas con 
Lactobacillus helveticus son las que más actividad inhibitoria de la ECA presentan, 
debido a la alta actividad proteolítica extracelular de esta cepa. Otros péptidos con 
actividades inhibidoras se han identificado en leches fermentadas por Lactobacillus 
delbrueckii sp. Bulgaricus o Lactobacillus lactis sp. Cremoris (Gobbetti y col., 2000) y en 
el kéfir, una leche fermentada preparada a partir de un caldo de cultivo que incluye 
bacterias acidolácticas, una cepa de Saccharomyces kefir y algunas especies bacterias 
acéticas, aunque en éste la actividad inhibidora de la ECA es baja (Kuwabara y col., 
1995). Parece que los péptidos que se encuentran en el kéfir no son las principales 
sustancias involucradas en sus efectos antihipertensivos. 

Oshima y col., (1979) aislaron por primera vez péptidos inhibidores de la ECA 
de un hidrolizado de gelatina mediante colagenasa, desde entonces se han encontrado 
fundamentalmente en proteínas de la leche, pescados y levaduras, así como también en 
proteínas de maíz y arroz (Vioque y col., 2000), huevo (Yoshii y col., 2001) y plasma 
sanguíneo de ganado vacuno (Tauzin y col., 2002). Pozo-Bayón y col., (2007) aislaron 
fracciones peptídicas de bajo peso molecular con actividad inhibitoria de la ECA en vinos 
blanco y rojo. Yang y col. (2003) aislaron cuatro nuevos péptidos de espinaca con 
actividad antihipertensiva probada en ratas espontáneamente hipertensas. 

En la actualidad, se han obtenido péptidos antihipertensivos de cereales, 
leguminosas y otros vegetales, como por ejemplo péptidos de garbanzo obtenidos por 
hidrólisis con alcalase (Yust y col., 2003), del girasol con pepsina más pancreatina 
(Megías y col., 2004), de la colza con alcalase (Pedroche y col., 2004), tripsina, 
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quimiotripsina y carboxipeptidasa (Pedroche y col., 2002), de Mucuna pruriens obtenidos 
con Alcalase® y Flavourzyme®, individual y secuencialmente (Galicia 2010), así como 
hidrolizados de 120 min, obtenidos secuencialmente con Alcalase®-Flavourzyme® y 
pepsina±pancreatina (Segura Campos y col., 2013)   

Los péptidos inhibidores de la ECA provenientes de alimentos pueden ser 
divididos en tres categorías dependiendo de su actividad inhibidora tras la pre-incubación 
o contacto previo con la ECA (Iroyukifujita y col., 2000).  

El primer grupo de péptidos inhibidores de la ECA son conocidos como 
"verdaderos inhibidores". El valor IC50 de estos péptidos no depende de su pre-
incubación con la enzima. La segunda categoría de péptidos, conocida como péptidos 
de "tipo sustrato", son hidrolizados por la ECA resultando en una débil actividad 
inhibidora. Finalmente, la tercera categoría son los inhibidores "tipo pro-fármaco" ya que 
son convertidos en "verdaderos inhibidores" por la pre-incubación con la ECA o con 
proteasas del tracto digestivo. Estudios in vivo han demostrado que solo los péptidos 
pertenecientes al grupo de verdaderos inhibidores o pro-fármacos reducen la presión 
sanguínea sistólica de ratas espontáneamente hipertensas (Arihara y col., 2006). 

Estructura de los péptidos inhibidores de la ECA 

Para llevar a cabo la inhibición de la ECA es fundamental la secuencia del 
tripéptido C terminal que es por donde el péptido se une al sitio activo de la enzima 
(Ondetti y Cushman, 1982). La ECA prefiere sustratos e inhibidores competitivos con 
residuos hidrofóbicos en el extremo C-terminal, y presenta poca afinidad por péptidos 
con aminoácidos dicarboxílicos en este extremo o con aquellos que poseen el 
aminoácido Pro en penúltima posición. Sin embargo, la presencia del aminoácido Pro en 
última o en antepenúltima posición en ocasiones favorece la unión del péptido con la 
enzima (Cheung y col., 1980; Stevens y col., 1972). Se han descrito un gran número de 
péptidos derivados de proteínas alimentarias con actividad IECA que presentan Pro en 
su extremo C-terminal. Además, la presencia de los aminoácidos Arg, Lys o Leu en el 
extremo C-terminal también favorece la unión con la enzima (FitzGerald y col., 2004; 
Gómez Ruiz y col., 2004a; Kim y col., 2001).   

Recientemente, se han empleado modernas técnicas bioinformáticas para 
poder establecer los requisitos estructurales que deben presentar los péptidos 
inhibidores de la ECA, son los denominados modelos de relación estructura-actividad 
cuantitativos (QSAR). Estos estudios informáticos, son herramientas muy útiles que 
permiten predecir la actividad biológica de un determinado compuesto en relación con 
su estructura química. Así, mediante un modelo QSAR para péptidos de hasta 6 
aminoácidos derivados de proteínas lácteas, se pudo concluir que había una relación 
entre la actividad IECA y la presencia de un aminoácido hidrofóbico o cargado 
positivamente en la última posición de la secuencia, sin embargo, no se encontró 
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ninguna relación entre la estructura del extremo amino terminal (N-terminal) y la actividad 
(Pripp y col., 2004). Los resultados de otro estudio QSAR para la predicción de la 
actividad IECA de di- y tri-péptidos derivados de proteínas alimentarias, muestran que 
dipéptidos con aminoácidos con cadenas hidrofóbicas y tripéptidos con un aminoácido 
aromático en el extremo C-terminal, un residuo cargado positivamente en posición 
intermedia y un aminoácido hidrofóbico en el extremo N-terminal, pueden ser potenciales 
inhibidores de la ECA (Wu y col., 2006). La longitud de la secuencia peptídica, así como 
la naturaleza de sus aminoácidos también van a determinar la actividad final. De este 
modo, péptidos que presentan el tripéptido C-terminal idéntico, poseen una actividad 
IECA muy diferente entre sí. Un ejemplo son los péptidos VRYL y VPSERYL, ambos 
identificados en un queso Manchego. Estos péptidos presentaban el mismo tripéptido C-
terminal y sin embargo al evaluar su actividad IECA, el primero presentó un IC50 de 24.1 
µM y el segundo un IC50 de 249.5 µM, siendo este último diez veces menos activo que 
el primero. Para comprobar si tenía importancia en la actividad IECA la sustitución del 
aminoácido Val por el aminoácido dicarboxílico en la cuarta posición del extremo C-
terminal, llevaron a cabo la síntesis del péptido ERYL que resultó tener un IC50 de 200.3 
µM, es decir, una actividad IECA ocho veces inferior al VRYL. Esto pone de manifiesto 
el papel fundamental de la Val en la cuarta posición del extremo C-terminal para la 
actividad del péptido VRYL (Gómez-Ruiz y col., 2004a).    

Los péptidos pueden adquirir distintas conformaciones, por lo que no sólo la 
secuencia aminoacidica sino su estructura final van a determinar su capacidad IECA. 
Las secuencias que contienen trans-Pro en su extremo C-terminal son mejores sustratos 
de la enzima que las que contienen cis-Pro. El cambio que se produce en la estructura 
del inhibidor dependiendo de que posea el isómero cis o trans de la prolina va a influir 
en su interacción con el sitio activo de la enzima. Gómez-Ruiz y col. (2004b), estudiaron 
la actividad IECA y caracterizaron estructuralmente mediante espectrometría de masas 
en tándem (MS/MS) y resonancia magnética nuclear, el pentapéptido DKIHP obtenido 
por dos procedimientos distintos de síntesis química. Los análisis mostraron que cuando 
el péptido era sintetizado por el método Fmoc la preparación contenía solamente la 
forma trans-Pro y mostraba una significativa actividad IECA, con un valor de IC50 de 
113.18 µM. Sin embargo, el péptido sintético obtenido por Bmoc presentó una actividad 
mucho menor que en el caso anterior (IC50 577.92 µM) y los análisis estructurales 
mostraron que la preparación del péptido contenía tres conformaciones distintas, dos 
con trans-Pro y una con cis-Pro (Gómez-Ruiz y col., 2004b). Los isómeros L y D de los 
aminoácidos en algunas posiciones de la secuencia peptídica también influyen en la 
estereoespecificidad de ECA. Así, la enzima muestra una gran afinidad por la 
esteroespecificidad del aminoácido que se encuentra en tercera posición empezando 
por el extremo C-terminal, pero muy baja estereoespecificidad por el residuo que se 
encuentra en cuarta posición desde el extremo C-terminal (Oshima y col., 1979). Por 
ejemplo, Maruyama y col. (1982), encontraron que el tripéptido D-VAP mostraba una 
baja actividad IECA (IC50 550 µM) mientras que la configuración L del mismo péptido 
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mostraba una potente actividad (IC50 2 µM), en cambio, la actividad IECA de las 
configuraciones del tetrapéptido L-FVAP y D-FVAP era prácticamente la misma, 
presentando un IC50 de 10 y 17 µM, respectivamente. 

Estudios clínicos de los péptidos inhibidores de la ECA 

Como se ha comentado anteriormente, el modo de acción de la mayoría de 
péptidos inhibidores de la ECA es como sustrato competitivo de la enzima. La relación 
estructura-actividad de estos péptidos no ha sido aún confirmada debido a la variedad 
de propiedades y/o secuencias de aminoácidos de los péptidos inhibidores de la enzima 
(Li y col., 2004; Arihara y Ohata, 2006). Se ha sugerido que el factor que controla que 
los péptidos sean inhibidores de la ECA son los tres aminoácidos situados en el extremo 
C-terminal del péptido y que normalmente deben contener residuos de aminoácidos 
hidrofóbicos. Se sabe que en las penúltimas posiciones, los residuos alifáticos (Val, Ile y 
Ala), básicos (Arg) y aromáticos (Tir, Fen) son preferidos, mientras que los residuos 
aromáticos (Trp, Tir, y Fen), prolina (Pro) y alifáticos (Ile, Ala, Leu y Met) favorecen la 
unión a la enzima cuando están situados en la última posición del extremo c-terminal del 
péptido (Fujita y Yoshikawa, 1999; Yokohama y col., 1992; Hayes y col., 2007). Esto es 
debido a la interacción de estos residuos con las tres zonas hidrofóbicas situadas en el 
centro activo de la ECA (Qian y col., 2007; Cushman y Cheung, 1971).  La carga positiva 
asociada con la arginina o lisina en el extremo C-terminal también ha sido asociada con 
la actividad inhibidora de algunos péptidos (Hayes y col., 2007). En el caso de péptidos 
con más de tres aminoácidos, ha sido sugerido que la presencia de hidroxiprolina es 
importante para que el péptido se una a la enzima (Saiga y col., 2003). Otra característica 
común de los péptidos inhibidores de la ECA es la naturaleza hidrofóbica del extremo N-
terminal (Wijesekara y Kim, 2010; Rho y col., 2009). De hecho, la hidrofobicidad del 
péptido es importante y así los péptidos hidrofílicos tienen una débil o no tienen actividad 
inhibidora por ser incompatibles con los sitios activos de la ECA, a diferencia de los 
péptidos hidrofóbicos que tienen gran afinidad por los sitios activos de la ECA (Matsui y 
col., 2006; Li y col., 2004; Maruyama y col., 1987), mostrando por tanto mayor poder de 
inhibición. 

Las actividades biológicas de los péptidos están relacionadas con su 
composición de aminoácidos, secuencia, tamaño y configuración, Matsui y col. (2006) y 
Yamamoto y col. (1994) reportan que los péptidos inhibidores de la ECA por lo general 
contienen entre 2 y 12 aminoácidos. Sin embargo, Zhang y col. (2009) establecen que 
la mayoría de los péptidos derivados de proteínas de alimentos con capacidad inhibidora 
de la ECA tienen pesos moleculares relativamente bajos, generalmente dipéptidos a 
pentapéptidos que contienen generalmente residuos como Pro, Lys o residuos de 
aminoácidos aromáticos (Cheung y col., 1980; Kawakami- Kayahara y col., 1993; 
Suetsuna -Nakano y col., 2000). En laTabla 4 se pueden observar productos que ofrecen 
alegaciones acerca de la reducción de la presión arterial en humanos, las dosis utilizadas 
y la presión arterial inicial de los sujetos en los estudios. 
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 Tabla 4. Estudios clínicos con productos lácteos y péptidos que presentan efecto 
antihipertensivo en humanos.   

Fuente: López Fandiño y col. (2006). 

Se han demostrado efectos a largo plazo de los tripéptidos IPP y VPP los 
tripéptidos atenúan el desarrollo de la hipertensión en SHR (ratas espontáneamente 
hipertensas) después de una alimentación oral a largo plazo de 12 y 13 semanas (Sipola 
y col., 2001, 2002a). Al final del período de tratamiento de 12 semanas, la presión arterial 
sistólica fue 17 mmHg menor en el grupo que recibió leche fermentada Lactobacillus 
helveticus LBK-16H que contenía IPP y VPP en comparación con el grupo control que 
recibió agua y 12 mmHg más bajo en el grupo al que se le dieron los mismos tripéptidos 
en agua (Sipola y col., 2001). Se obtuvieron resultados similares en el estudio de 13 
semanas. La leche fermentada que contenía tripéptidos IPP y VPP atenuó el desarrollo 
de la hipertensión (Sipola y col., 2002a). Los resultados de los estudios con animales se 
resumen en la Tabla 5. 

Producto  Componente activo 
(dosis) 

Tensión arterial inicial de 
los sujetos 

Efecto en la presión 
arterial sistólica 

    
Calpis (leche 
fermentada) 

IPP (1,04 mg)VPP 
(1,42 mg) 

Hipertensos –9,4 mmHg (4 semanas) 
–14,1 mmHg (8 semanas) 

Calpis (leche 
fermentada)  

   

 

IPP (1,15 mg)VPP 
(1,98 mg) 

Hipertensión media –4,3 mmHg (2 semanas) 
–5,2 mmHg (4 semanas) 

Péptido ameal 
(hidrolizado de 
caseínas)  

    

 

IPP+VPP (1,8 
mg)IPP+VPP (2,5 
mg)IPP+VPP (3,6 
mg) 

Presión arterial normal 
alta 
Hipertensión moderada 

–6,3 mmHg (6 semanas) 
–6,7 mmHg (6 semanas) 
–10,1 mmHg (6 semanas) 
 

Evolus/Kaiku 
Vitabrand (leche 
fermentada)  

   

 

IPP (2,25 mg)VPP  
(3-3,75 mg) 

Hipertensión moderada –14,9 mmHg (8 semanas) 
 

Evolus/Kaiku 
Vitabrand (leche 
fermentada)  

 

 

IPP(2,25m) 
VPP (33,75 mg) 

 

Hipertensos  
 

–6,7 mmHg (21 semanas) 
 

Evolus/Kaiku 
Vitabrand (leche 
fermentada)  

 

IPP (2,4-2,7 mg) 
VPP(2,4-2,7 mg)  

 

Hipertensión 
moderada  

 
 

–16 mmHg (8-10 semanas) 
–11 mmHg (5-7semanas) 

Biozate 1 (hidrolizado 
de proteínas de 
suero)   

 

20 g de hidrolizado  

 

Hipertensos   
 

–11 mmHg (-7mmHg DBP) 
comparado con el control. 
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Tabla 5. Estudios en animales sobre el efecto de los péptidos bioactivos derivados de 
la leche en la presión sanguínea sistólica en ratas espontáneamente hipertensas. 

IPP = Ile-Pro-Pro  
SBP = presión arterial sistólica  

SHR = ratas espontáneamente hipertensas  
VPP = Val-Pro-Pro 

 
En un ensayo clínico muy reciente con hidrolizado de caseína, la presión arterial 

sistólica y diastólica disminuyó más en el grupo caseína que en el grupo placebo (Cadee 
et al., 2007). En un estudio reciente de la leche con péptidos de suero, el producto de 

Duración  Producto  Dosis de 
péptido 

mg / kg de peso corporal Reducción de la 
presion arterial 

Experimentos a corto plazo    
10h Hidrolizados de 

caseína 
15 Reducción máxima -22 mmHg 

después de 6 h. 
Yamamoto y 
col., 1994 

24h Leche fermentada 
que contiene 
tripéptidos IPP y VPP 
y péptidos puros 

IPP 0.3 y 
VPP 0.6 

Leche fermentada: reducción 
máxima -22 mmHg después de 6 
h. IPP: reducción máxima -28 
mmHg después de 8h. VPP: -32 
mmHg después de 4 h. 

Nakamura y 
col., 1995b 

24h Lys - Val - Leu - Pro - 
Val - Pro - Gln a partir 
de ȕ - caseína 

2 Reducción máxima -32 mmHg 
después de 6 h 

Maeno y 
col., 1996 

24h Ile-Pro-Ala de la 
proteína de suero 

8 -31 mmHg. Abubakar y 
col., 1998 

24h Tyr-Pro from yoghurt-
like product 

1 Efecto dependiente de la dosis, 
reducción máxima -27 mmHg 
después de 6 h. 

Yamamoto y 
col., 1999 

20min Į-Lactorfina 0.1 Efecto dependiente de la dosis. -
23 mmHg frente al control. 
Reducción máxima después de 
50-100 min. 

Nurminen y 
col., 2000 

8 h Leche fermentada 
que contiene 
inhibidores de la ECA 

No 
reportado 

- 11 - (- 12) mmHg (presión 
arterial media) vs. control 

Fuglsang y 
col., 2002 

24h Ala-Leu-Pro-Met No 
reportado 

Reducción máxima 21 mmHg 
después de 8 h. 

Murakami y 
col., 2004 

Experimentos a largo plazo    
4 semanas Hidrolizado tríptico de 

caseína de leche 
2040 -14 mmHg en comparación con el 

control. 
Karaki y col., 
1990 

12 
semanas 

Leche fermentada 
que contiene 
tripéptidos IPP y VPP 
y péptidos puros 

Leche 
fermentada
: IPP 3.5 y 
VPP 3.5. 
Péptido: 
IPP 2.2 y 
VPP 2.2. 

Leche fermentada: -17 mmHg y 
tripéptidos puros -12 mmHg vs. 
Control. 

Sipola y col. 
2001 

14 
semanas 

Leche fermentada 
que contiene 
tripéptidos IPP y VPP 

IPP 1.3 y 
VPP 2. 

-21 mmHg frente al control. Sipola y col., 
2002a 
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prueba no redujo la presión arterial sistólica o diastólica (Lee y col., 2007). La leche 
fermentada por Lactobacillus casei y Lactococcus lactis \ qXe contenta icido Ȗ-
aminobutírico redujo la presión arterial durante un período de tratamiento de 12 
semanas. La presión arterial sistólica disminuyó alrededor de 17 mmHg desde la línea 
de base, lo que fue significativamente mayor que la reducción en el grupo placebo. La 
presión arterial diastólica en el grupo de leche fermentada no difirió del grupo placebo 
(Inoue y col., 2003).  En otro estudio de ocho semanas, la presión arterial sistólica fue 
significativamente menor en el grupo que recibió yogurt fermentado con dos cepas de 
Streptococcus thermophilus y dos cepas de Lactobacillus acidophilus en comparación 
con el grupo que recibió yogurt fermentado con dos cepas de Streptococcus 
thermophilus y una cepa de Lactobacillus rhamnosus. También se obtuvo una 
disminución similar de la presión arterial sistólica en un grupo que recibió yogur 
fermentado con dos cepas de Streptococcus thermophilus y una cepa de Enterococcus 
faecium (Agerholm-Larsen y col., 2000). Los resultados de los estudios se presentan en 
la Tabla 6. 

Tabla 6. Estudios clínicos sobre el efecto de los péptidos bioactivos derivados de la 
leche en la presión sanguínea sistólica y la presión sanguínea diastólica. 

Productos Sujeto
s 

Duración 
(semanas) 

Dosis de 
péptidos 
Mg/d 

Resultados  Referencia 

Leche fermentada 
que contiene 
tripéptidos IPP y 
VPP 

30 8 IPP 1.1 and VPP 
1.5 

SBP -14 mmHg (p & lt; 
0,01) y DBP-7 mmHg (p 
& lt; 0,05). Diferencias 
entre los grupos no 
reportados. 

Hata y col. 
1996 

Hidrolizado 
tríptico de 
caseína 

18 4 200 DBP - 7 mmHg. No hay 
grupo placebo 

Sugai 1998 

Leche fermentada 
que contiene 
proteína de suero 

20 8 Proteína de 
suero 8.8 

La PAS disminuyó frente 
al nivel basal (p <0,05). 
Diferencias entre los 
grupos no reportados 

Kawase y 
col. 2000 

Yogur fermentado 70 8 No reportado La PAS (p <0.05) 
disminuyó vs. Placebo. 

Agerholm-
Larsen y col. 
2000. 

Leche fermentada 
que contiene 
tripéptidos IPP y 
VPP 

18 + 
26a 

8 No reportado SBP -12 mmHg. No 
hubo efectos en sujetos 
normotensos. 

Itakura y col. 
2001 * 

Leche fermentada 
que contiene 
tripéptidos IPP y 
VPP 

3 8 IPP 1.52 y VPP 
2.53 

PAS -14 mmHg y DBP -
7 mmHg, (p <0.05) vs 
placebo. 

Kajimoto y 
col. 2001b * 
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Tabletas que 
contienen 
tripéptidos IPP y 
VPP 

20 1 IPP 11.5 y VPP 
17.7 

PAS -3 mmHg y DBP -1 
mmHg. 

Kajimoto y 
col. 2001b * 

Leche fermentada 
que contiene 
tripéptidos IPP y 
VPP 

17 8 IPP 2.25 y VPP 3 
– 3.75 

PAS -7.3% (p = 0.05) y 
DBP -7.3% (p <0.05) 
versus placebo 

Seppo y col. 
2002. 

Hidrolizado de 
aislamiento de 
proteína de suero 

30 6 20000 (20g) SBP-11 mmHg and DBP 
-7 mmHg vs. Placebo. 

Pins and 
Keenan 
2003. 

Leche fermentada 
que contiene 
péptidos SKVYP 

29 4 No reportado BP - 9 mmHg. 
Diferencias entre los 
grupos no reportados. 

Ashar and 
Chand 2004. 

Leche fermentada 
que contiene 
tripéptidos IPP y 
VPP 

46 4 PP 1.2 y VPP 2.0 SBP -5 mmHg (p=0.039) 
y DBP -2 mmHg 
(p>0.05). 

Mizushima y 
col. 2004 

El hidrolizado de 
caseína (péptido 
C12) 

10 Dosis 
única 

Péptido C12 
máximo 200 

SBP -5mmHg y DBP -7 
mmHg. 

Townsend y 
col.  2004 

Leche fermentada 
que contiene 
tripéptidos IPP y 
VPP 

60/39b De 8-10 
semanas 
1+ Período 
de 5-7 

IPP 2.4–2.7  y 
VPP 2.4–2.7 

PAS -6,4 mmHg (p = 
0,10) y DBP -1,5 mmHg 
(p = 0,41) frente a 
placebo (al final del 
período 2) 

Tuomilehto y 
col. 2004 

Comprimidos que 
contienen leche 
fermentada en 
polvo, IPP y VPP 

40+40c 4 P 4.7 y VPP 8.3 En el grupo de presión 
arterial normal alta, PAS 
-3 mmHg (p = 0.27) y 
DBP -5 mmHg (p = 
0.045) vs. Placebo. En 
el grupo de hipertensión 
leve, SPB -11 mmHg (p 
= 0,003) y DBP-7 mmHg 
(p = 0,055) vs. placebo 

Aihara y col. 
2005 

Tabletas que 
contienen lPP y 
VPP 

131 6 IPP+VPP 1.8–
3.6 

La PAS disminuyó 
dependiente de la dosis 
(máximo -13 mmHg) y 
frente al placebo (p = 
0,001). La DBP 
disminuyó dependiendo 
de la dosis. 

Mizuno y col. 
2005 
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Hidrolizado de 
aislamiento de 
proteína de suero 

30 6 20000 (20g) PAS -8,0 mmHg (p 
<0,05) y DBP -5,5 
mmHg (p <0,05) frente a 
placebo. 

Pins and 
Keenan 
2006 

El hidrolizado de 
caseína (péptido 
C12) 

48 4 C12 peptide 
3800 

PAS -11 mmHg y DBP -
7 mm Hg. Diferencias 
entre los grupos no 
reportados. 

Cadee y col. 
2007 

Leche con 
péptidos de 
suero. 

54 12 3250 No hubo diferencias en 
los valores de la presión 
arterial en el grupo de 
péptidos. 

Lee y col. 
2007 

a18 Hipertensos y 26 sujetos normotensos. 
b60 Los sujetos participaron en el período 1 
y 39 sujetos en el período 2. 
c40 Sujetos con alta presión arterial normal 
y 40 con hipertensión leve. 

DBP = Presión arterial diastólica 
IPP = Ile-Pro-Pro  
SBP = Presión arterial sistólica 
VPP = Val-Pro-Pro

Actualmente se han encontrado péptidos secuenciados con actividad biológica 
derivados de alimentos de origen animal y vegetal como se puede observar en la Tabla 
7. 

Tabla 7. Péptidos con actividad biológica derivados de alimentos.  
Efecto  Origen  Nombre/secuencia 
Inhibidores de ECA 
/hipotensores 

Soya NWGPLV 

Pescado LKP, IKP,LRP (derivado de sardina, 
bonito, atún, calamar) 

 Carne  IKW, LKW  

Leche   
 

Lactoquininas (WLAHK, LRP, LKP) 
Casoquininas (FFVAP, FALPQY, VPP)  

Huevo KVREGTTY Ovokinina (FRADHPPL) 
Ovokinina (2-7)(KVREGTTY)   

      Fuente: Hartmann y Meisel (2007). 

          Diversos estudios han demostrado que existe una relación entre la actividad 
inhibitoria de la ECA y el peso molecular de las fracciones peptídicas. Noh y Song (2001) 
establecen que el fraccionamiento de hidrolizados proteínicos utilizando membranas de 
corte molecular de 1000 Da es un método útil en la purificación de inhibidores potenciales 
de la ECA debido a que la mayoría de las sustancias reportadas con este tipo de 
actividad biológica presentan pesos moleculares menores o cercanos a ese peso 
molecular (Ma y col., 2006). Robert y col. (2004) utilizando fracciones peptídicas 
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procedentes de la hidrólisis de la caseína, así como Hernández y col. (2004) empleando 
fracciones peptídicas obtenidas de la hidrólisis de diferentes productos lácteos, 
observaron un comportamiento similar sobre la actividad inhibitoria de la ECA. Sun y col. 
(2004), señalan que péptidos de bajo peso molecular aislados de G. lucidum son los que 
presentan una mayor bioactividad; éste comportamiento también ha sido reportado por 
Miguel y col. (2007) en hidrolizados de huevo con pepsina quienes obtuvieron una mayor 
actividad inhibitoria de la ECA en las fracciones menores a 3 kDa al respecto. 

Actualmente, la ciencia de los alimentos está promoviendo un nuevo concepto 
de nutrición que incluye a aquellos alimentos que presentan una potencialidad en el 
mejoramiento de la salud y disminuyen los riesgos de enfermedades en el cuerpo 
humano (Korhonen y col. 2002), por lo que, muchas industrias alimentarias han incluido 
en sus productos destinados para consumo humano ciertos nutrientes y componentes 
bioactivos extraídos de fuentes animales y vegetales, capaces de ofrecer garantías de 
salud a los consumidores. Entre los beneficios que ofrecen estos productos se 
encuentran aquellos que están enriquecidos con péptidos bioactivos que tienen la 
capacidad de disminuir la presión arterial en el ser humano, por lo que, ya existen en el 
mercado diYersos prodXctos como el EYolXs� siendo pste el primero en ser 
comercializado en Finlandia en el año 2000, el LH� en Islandia, el Vita de KaikX� en 
España, el Emmi-EYolXs� en PortXgal qXe bisicamente son leches fermentadas por 
diferentes especies de lactobacilos que actúan sobre la caseína, el principal componente 
de la leche (Jauhiainen y col. 2002) y, el Calpis� el cXal es elaborado en Japón y se 
obtiene igual por fermentación mediante el uso de cepas de Lactobacillus helveticus y 
Saccharomyces cerevisiae (Hata y col., 1996).  

En todos los casos anteriores la acción antihipertensiva se ha debido a la 
presencia de los tripéptidos formados por VPP e IPP los cuales, purificados o como 
componentes de los productos hidrolizados, han demostrado su efectividad para bajar la 
presión arterial en humanos después de entre 2 a 7 semanas de consumir el producto 
(Rasmussen y col., 2005).  

Con base a lo anterior, actualmente diversos investigadores se han dado a la 
tarea de aislar y purificar péptidos con actividad antihipertensiva de diferentes fuentes 
vegetales y animales, siendo la fuente vegetal la que está cobrando mayor importancia 
debido a que son materias primas que pueden obtenerse más fácilmente, tienen bajo 
costo y porque pueden presentar diversas actividades fisiológicas sobre el organismo 
humano, entre la cual destaca el efecto antihipertensivo.  

Debido a lo anterior, el objetivo de esta revisión es dar a conocer el amplio 
panorama de los péptidos antihipertensivos y su posible uso en la prevención y 
tratamiento de la hipertensión arterial en el ser humano. 
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Métodos para medir la actividad IECA y selección de sustancias potenciales con 
actividad antihipertensiva. 

Existen varios métodos para medir la actividad IECA in vitro que se emplean 
para seleccionar potenciales sustancias con actividad antihipertensiva in vivo. La 
mayoría de estos estudios utilizan el péptido sintético HHL que al ser incubado con la 
ECA produce ácido hipúrico y el dipéptido HL siendo estos productos de la reacción 
posteriormente cuantificados por diversos métodos colorimétricos (Matsui y col., 1992; 
Chang y col., 2001), fluorimétricos (Friedland y Silverstein, 1976), por electroforesis 
capilar (Shihabi., 1999; Chang y col., 2001), por cromatografía de líquidos de alta eficacia 
(CLAR) (Shalaby y col., 2006). 

Uno de los métodos más empleados para medir la actividad IECA es el 
desarrollado por Cushman y Cheung (1971), que se basa en la medida 
espectrofotométrica a 228 nm del ácido hipúrico que se forma al incubar el sustrato HHL 
con la ECA en presencia de sustancias inhibidoras. Este método consta de varias etapas 
que incluyen la extracción con ácido hipúrico, evaporación, disolución en agua y medida 
de la absorbancia del ácido hipúrico a 228 nm. Más recientemente, se han puesto a 
punto otros procedimientos que no requieren una etapa previa de extracción del ácido 
hipúrico. Por ejemplo, Li y col., (2005), determinan directamente la cantidad de ácido 
hipúrico que se forma en la mezcla de reacción mediante una reacción colorimétrica. 
Otro método espectrofotométrico bastante utilizado es el desarrollado por Vermeirssen 
y col., (2002a), que utiliza como sustrato el tripéptido modificado Furanacriloil-
fenilalalina-Glicina-Glicina y como enzima un extracto obtenido con acetona a partir de 
pulmón de conejo, lo cual reduce mucho los costes del ensayo. También ha sido 
publicado un método analítico que se basa en el acoplamiento simultáneo de CLAR con 
un ensayo bioquímico para medir la actividad IECA y con un detector de masas que 
permite la identificación de los péptidos inhibidores de la enzima (Van Elswijk y col., 
2003). Este método proporciona de forma rápida información química y biológica de la 
muestra que se está analizando, sin embargo para su realización se requiere un 
equipamiento complejo y bastante caro. El método de fluorescencia desarrollado por 
Sentandreu y Toldrá (2006), emplea como sustrato de la ECA el compuesto o-
Aminobenzoilglicilo-p-nitrofenilalanilprolina, y la medida del producto de la reacción, el 
grupo fluorescente o-Aminobenzoilglicilo, se realiza en un fluorímetro para placas 
multipocillo. Este nuevo método de fluorescencia no requiere una etapa previa de 
extracción del producto de reacción y presenta una gran ventaja respecto a los 
anteriores, ya que permite determinar la actividad IECA de un gran número de muestras 
en muy poco tiempo.   

La actividad IECA puede variar dependiendo del método que se esté utilizando, 
debido a la utilización de sustratos diferentes, o en un mismo método si las condiciones 
son distintas o se emplea ECA de distintos orígenes. Existe por tanto, una necesidad de 
estandarizar las metodologías para determinar la actividad IECA in vitro, en concreto es 
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importante alcanzar niveles de actividad de la ECA similares para que los valores 
obtenidos sean comparables y reproducibles (Murray y col., 2004).   

 La actividad IECA se calcula normalmente con el valor del IC50 (concentración 
necesaria de sustancia inhibitoria para inhibir el 50% de actuación de la ECA). Valores 
del IC50 bajos se traducen en una potente actividad IECA ya que es necesaria una 
concentración muy pequeña de sustancia inhibitoria para disminuir la actuación de la 
enzima. 

Mucuna pruriens 

Características generales 

México, tiene una amplia biodiversidad de plantas y alimentos incluyendo 
granos de leguminosas, ricos en proteínas y aminoácidos que por años han sido 
utilizados en la alimentación humana y animal por lo que pueden ser factibles de emplear 
como materia prima para la generación de biopéptidos potenciando con ello la 
producción agrícola y nuevas oportunidades para los productores del campo (Herrera y 
col., 2015).  

Durante los siglos XVIII y XIX, la Mucuna fue cultivada ampliamente como 
hortaliza, se hervían y se comían tanto las vainas verdes como los frijoles maduros, con 
el tiempo fue sustituida por leguminosas más apetitosas, sin embargo todavía se la utiliza 
en los casos de hambruna y en platillos especiales en el nordeste de la India. En 
Guatemala y México, por al menos varios decenios, M. pruriens ha sido tostada y molida 
para obtener un substituto del café; la semilla es muy conocida en la región como 
³Nescafe,´ en reconocimiento de ese Xso (BXckles \ col., 1999). Las semillas del gpnero 
Mucuna tienen potencial en la elaboración de alimentos nutrimentales por su alto 
contenido de proteína y otros elementos aprovechables resultando una alternativa 
factible para el establecimiento de cultivos comerciales con potencial en el desarrollo de 
nuevos productos (Vadivel y Janardhanan, 2005; Agbede y Aletor, 2005)  

En Yucatán, México, las leguminosas son especies dominantes en la 
vegetación natural y en la milpa (Flores y col., 2001). Ellas representan junto con el maíz 
la base de la alimentación de las comunidades rurales de Yucatán. La producción del 
maíz, está destinada al consumo de más de un millón de campesinos mediante el 
sistema de milpa; su baja producción y disminución de un año a otro, se atribuye a la 
competencia de maleza (Caamal y col., 2001) y a la fertilidad del suelo, la cual disminuye 
de un ciclo a otro (Weisbach y col., 2002).  

En la península de Yucatán existe una gran variedad de fuentes proteínicas 
consideradas componentes nutrimentales potencialmente importantes en la dieta del ser 
humano debido a su considerable aporte de proteínas y carbohidratos, como por ejemplo 
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el piñoncillo (Jatropha curcas) y las leguminosas caupi (Vigna unguiculata), frijol lima 
(Phaseolus lunatus) y frijol terciopelo (M. pruriens), entre otros. Se ha incrementado el 
uso de M. pruriens como abono verde y de cobertura en el sistema de milpa y como 
consecuencia, ha aumentado la disponibilidad de M. pruriens en la zona, reportándose 
producciones de 0.7 a 1.25 ton/ha de semilla, esto en cultivos mixtos con maíz bajo las 
condiciones climatológicas propias de la región (Segura y col., 2013). 

El género Mucuna, perteneciente a la familia Fabaceae, abarca tal vez 100 
especies de leguminosas anuales y perennes; es autógama y, por lo tanto, es rara la 
contaminación natural. En las zonas tropicales hay más o menos una docena de Mucuna 
spp. que probablemente representan una fragmentación del cultigen asiático, y existen 
numerosas cruzas e híbridos. Las especies más comunes incluyen M. deeringiana 
Merrill, M. utilis Wallich (frijol terciopelo de Bengala), M. pruriens (L.) DC, M. nivea, M. 
Hassjoo (frijol terciopelo de Yokohama), M. aterrima Holland (frijol terciopelo de Mauricio 
y Bourbon), M. capitata y M. diabólica (Buckles y col., 1999). Los ciclos biológicos varían 
entre 100 y 300 días hasta la cosecha de la vaina (Buckles y col., 1999). 

M. pruriens es una planta de ciclo anual tipo arbusto o enredadera que puede 
medir hasta 1 m de altura y 15 m de longitud. Sus hojas son grandes, trifoliadas, 
oviformes o romboides, con flores de color púrpura o blanco. Sus vainas cilíndricas, 
largas o lineales están cubiertas con densos pelos aterciopelados (Figura 2) (Brunner, 
2011). Las semillas son negras y brillantes cuando maduran, de 1.2 a 1.5 cm de largo y 
de 0.9 a 1.1 cm de ancho con hilio blanco levantado a la mitad de la semilla. Cada vaina 
contiene de tres a cinco semillas. Las semillas de Mucuna pruriens (ver Figura 3) son 
comúnmente moteadas (Fao.org, 23/12/2016).  

Figura 2. Vaina de Mucuna pruriens                 Figura 3. Semillas de Mucuna pruriens 

 Péptidos derivados de Mucuna pruriens (Frijol terciopelo). 

El uso de M. pruriens o frijol terciopelo como cultivo de cobertura, es una buena 
opción en el mejoramiento de la fertilidad del suelo, por su capacidad de fijación de 
nitrógeno atmosférico y mejoramiento de las propiedades físicas y químicas del mismo. 
En este sentido, el frijol terciopelo también reduce la erosión, aumenta la actividad 

http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjhn_qpydHTAhXJgFQKHU2uBJIQjRwIBw&url=http://mucuna.es/levodopa-natural/la-mucuna-es-una-haba-tropical-rg&psig=AFQjCNHjx-nutgat3ZzmHdSuTUxiHp_l-w&ust=1493826969230599
http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjc94ziydHTAhVHsVQKHU6sBj8QjRwIBw&url=http://www.saludnutricionbienestar.com/mucuna-pruriens-parkinson/&psig=AFQjCNHjx-nutgat3ZzmHdSuTUxiHp_l-w&ust=1493826969230599
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biológica en el suelo, controla la presencia de maleza y plagas, además de ser una 
leguminosa altamente utilizada como alimento o forraje (Castillo y col.  2010). 

Las semillas de Mucuna pruriens se utilizan para el tratamiento de trastornos del sistema 
nervioso, mental y reproductivo, así como la depresión y la infertilidad masculina (Motta, 
2013). Algunos estudios han mostrado potencial actividad antioxidante de extractos 
alcohólicos de Mucuna pruriens (Longhi, 2007). 

Se sabe que unos de los compuestos fenólicos principales de las semillas de Mucuna 
pruriens es la levodopa (aproximadamente 5%), por tal motivo es utilizado como un 
medicamento para mejorar los síntomas del Parkinson debido a su alto contenido de 
levodopa (L-Dopa) natural (Vadivel, 2008; Chikagwa y col., 2009).  

Actualmente, existen diferentes presentaciones en que se comercializa la Mucuna 
pruriens, de las cuales las tres más representativas son: en polvo, gotas o cápsulas (ver 
Figura 4), para ser uso de éstos es necesario tener cuidado con las diversas fórmulas y 
concentraciones (González, 2014). 

Figura 4. Principales presentaciones de Mucuna pruriens. 

Composición de Mucuna pruriens 

Se ha demostrado que Mucuna pruriens tiene un alto potencial agrícola, con 
rendimientos de semilla hasta 1000 kg/ha, incluso en condiciones tropicales adversas. 
Este grano tiene un alto contenido de almidón (515 g/kg) y proteína (279 g/kg) (Segura 
y col., 2015).  

Las leguminosas del género Mucuna son de gran interés debido al elevado valor 
nutricional y su bajo costo. Aunque esta leguminosa es subutilizada, tiene una demanda 
alta como producto vegetal con alto valor nutracéutico en industrias de alimentos y 
farmacéuticas (Bhat y col., 2007).  

http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjZpf-YzdHTAhXGMyYKHcumDMQQjRwIBw&url=http://mucuna.es/tratamiento-del-parkinson/dosis-y-presentaciones-rg&psig=AFQjCNEi1rAcfg21n9egXuruMzaIanW9mg&ust=1493827969113459
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Las semillas de este género tienen alto contenido de proteína, carbohidratos y 
fibra, bajos niveles de lípidos, minerales adecuados y los aminoácidos requeridos. Éstas, 
tienen baja humedad y cenizas, pero alta cantidad de aminoácidos esenciales como Ile, 
Leu, Phe, Tyr y Lys, mientras que los aminoácidos limitantes son Met y Cys (Chaparro y 
col., 2009).  

A continuación, se presentan las diferentes composiciones proximales de 
distintos géneros de Mucuna (ver Tabla 8).  

Tabla 8. Composición proximal de algunas especies del género Mucuna. 

Chaparro y col., 2009. 

Las leguminosas del género Mucuna son fuente importante de minerales (ver 
Tabla 9), de las cuales los principales minerales son: potasio, fósforo, y calcio, aunque 
también pueden presentar concentraciones bajas de sodio, hierro, zinc, cobre y 
manganeso (Chaparro y col., 2009). 
 
Tabla 9. Composición mineral (mg/100g) en especies Mucuna.  

      Adebowale y col., 2005. 

Especies Proteína 
Cruda (%) 

Grasa 
Cruda (%) 

Fibra Cruda 
(%) 

Cenizas 
(%) 

Carbohidratos (%) 

M. cochinchinensis 38.4 9.6 6.8 3.3 44.8 

M. deeringiana 38.2 8.7 5.7 3.4 45.2 

M. monosperma 23.5 14.3 6.7 3.2 52.2 

M. prurins 32.4 5.7 7.8 3.6 50.6 

M. utilis 26.4 4.1 6.3 3.7 59.5 

M. (black) 24.5 6.9 4.2 3.6 64.8 

Elemento M. deeringiana M. pruriens M. cochinchinesis M. rajada M. utilisis 

Na 3.86 47.8 2.24 2.40 52.5 

K 361 835 407 410 778 

Ca 408 304 293 258 393 

Mg 72.6 208 50 59.6 174 

P 607 119 568 601 98.4 

Fe 17.6 16.4 14.7 8.62 13.4 

Cu 0.98 1.8 0.78 0.95 1.2 

Zn 6.08 2.3 2.11 2.18 6.7 

Mn 0.35 1.8 0.26 0.43 3.9 
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Al igual que con todas las leguminosas, el género Mucuna contiene 
componentes antinutricionales (ver Tabla 10). En particular, el frijol de terciopelo (M. 
pruriens) contiene el aminoácido no proteico L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), así 
como otros componentes como son: fenoles, taninos e inhibidores de tripsina (TIA), lo 
que limita su consumo directo en alimentos (Segura y col., 2015). 

Tabla 10. Factores antinutricionales (g/100g) en especies de Mucuna. 

 Adebowale y col., 2005 

M. pruriens es una leguminosa, cuyos hidrolizados y fracciones peptídicas han 
demostrado efectos hipotensores, hipolipemiantes y antioxidantes importantes en 
ensayos in vitro e in vivo (Herrera y col., 2014). Las semillas de frijol terciopelo tienen 
una composición química muy homogénea. Sus componentes más abundantes son el 
almidón (44 a 59%), proteína (23 a 38%) y algunas variedades de lípidos (2 a 14%). Del 
contenido total de proteínas presentes, el 70% son globulinas, 10% albúminas y 20% de 
pequeñas cantidades de glutelinas y prolaminas. Las semillas presentan un alto 
contenido de aminoácidos esenciales siendo la Cys y la Met los residuos aminoacídicos 
limitantes (Adebowale y col., 2005).  

El alto contenido de lisina en la proteína de las especies de Mucuna es un 
atributo nutrimental destacable que les permite ser consideradas como fuentes de 
proteína suplementaria significativa, ya que la Lys no es sintetizada por el organismo de 
los animales (Chaparro y col., 2009).   

En este sentido, cabe destacar que el contenido de aminoácidos de las especies 
de Mucuna se encuentra dentro de los valores de ingesta recomendados por la 
Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura (FAO), siendo 
mayor el valor en algunos casos. De su contenido de ácidos grasos, se reporta un 28% 
de ácido palmítico y linoleico, siendo los dos componentes lipídicos de mayor 
concentración en esta especie; así mismo un importante contenido de minerales, 
sobresaliendo elementos como potasio, calcio, fósforo y magnesio (Kamatchi y col., 
2010). 

 En la tabla 11 se observa la composición de aminoácidos (mg/g proteína cruda) 
de algunas especies del género Mucuna. 

Factores antinutricionales M. deeringiana M. pruriens M. conchinchinensis M. rajada 
Fenoles totales 4.34 7.75 6.53 6.23 

Taninos 0.03 0.05 0.04 0.07 

Inhibidores de tripsina 
(TIA) 

18.5 24.2 23.6 26.1 

L-Dopa 3.87 4.99 6.11 5.35 
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Tabla 11. Composición de aminoácidos (mg/g proteína cruda) de algunas especies del 
género Mucuna.  

*NR: No Registrado. Fuente: Chaparro y col. (2009)           

Por otra parte, también se han encontrado compuestos no nutritivos tales como 
inhibidores de proteasas, compuestos fenólicos, taninos, lectinas, ácidos fítico, 
saponinas y glucósidos cianogénicos. Muchos de estos compuestos interfieren con la 
biodisponibilidad de nutrimentos y poseen un efecto neurotóxico, cuando son 
consumidos en grandes cantidades; sin embargo, la mayoría de estos compuestos son 
termolábiles; por lo cual requieren de un proceso de cocción en agua antes de ser 
consumidos (Betancur y col., 2008).   

Así, M. pruriens, sembrada en el sureste mexicano, ha demostrado ser una 
buena fuente de proteína (23-38%) y por lo tanto de péptidos con actividad biológica a 
través de la hidrólisis enzimática, resultando una alternativa en el tratamiento y/o 
prevención de diversas enfermedades metabólicas asociadas al sobrepeso y la obesidad 
(Segura y col., 2013). 

Aminoácido  
 

M. pruriens M. 
eeringiana  

M. cochinchinensis  M. rajada  
 

FAO/WHO 
1985 

No esenciales      

Alanina  63.9  82.5  84.5  67.8  NR* 
Arginina  90.6  90.5  82.7  75.9  NR 
Asparragina y 
ácido aspártico 

171  126  137.4  108  NR 

Cisteína  Trazas  9.3  8.4  Trazas  NR 
Glutamina y 
ácido glutámico  

155.5  180  165  151  19.0 

Glicina  50.5  49.7  52.2  33.8  NR 
Histidina  35.3  46.6  27.8  39.5  34.0 
Prolamina  151  161  145  150  NR 
Serina  41.5  63.5  35.8  22.6  NR 
Tyr 70.9  85.5  65.5  66.8  NR 
Esenciales      
Isoleucina  92.3  97.2  96.0  87.3  40.0 
Leucina  90.8  90.8  91.4  87.8  70.0 
Lisina  46.4  66.5  55.7  34.6  58.0 
Metionina  Trazas  12.7  9.2  9.6  25.0 
Fenilalanina  80.8  62.1  86.7  79.4  60.0 
Treonina  44.4  61.9  50.8  52.3  40.0 
Triptófano  22.3  23.0  24.8  34.6  60.0 
Valina  58.3  75.9  71.0  68.1  50.0 
Aminoácidos 
esenciales 

     

Totales (%)  39.8  40.1  42.2  44.0  NR 
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Por sus potenciales nutrimentales y terapéuticos, las semillas de leguminosas 
tropicales como M. pruriens resultan una alternativa viable para la alimentación y salud 
humana. Las proteínas de esta leguminosa no solo son fuente alterna de aminoácidos 
necesarios para el desarrollo y mantenimiento de células y tejidos para el organismo, 
sino que, como consecuencia de su digestión, además de aminoácidos libres, son fuente 
de péptidos biológicamente activos (Carvajal y col., 2010). 

Estudios demuestran que los péptidos generados de M. pruriens son 
farmacológicamente activos y capaces de disminuir la presión arterial. Inclusive dichos 
resultados, han propuesto la incorporación de estos hidrolizados a determinados 
alimentos como una alternativa al tratamiento de la hipertensión (Galicia y col., 2013; 
Herrera y col. 2014) reportaron una importante actividad antioxidante equivalente a 
Trolox para hidrolizados de M. pruriens con pepsina- pancreatina, equivalente a 102.8 
mM/mg, a diferencia de los obtenidos con Alcalase±Flavourzyme, cuyo equivalente en 
Trolox fue de 49.0 mM/mg. Se estudiaron fracciones de diferente peso molecular, y se 
encontró que aquellas fracciones de tamaño menor a 1 kDa tenían una actividad 
antioxidante mayor que aquellas de mayor tamaño (Herrera y col., 2014). Dichos autores 
también reportaron un efecto inhibidor de la agregación plaquetaria del 33.33 y 31.72% 
en fracciones peptídicas de M. pruriens > 10 kDa de hidrolizados de Alcalase±
Flavourzyme y pepsina- pancreatina, respectivamente, lo cual indicó actividad 
antitrombótica moderada y similar a la presentada por fármacos como la aspirina e 
indometacina. Herrera y col., (2014) y Segura y col., (2014) reportaron un efecto de 
inhibición del 50% de actividad de la ECA, para hidrolizados de M. pruriens obtenidos 
con pepsina a 10 min de hidrólisis (2.63 mg/mL) y una actividad antioxidante de 3.42 
mM/mg TEAC para este mismo hidrolizado a diferencia del registrado con pancreatina a 
120 min de hidrólisis (3.43 mM/mg TEAC) (Segura y col., 2014).  

Estudios in vivo, también reportaron una actividad hipotensora importante. 
Evaluando el efecto hipotensor en ratas normotensas, se encontró que el mayor 
porcentaje de reducción de presión sistólica y diastólica se obtiene de hidrolizados de 
pepsina- pancreatina a dosis de 5 mg/kg, vía intraperitoneal (Herrera y col., 2014). Así 
mismo, también se ha evaluado el efecto hipolipemiante y se ha encontrado que las 
fracciones pepttdicas 1 ޒkDa en concentraciones de 10 mg/kg por Yta peritoneal, 
presentaron mayores efectos hipocolesterolémicos e hipertrigliceridémicos, incluso 
comparables con los arrojados por la pravastatina en las mismas dosis, en ratas 
diabéticas inducidas con aloxano (Herrera y col., 2014). Lo anterior, pone de manifiesto 
la importancia biológica de los péptidos de M. pruriens. 

Sin embargo, la digestión es un proceso complejo que incluye procesos 
químicos y mecánicos que degradan las macromoléculas de los alimentos a moléculas 
de menor peso molecular absorbibles para el intestino. Particularmente, la digestión 
proteica inicia en el estómago con la pepsina y el ácido clorhídrico del jugo gástrico y 
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concluye en el duodeno por acción de las proteasas presentes en el jugo pancreático, 
por ende, la digestión es una barrera potencial para que los péptidos tengan una 
aplicación real al alcanzar los tejidos donde habrán de ejercer su acción en 
concentraciones suficientes para tener un efecto biológico. Durante el proceso natural 
de digestión, las enzimas proteolíticas gastrointestinales pueden inactivar péptidos con 
potencial bioactivo o liberarlos del seno de su proteína de origen donde se encontraban 
inactivos, presentando propiedades especiales una vez liberados. Algunos estudios han 
demostrado que algunos fragmentos de péptidos son parcialmente resistentes a los 
procesos de hidrólisis y son susceptibles de ser absorbidos en cantidades 
fisiológicamente activas y alcanzar intactos la circulación sanguínea. Lo anterior, solo es 
posible si el péptido atraviesa las barreras potenciales de la activación o inactivación que 
pudieran hacerle perder su acción (Segura y col., 2010). 

Mao y col. (2007) concluyen que, a menor peso molecular, mayor es la actividad 
inhibidora de la ECA de las fracciones peptídicas obtenidas por ultrafiltración de un 
hidrolizado de caseína (> 10kDa = 23 %, 6 - 10 kDa = 29.2 %, < 6 kDa = 85.4 %). Así 
mismo, hidrolizados fraccionados por ultrafiltración de P. vulgaris y su relación con la 
actividad inhibitoria de la ECA, para un sistema secuencial Alcalase-Flavourzyme y 
Pepsina-Pancreatina mostraron un mayor efecto inhibitorio conforme disminuyó el 
tamaño molecular de las fracciones, registrándose la mayor bioactividad en la fracción < 
1kDa de ambos sistemas (Ruiz y col., 2010), comportamiento semejante se observó en 
las fracciones peptídicas resultantes por ultrafiltración de M. pruriens obtenidas. De los 
resultados encontrados al evaluar las bioactividades de los hidrolizados y las fracciones 
ultrafiltradas de M. pruriens, reali]ado por Herrera en la tesis doctoral ³ActiYidad biolygica 
de derivados proteínicos de Mucuna pruriens con potencial en la prevención y 
tratamiento de enfermedades crynicas  asociadas al sobrepeso \ obesidad´,  se eligiy 
para purificar por RP-HPLC, la fracción peptídica < 1kDa obtenida con el sistema 
secuencial Pepsina-Pancreatina por presentar la mayor actividad inhibitoria.  

El incremento de la actividad inhibitoria de la ECA para el hidrolizado peptídico 
obtenido secuencialmente con Pepsina-Pancreatina (19.5 ȝg/mL), posiblemente se 
debió a la presencia de residuos aminoacídicos hidrofóbicos como Ala, Leu e Ile  con 
valores de 4.09, 2.43 y 4.27%, respectivamente, en mayor cantidad con respecto a 
Alcalase-Flavourzyme, ya que según Fitzgerald y Meisel, (2000) la  ECA parece preferir 
sustratos o inhibidores competitivos que contengan residuos de aminoácido hidrofóbicos 
(aromáticos o ramificados) en las tres últimas posiciones de la región C-terminal. El 
hidrolizado proteínico de M. pruriens obtenido con Pepsina-Pancreatina, así como las 
fracciones ultrafiltradas y purificadas por RP-HPLC, sugieren el uso de esta leguminosa 
como fuente natural de péptidos bioactivos con potencial uso nutracéutico. 
Adicionalmente, la composición aminoacídica, particularmente de los hidrolizados, las 
fracciones ultrafiltradas y purificadas posibilita el uso de esta leguminosa en la 
alimentación parental (Herrera y col., 2015). 
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Técnicas de separación 

El análisis de péptidos requiere un fraccionamiento previo para simplificar la 
muestra y eliminar sustancias que están presentes en el extracto y que puedan interferir. 
Los métodos de separación se basan en diferentes principios como el fraccionamiento 
por tamaño (ultrafiltración, cromatografía de exclusión molecular), la carga o la polaridad 
(electroforesis y cromatografía).  

Ultrafiltración 

 La actividad biológica de los péptidos está relacionada con su peso molecular 
(Berot y col., 2001). Con la ultrafiltración es posible aislar la fracción peptídica de interés 
según su tamaño molecular, aunque también se puede usar como medio para concentrar 
extractos de péptidos. La selectividad de estas membranas depende del tamaño y la 
carga de las moléculas (Rautenbach y Gröschl, 1990). Los efectos del pH y la fuerza 
iónica descritos en varios estudios (Mullet y col., 1999; Cheang and Zydney, 2004) 
revelaron que la separación de péptidos por membranas está principalmente basada en 
los efectos de la carga. 

Técnicas cromatográficas 

La separación mediante cromatografía de líquidos (CL) permite separar tanto 
péptidos como proteínas en función de sus propiedades fisicoquímicas, así como 
concentrar la muestra en columna, eliminar sales, detergentes y componentes no 
volátiles de la muestra. Los métodos cromatográficos más comunes en la separación de 
péptidos y proteínas utilizan sistemas de CL de alta resolución, rendimiento o alta presión 
(CLAR), que permiten separar los componentes de una mezcla basándose en diferentes 
tipos de interacciones fisicoquímicas con la columna cromatográfica. Los tipos 
cromatográficos más utilizados son los siguientes: exclusión molecular, intercambio 
iónico, cromatografía en fase reversa y afinidad. Como hemos mencionado 
anteriormente, la CL puede ser utilizada como método previo de fraccionamiento, sin 
embargo su utilización de forma acoplada a determinados equipos de Masas (EM). La 
cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas (CL-EM, ha supuesto un 
auge en la caracterización y cuantificación de determinados proteomas. Actualmente, 
gracias al gran poder de resolución, reproducibilidad y compatibilidad con los equipos de 
MS, la mayoría de las separaciones cromatográficas se realizan en equipos de CLAR, 
utilizando columnas capilares de fase reversa (~75 µm). Este tipo de cromatografía 
consigue una buena separación de mezclas complejas de péptidos o proteínas, y ha sido 
la más utilizada en infinidad de estudios de proteómica Bottom-Up clásica. Las nuevas 
columnas de titanio (Larsen y col., 2005), las columnas recubiertas de anticuerpos (Į 
fosfotirosina; Į fosfoserina/treonina) (Blagoev y col., 2003) o con iones metálicos 
inmovilizados (IMAC, Cromatografía de afinidad de iones metálicos inmovilizados) 
(Ficarro y col., 2002), están permitiendo el enriquecimiento y la detección específica de 
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péptidos fosforilados. Asimismo, las columnas recubiertas con lectinas consiguen un 
mejor enriquecimiento y detección de gliocopéptidos (Kaji y col., 2003). La separación 
cromatográfica utilizando columnas monolíticas, además de lograr separaciones de 
péptidos y proteínas más eficientes, permiten la detección de modificaciones post-
traduccionales (PTMs) con mayor rendimiento y de forma ultrarrápida (Hosoya y col., 
2006). Aunque la CL monodimensional de péptidos y proteínas es la más utilizada, 
actualmente las técnicas high-througput (de alto rendimiento o productividad) están 
demandando nuevas mejoras y desarrollos que permitan una mayor resolución y un 
menor tiempo de análisis. Así, la CL multidimensional está suponiendo una gran mejora 
en la resolución de mezclas complejas de péptidos (Link y col., 1999), y constituye 
habitualmente la base de los estudios Shotgun. Típicamente, la CL multidimensional 
involucra dos separaciones ortogonales como el intercambio catiónico (SCX) y fase 
reversa (RP), que pueden estar en línea o no, aunque para algunas aplicaciones 
especiales se pueden utilizar columnas de afinidad o de exclusión molecular para la 
primera dimensión. La aproximación híbrida, la tecnología multidimensional de 
identificación de proteínas (MudPIT) elimina las separaciones de gel (Washburn y col. 
2001), en la que en una misma columna se han hibridado dos separaciones 
cromatográficas consecutivas, está siendo aplicada en infinidad de laboratorios. El 
principio básico de esta metodología es la utilización de una nanocolumna integrada por 
material necesario para la primera separación (SCX), seguida de material para la 
segunda separación (RP). Este procedimiento presenta una serie de ventajas, ya que 
presenta una excelente sensibilidad, las pérdidas peptídicas son mínimas, el número de 
péptidos identificados para a una misma proteína es mayor, permite la identificación de 
miles de proteínas en un solo experimento, es fácilmente automatizable y logra una 
cuantificación muy precisa, cuando se emplean técnicas de marcaje isotópico estable 
(Gygi y col., 1999).  Aunque la idea parezca sencilla, ya que el trabajo con péptidos 
puede ser más fácil que con proteínas enteras, no es menos cierto que la mezcla de 
péptidos que se genera en los análisis tipo Shotgun, es de por sí una muestra demasiado 
compleja para su interpretación y análisis. Si cabe aún, más compleja puede llegar a ser, 
si en la muestra están presentes proteínas todavía no secuenciadas y descritas en las 
bases de datos. Por consiguiente, esta aproximación se hace prácticamente imposible.  
Todavía existe poca variedad de tecnologías cromatográficas que logren una adecuada 
separación de proteínas enteras antes de su análisis mediante MS. Entre ellas, se 
destaca, el isoelectroenfoque (IEF) capilar (Yang y col., 1998; Jensen y col., 1999a) y la 
cromatografía líquida en fase reversa (Li y col., 1999; Lee y col., 2002). Su aplicación 
normalmente es en una sola dimensión, directamente acopladas a equipos de MS de 
alta resolución, como es el caso de la resonancia de ciclotrón del ion transformado de 
Fourier (FTICR). Sin embargo se han realizado intentos multidimensionales offline, 
mediante la utilización de geles de IEF preparativos (Zhu y col., 2003). Actualmente, se 
han incorporado nuevas mejoras, como la CL de ultra eficiencia (UPLC, Cromatografía 
líquida de ultra rendimiento), que reduce el tiempo de análisis y aumenta 
considerablemente la sensibilidad, velocidad y resolución de proteínas intactas. Es 



  

35 
 

adecuada para aquellas situaciones, en las que se requiere una ultra sensibilidad como 
pueden ser estudios con cantidades limitadas de muestra (Shen y col., 2002).  

Cromatografía de exclusión molecular (Filtración en gel) 

La cromatografía de filtración en gel es una forma de cromatografía de partición 
utilizada en gran medida para la separación de moléculas en base a sus diferentes pesos 
moleculares. De una manera ideal en filtración en gel, solo los efectos estéricos 
contribuyen al comportamiento de elución de las moléculas de soluto. Las moléculas 
grandes nunca penetran en la fase estacionaria, por lo que su desplazamiento a través 
de la columna es rápido siendo las primeras que eluyen. Mientras que las moléculas 
intermedias o pequeñas, si pueden atravesar los poros del gel, siendo su movimiento 
más lento. Por lo tanto las moléculas durante la filtración en gel fluyen en orden 
decreciente según su tamaño molecular (Gel filtración 1997). 

El objetivo de filtración en gel es obtener la mayor resolución posible de las 
moléculas de soluto. Por tanto, la elección de la columna así como el flujo de elución son 
muy importante en esta técnica; cuanto mayor sea la columna y menor el flujo, mayor 
será la resolución. El principal inconveniente es el tiempo de separación y la dilución de 
la muestra. Columnas de una longitud de 100 cm y un diámetro de 1-2.5 cm son las más 
utilizadas. 

La cromatografíal de filtración en gel no se utiliza como primer paso en la 
purificación de proteínas debido a su baja capacidad, pero es frecuentemente usada 
como uno de los pasos finales o para evaluar la pureza de una preparación. Otras 
aplicaciones de la cromatografía de filtración en gel dentro de los laboratorios y en la 
industria, es su utilización para el fraccionamiento y separación de moléculas, 
determinación de peso moleculares y de polímeros, determinación de constantes de 
equilibrio, separación de células y partículas, etc. (Gel filtración 1997). 

Un gel es un sistema heterogéneo en el cual una fase líquida continua, 
usualmente agua, está contenida dentro de los poros de una fase estacionaria. El 
material ideal de la matriz en gel filtración debe ser inerte con respecto a las moléculas 
que se quieren separar. Sin embargo pueden ocurrir interacciones del material 
empaquetado con las moléculas biológicas con lo cual la molécula eluiría más tarde de 
lo que se esperaría por su peso molecular. Otras interacciones de naturaleza iónica 
pueden ser eliminadas incrementando la fuerza iónica del buffer utilizado. 

La matriz o gel más utilizado está formada por enlaces cruzados de 
poliacrilamida con agarosa, dextrano o combinaciones de estos. Una de los primeros 
geles utilizados en análisis de peptonas fue Sephadex (Pharmacia), cuya matriz está 
formada por conexiones cruzadas de dextrano y epiclorohidrina. El gran número de 
grupos hidroxilo que presenta hace que sea una matriz extremadamente hidrófila. Los 
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diferentes G-tipos de Sephadex (G10, G15, G25, G50 etc.) se diferencian en el grado de 
conexiones cruzadas, en su capacidad de hinchamiento lo cual conlleva a obtener un 
grado de fraccionamiento diferente según el G-tipo utilizado. Sephadex G-25 tiene un 
rango de fraccionamiento que va desde 1000 a 5000 Da (Gel filtración 1997). 

Cromatografía de fase reversa  

La cromatografía de fase reversa es la técnica más utilizada para analizar 
extractos peptídicos, ya que permite separarlos en base a diferencias de hidrofobicidad, 
lo que está directamente relacionado con la composición en aminoácidos de los 
péptidos. En este tipo de cromatografía, la fase estacionaria es apolar mientras que la 
fase móvil es polar. Existen muchos tipos de columnas de fase reversa; las más 
utilizadas consisten en un soporte de sílice con cadenas n-alquil enlazadas con grupos 
octadecil (C18) y octil (C8). Las típicas fases móviles que se emplean en este tipo de 
separaciones son el acetonitrilo como fase orgánica y una fase acuosa compuesta 
generalmente de un 0.1% de ácido trifluoroacético o ácido fórmico en agua (Sforza y 
col., 2006). Para conseguir una separación óptima de los péptidos se suele realizar una 
elución en gradiente en la que se aumenta la hidrofobocidad de la fase móvil. Los 
péptidos se reparten entre fase móvil y estacionaria en base a su polaridad, y como 
resultado los más polares eluyen en primer lugar y los hidrofóbicos quedan retenidos en 
la columna y tardan más tiempo en eluir. La detección de los péptidos puede realizarse 
a diferentes longitudes de onda (214, 254 o 280 nm), aunque si el sistema cuenta con 
un detector de diodos es posible obtener el espectro completo de absorción para cada 
péptido. La gran eficacia que se obtiene con esta técnica permite la obtención de los 
denominados mapas peptídicos (Colilla y col., 1991) a partir de digestiones proteicas o 
de extractos de péptidos en general. La eficacia de esta técnica permite el aislamiento 
de péptidos para su estudio o identificación posterior (Recio y col., 2000; Fogaça y col., 
2004), así como el seguimiento de su evolución durante los procesos en los que existe 
proteólisis tal y como ocurre en el caso del jamón curado o el queso (Rodríguez-Núñez 
y col., 1995; Michaelidou y col., 2003). 

Cromatografía de intercambio iónico 

La cromatografía de intercambio iónico es un método que permite la separación 
de moléculas basada en sus propiedades de carga eléctrica. Se compone de dos fases: 
la fase estacionaria o intercambiador iónico, y la fase móvil. La fase estacionaria 
insoluble lleva en la superficie cargas electrostáticas fijas, que retienen contraiones 
móviles que pueden intercambiarse por iones de la fase móvil, la cual suele ser una 
disolución acuosa con cantidades moderadas de metanol u otro disolvente orgánico 
miscible con agua que contiene especies iónicas  generalmente en forma de buffer. Los 
iones de ésta compiten con los analitos por los sitios activos de la fase estacionaria 
(Harris, 2006, p.641). 
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El principio básico de la cromatografía de intercambio iónico es que las 
moléculas cargadas se adhieren a los intercambiadores de forma reversible de modo 
que dichas moléculas pueden ser asociadas o disociadas cambiando el ambiente iónico. 
La separación mediante intercambiadores iónicos se realiza por lo general, en dos 
etapas: en la primera las sustancias a separar se unen al intercambiador utilizando 
condiciones que originan una unión fuerte y estable; a continuación, se eluye de la 
columna con buffers de diferentes pH o diferente fuerza iónica, compitiendo los 
componentes del buffer con el material por los sitios de unión (Harris, 2006, p.647). 

Con base a lo anterior, en el presente estudio se aislará y purificarán los 
péptidos inhibidores de la ECA presentes en los hidrolizados proteínicos de frijol 
terciopelo (M. pruriens). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



  

38 
 

  



  

39 
 

OBJETIVOS 

Objetivo general 

 

Analizar la actividad inhibitoria de la ECA de péptidos aislados y purificados 
presentes en los hidrolizados proteínicos de frijol terciopelo (M. pruriens). 

 

Objetivos específicos 

 

x Aplicar métodos cromatográficos para aislar y purificar las fracciones peptídicas 
ultrafiltradas de M. pruriens derivadas de la hidrólisis proteínica con Pepsina-
Pancreatina. 
 
 
 

x Evaluar la actividad inhibitoria de la ECA de las fracciones peptídicas de M. 
pruriens purificadas por métodos cromatográficos.  
 
 
 

x Determinar el peso molecular por CLAR empleando filtración en gel del pico de 
la fracción aislada y purificada de M. pruriens, con mayor % de inhibición de la 
ECA. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Procedimiento experimental   

En la Figura 5 se presenta el diagrama general de la metodología.  Se 
procesaron semillas de Mucuna pruriens adquiridas en el sureste Mexicano, para 
obtener un concentrado proteico, a partir del cual a su vez se obtuvo un hidrolizado 
empleando el sistema enzimático pepsina-pancreatina, durante 90 min. Dicho 
hidrolizado se sometió a un fraccionamiento por ultrafiltración utilizando cuatro 
membranas con diferente corte de peso molecular para obtener cinco fracciones 
peptídicas; al hidrolizado y fracciones peptídicas derivadas de éste, se les determinó la 
actividad inhibitoria de la ECA. Se realizó el fraccionamiento biodirigido de la fracción 
activa, se determinó el perfil por CLAR analítico, se prosiguió con la separación por 
extracción en fase sólida de fase reversa (SPE C18-U); a las fracciones obtenidas se les 
determinó la actividad inhibitoria de la ECA para seleccionar la fracción con mayor 
bioactividad, dicha fracción se aisló mediante CLAR semipreparativa y se realizó la 
separación por Exclusión molecular. Finalmente, se obtuvo el peso molecular por 
filtración en gel (Utilizando estándares) de la fracción Mucuna pruriens.  
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Figura 5. Diagrama general de la metodología. 

 

 

Hidrólisis enzimática de 
Pepsina-Pancreatina 
(HPP) 

(Herrera y col., 2014). 

Grado de 
hidrolisis 

(GH)  
(Nielsen y 
col., 2001). 

 Fraccionamiento 
por ultrafiltración 
(Cho y col., 2004). 

Evaluación 
in vitro 

Actividad 
inhibitoria 
de la ECA. 
 (Hayakari y 
col., 1978). 

Mucuna pruriens  
 

� Limpieza de 
semilla 
 

� Obtención de la 
harina 

 
� Obtención del 

concentrado  

x Fraccionamiento biodirigido del extracto activo. 
 

x Determinación del perfil analítico por CLAR analítico. 
 

x Separación por extracción en fase sólida de fase 
reversa (SPE, C18-U). 

 
x Aislamiento mediante CLAR semipreparativa. 

 

x Separación por exclusión molecular (usando 
filtración en gel) 

Determinación del peso molecular 

Determinación 
de proteína 
Lowry (1951). 
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Materiales 

El desarrollo experimental del presente estudio se efectuó con granos de frijol 
terciopelo (M. pruriens) como materia prima adquirida de ejidos productores de la 
península de Yucatán. 

Métodos 

Obtención de harinas 

Los granos de frijol terciopelo se limpiaron manualmente para eliminar 
impurezas; se trituraron con un molino de discos, se descascarillaron y se molieron hasta 
obtener una harina capaz de pasar a través de un tamiz de malla 60. 

Obtención de concentrado proteínico 

Se empleó la metodología de Lqari y col., (2002). Se pesó 20g de harina de M. 
pruriens; se le agregó 200mL de una solución de hidróxido de sodio (0.2% p/v y pH 12), 
se agitó por 1 hora. Seguidamente, se centrifugó a 8000 x g por 20 min, el sobrenadante 
se recuperó, mientras que con el precipitado se realizó dos lavados más siguiendo la 
metodología antes descrita. Los sobrenadantes se juntaron para después ajustar el pH 
a 4.0, después se centrifugó a 8000 x g por 20 min. Por último se congeló la muestra 
precipitada y se liofilizó en un liofilizador Labconco. Posteriormente, se desengraso el 
concentrado a través de una extracción. La grasa se midió por pérdida de peso de la 
muestra o por cantidad de muestra removida Nielsen (1998). 

Hidrólisis enzimática 

La hidrólisis enzimática se efectuó empleando el método reportado por Herrera 
y col., (2014), utilizando un sistema enzimático Pepsina-Pancreatina (PP) de manera 
secuencial durante 90 min Los parámetros de hidrólisis del sistema Pepsina-Pancreatina 
fueron: concentración de sustrato 4%, relación enzima sustrato 1/10 p/v, temperatura de 
37°C, pH 2 para pepsina y pH 7.5 para pancreatina. El tiempo de reacción fue de 90 min. 
Durante los primeros 45 min, la hidrólisis se efectuó con la suspensión de Pepsina a las 
condiciones de hidrólisis mencionadas; seguido de la hidrólisis con Pancreatina, los 
siguientes 45 min. La hidrólisis se detuvo colocando las muestras en un baño de agua a 
80°C durante 20 min y finalmente se centrifugó a 11 200 x g por 20 min con la finalidad 
de obtener la porción soluble. 
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Grado de hidrólisis.  

Se determinó empleando la técnica de ortoftalaldialdehído (OPA) propuesta por 
Nielsen (2001), la cual está basada en la determinación de grupos aminos libres. Se 
preparó una solución madre de L ± serina en agua destilada (1.004 mg/mL), para ello se 
pesaron 50.2 mg de L ± serina en 50 mL de agua desionizada. De dicha solución se 
tomó 150 µL y se añadió 1500 µL de agua desionizada con la finalidad de preparar una 
solución estándar de serina 1:10. Se realizó una curva de calibración, empleando como 
estandares diferentes volúmenes en µl obtenidos de la dilución 1:10 de la solución del 
aminoácido L ± serina (Tabla 12) y 1.5 mL del reactivo OPA (reactivo de color).   

Tabla 12. Curva de calibración del estándar L-serina 
 H2O (µL) Testigo: L-serina (µL) 

Blanco 200 0 
Estándar 1 150 50 
Estándar  2 100 100 
Estándar  3 50 150 
Estándar  4 0 200 

El reactivo de OPA, se preparó de la siguiente manera: con 100 mg de dodecil 
sulfato de sodio (SDS), 3.81 g de tetraborato de sodio y 75 mL de agua destilada. Por 
otra parte se disolvió 80 mg de OPA en 2 mL de etanol al 98%. Se mezclaron las 
soluciones anteriores, se agregó 88 mg de DTT, y se aforó a 100 mL con agua destilada. 
El reactivo de OPA y el testigo (L ± serina en agua destilada) se agitaron en un vórtex 
durante 5 s y las absorbancias fueron leídas a 340 nm, después de 2 min.   

Una vez obtenida la curva de calibración de L ± serina, se procedió a evaluar el 
grado de hidrólisis de los hidrolizados del frijol M. pruriens, obtenidos con PP. Se 
prepararon 1000 µL al 1% (p/v) de los hidrolizados en agua desionizada, después se 
realizaron diluciones 1:10 y 1:3 y se agregó 1.5 mL del reactivo OPA. Esta solución se 
agitó durante 5 s en vórtex y se determinó la absorbancia a 340 nm después de 2 min. 
Las absorbancias obtenidas se emplearon para hallar los equivalentes de aminos 
liberados por la hidrólisis. Se utilizó la ecuación de la recta obtenida de la curva de 
calibración de L ± serina y se aplicó la siguiente fórmula:  

%GH=           h         x100 
htotal 

Dónde: 
h = concentración de grupos aminos libres expresada como meq/g de proteína.  
htotal = número total de enlaces peptídicos presentes en las proteínas de M. pruriens. 
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Fraccionamiento por ultrafiltración.   

Las fracciones solubles de los hidrolizados enzimáticos se obtuvieron con el 
sistema secuencial pepsina-pancreatina, fueron sometidas a un fraccionamiento por 
ultrafiltración (UF) de acuerdo a la metodología propuesta por Cho y col. (2004), 
utilizando el equipo de ultrafiltración de alto rendimiento (Modelo 2000, Milliporo, 
Billerica, EE.UU.) utilizando membranas de 1, 3, 5 y 10 kDa de material polietersulfona. 
Estas fracciones se pasaron a través de cada una de las membranas iniciando con el 
poro más grande (10 kDa) colectando de manera separada el retenido y el permeado de 
los mismos. El resultado de la ultrafiltración fueron fracciones peptídicas con diferentes 
pesos moleculares (>10, 5-10, 3-5, 1-3 y <1 kDa) para el sistema. 

Determinación de proteína por el método de Lowry 

Se utilizó el método de Lowry (1951); un método colorimétrico de valoración 
cuantitativa de las proteínas. A la muestra se añadió un reactivo que forma un complejo 
coloreado con las proteínas, siendo la intensidad de color proporcional a la 
concentración de proteínas, según la Ley de Lambert-Beer. Se pesó 10 mg del aislado 
proteínico en base seca y se disolvió en 1 mL de agua destilada. Se tomó 100 µL de 
muestra diluida, se añadió 100 µL de NaOH 2 N, se agitó en vórtex 5 segundos, 
seguidamente se calentó a 100ºC durante 10 min. Se enfrió a temperatura ambiente. 
Se agregó 1mL de reactivo complejo, se agitó y reposó 10 min en la oscuridad. Se 
agregó 100µL de folin y agitó en vórtex 5 segundos. Se dejó reposar 45 min a 
temperatura ambiente en la oscuridad y se leyó a 750 nm la absorbancia. Para la 
determinación de proteínas se construyó una curva de calibración. La recta de calibrado 
se determinó usando un patrón de albúmina bovina con una concentración de 1000 
mg/L que se diluyó para obtener concentraciones en el intervalo 50 - 400 mg/L. Se 
aplicó una regresión lineal donde se representó la función exponencial de los valores 
de absorbancia obtenidos frente a la concentración de proteína en mg/L. Una vez 
medidas las absorbancias de las muestras siguiendo el procedimiento indicado se 
determinó la concentración de proteínas a partir de la recta de calibrado y teniendo en 
cuenta el factor de dilución. 

Evaluación de la actividad inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) 
de acuerdo al método de Hayakari y col. (1978). 

Se determinó la actividad inhibitoria de la ECA a los derivados proteínicos de 
M. pruriens de acuerdo al método de Hayakari y col. (1978) en la cual la ECA hidroliza 
el Hipuril ± L ± Histidil ± L ± Leucina hasta ácido hipúrico e His ± Leu. Este método se 
basa en la reacción colorimétrica del ácido hipúrico con TT (2, 4,6-tricloro-triasina). A 20 
µL de solución de ECA (100 mU/mL) se adicionó 40 µL de péptido inhibidor y se incubó 
a 37°C por 5 min. Posteriormente, se añadió 100 µL de HHL (hipuril histidil leucina) 
preparado a una concentración de 0.3% en un mezcla de buffer de fosfato de potasio 40 
µmol y buffer de cloruro de sodio 300 µmol previamente ajustados a pH 8.3 con HCl o 
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NaOH 1 M; y se incubó a 37°C por 45 min. La reacción se detuvo por la adición de 360 
µL de solución TT en dioxano (3% p/v) y 720 µL buffer de fosfato 0.2 M (pH 8.3). 
Finalmente, se centrifugó a 10,000 x g por 10 min. Del sobrenadante se obtuvo la 
absorbancia a 382 nm. Esta actividad biológica se determinó por triplicado al hidrolizado 
y sus fracciones peptídicas siguiendo las condiciones establecidas en la Tabla 13.  

Tabla 13. Orden de adición de reactivos para la inhibición de la ECA-I. 

El valor de IC50 de la fracción bioactiva purificada final, los estándares de 
captopril y lisinopril, se definieron como la concentración de péptidos requeridos para 
inhibir en un 50% la actividad de la ECA y se determinaron por análisis de regresión del 
porcentaje de inhibición de la ECA (%) contra la concentración de péptidos.  

El porcentaje de actividad inhibitoria de la ECA y la concentración de la fracción 
peptídica bioactiva y los estándares necesarios para inhibir en un 50% la actividad de la 
ECA (IC50) se determinaron con las siguientes ecuaciones: 

% Act = (A - B)/(A - C) x 100. 
 

Donde A representa la absorbancia en presencia de la muestra y ECA, B la absorbancia 
del control y C la absorbancia de la reacción blanco. 

IC50 = (50 ± b)/ m 

Donde b es la intersección y m es la pendiente obtenida de la ecuación de la recta. 

Reactivos A 

Muestra(µL) 

B 

Control(µL) 

C 

Blanco(µL) 
ECA-I (incubada a 37 °C) 20 20 20 
Solución de TT/dioxano al 3% No No 360 
Hidrolizado 40 No No 
Incubar por 5 min a 37 °C Sí No No 
Solución HHL 0.3% (incubada a 37 °C) 100 100 100 
Incubar y agitar suavemente 45 min a 37 
°C 

Sí Sí Sí 

Solución de TT/dioxano al 3% 360 360 No 
Mezcla de buffer No 40 40 
Buffer de fosfato 0.2 M 720 720 720 

Agitar durante 15 s y centrifugar a 10 000 x g durante 10 min. Tomar 1 mL del sobrenadante 
y leer la absorbancia a 382 nm. 
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Determinación del perfil cromatográfico por CLAR analítico  

Las fracciones separadas por peso molecular que demostraron ser activas se 
analizaron mediante Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución (CLAR), empleando 
un equipo CLAR binario Varian 211 con una columna de fase reversa  LUNA C18 (100 
A, 5 ȝm, 250[4.6 mm); como fase myYil se emplearon mezclas de acetonitrilo:agua con 
0.1% de ácido trifluoroacético en un gradiente de 0 a 50% de acetonitrilo en 30 min de 
corrida; las condiciones del detector registraron temperatura de nebulización de 40°C, 
temperatura de evaporación de 70°C; flujo de nitrógeno de 1 mL/min y detector 
evaporativo de dispersión de luz (ELSD), y ultravioleta (UV) a 325nm.   

Separación por extracción en fase sólida de fase reversa (SPE) 

A fin de prefraccionar y eliminar las sales presentes en la fracción de 1-3 kDa 
(F2) con mayor actividad biológica, se realizó una extracción en fase sólida utilizando un 
cartucho C18-U Phenomenex Strata®, el cual previamente se lavó con 5 mL de MeOH y 
acondicionó con 5 mL de agua destilada. Luego, se aplicaron 2 mL de muestra (200 mg 
disueltos en agua grado HPLC) de la fracción activa, para enseguida eluir mediante un 
gradiente de 5 mL de: 1) agua 100%, 2) Agua: AcN 95:5%, 3) Agua: AcN 90:10%, 4) 
Agua: AcN 80:20% y Agua: AcN 50:50%. Para cada fracción, se procedió a su 
liofilización, pulverización, cálculo de rendimiento y evaluación biológica. Se puede 
observar en la tabla 14 las eluciones realizadas a la fracción de 1-3 kDa (F2). 

Tabla 14. Fracciones obtenidas de la separación de la fracción con mayor actividad 
biológica después de la separación por CLAR analítico. 

Fracción Elución 
correspondiente 

Fase móvil (mL) 

Fracción de 1-3 kDa (F2) 

Muestra 2 
H2O 100 % 5 
H2O:AcN  95:05 % 5 
H2O:AcN  90:10 % 5 
H2O:AcN  80:20 % 5 
H2O:AcN  60: 40 % 5 
H2O:AcN  50:50 % 5 

La fracción con mayor actividad biológica se reprodujo, se analizó su perfil 
cromatográfico mediante CLAR C18 y se reanudo la separación. 

Aislamiento de la fracción con mayor actividad inhibitoria de la enzima convertidora de 
angiotensina (ECA) mediante CLAR semipreparativa.  

Para aislar la fracción con mayor actividad inhibitoria de la ECA obtenida de la 
separación por extracción en fase sólida de fase reversa, se generó una solución de la 
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muestra (10 mg/100 µL) la cual fue inyectada (20 µL por inyección) en un sistema de 
CLAR utilizando el siguiente método: se utilizó una columna LUNA (C18, fase reversa, 5 
µm C8 100 Å, LC Column 30 x 2 mm, Phenomenex, Inc., USA). Como fase móvil agua 
(A): acetonitrilo (B), en un gradiente de 0 a 15 % B en 8 min y de 15 a 35 % B en 25 min, 
para regresar a la condición inicial 5 min después (100 % A). Detector de U.V. a 325 nm. 
Se colectaron los volúmenes de elución que en el cromatograma registraron señales 
significativas en los tR: 6-12 min (F1), 12-14 min (F2) y 14-25 min (F3), posteriormente 
se les realizo a las fracciones la prueba de inhibición de la ECA eligiendo la fracción con 
mayor bioactividad.  

Separación por exclusión molecular en CLAR (Yarra SEC-2000) 

La separación se realizó para obtener cortes moleculares más finos de la 
fracción con mayor actividad biológica (F2_2_2, minuto: 16-18) obtenida de la colecta de 
las fracciones prevenientes de CLAR semipreparativa, empleando una columna Yarra 
SEC-2000 (1-300 kDa, 145 c, 3 ȝm, 300 x 7.8 mm) por CLAR, empleando un equipo 
CLAR binario Varian 211, bajo flujo isocrático de agua/AcN 90:10 por 30 min, con lectura 
a 325 nm.  

Determinación del peso molecular por CLAR empleando filtración en gel 

Se utilizó una columna Yarra SEC-2000 por CLAR, empleando un equipo CLAR binario 
Varian 211, bajo flujo isocrático empleando como fase móvil una disolución  
amortiguador de fosfatos 0.2 M con PH de 8.3. Se preparó con 610 mL Na2HPO4/390 mL 
NaH2PO4, pH 7 (detector de UV a 215 nm). 

Se emplearon como estándares la glicina (0.1312 KDa, Sigma-Aldrich,G2879) y 
bacitracina (1.422 KDa, Sigma-Aldrich, B0125), cada uno en soluciones de 4 mg/mL, de 
los cXales se in\ectaron al sistema 20 ȝL independientemente; ademis de Xn anilisis 
más con la mezcla de los tres para determinar si existían interacciones entre ellos que 
afectaran la separación. La determinación se realizó al relacionar el peso molecular en 
función del tiempo de retención y compararlo con el de la muestra. 
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DISEÑO Y ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Todos los resultados se procesaron mediante estadística descriptiva utilizando 
medidas de tendencia central (media) y dispersión (desviación estándar). Los datos 
obtenidos de la hidrólisis del concentrado proteínico y de las actividades biológicas de 
las fracciones aisladas y purificadas se evaluaron mediante un análisis de varianza de 
una vía y comparación de medias para establecer las diferencias (p < 0.05) entre las 
muestras evaluadas. Todos estos análisis se efectuaron utilizando los paquetes 
computacionales Statgraphics Plus Versión 5.1, de acuerdo a los métodos señalados 
por Montgomery (2007). 
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RESULTADOS Y DISCUSIONES 

Obtención de concentrado proteico  

En el presente estudio, el concentrado proteico de M. pruriens. Exhibió un 
71.29%±0.46 de proteína en base seca, muy por arriba de lo reportado por Segura y col., 
(2008), Galicia y col., (2013), Herrera y col (2014b) y Martinez y col., (2017) (42, 38, 48 
y 46.03%, respectivamente) y, guarda similitud a lo reportado en otros alimentos tales 
como el grano de Canavalia ensiformis (71%) (Betancur, y col., 2008) y a lo reportado 
por Torruco (2008) para Phaseolus lunatus (71.8%). Sin embargo, se observó menor 
porcentaje respecto al garbanzo (83%), girasol (97%) (Vioque, y col., 2001), frijol mungo 
(Vigna radiata) (82%) (Guerra, 2014) y salvado de arroz (75%) (Bravo, y col., 2013). 
Estas diferencias de contenidos de proteína hallados en M. pruriens, con respecto a los 
reportados por otros investigadores, se debieron al proceso de desengrasado del 
concentrado proteínico, sin embargo es importante considerar las condiciones de cultivo, 
especie, madurez del grano, composición original de la materia prima así como las 
condiciones del método empleado en la obtención del concentrado proteico (Betancur y 
col., 2009). 

Hidrólisis enzimática 

El proceso más habitual utilizado en la obtención de biopéptidos, es la hidrólisis 
enzimática debido a que asemeja al proceso digestivo, haciéndose una forma ideal para 
metabolizar las proteínas, de fácil condición de operación, control de proceso y que 
conserva la calidad de la proteína así como su valor biológico (Segura y col., 2013). Para 
que un péptido posea actividad biológica, la hidrolisis de sus enlaces peptídicos debe 
representar más de un 10% de su proteína original. En este estudio, el grado de hidrolisis 
(GH) del hidrolizado proteico con pepsina pancreatina (HPP) de M. pruriens fue de 
34.85%�0.06. Esto permite clasificar al hidroli]ado de tipo ³e[tensiYo´ o con un alto grado 
de hidrólisis (>10%), lo cual de acuerdo con Vioque y col., (2006), se esperaría que dicho 
hidrolizado presente actividad biológica y pueda ser potencialmente utilizado en 
alimentación especializada, ya sea como suplemento proteico o para el tratamiento de 
enfermedades o síndromes específicos.   

El grado de hidrólisis de HPP de Mucuna pruriens obtenido en el presente 
estudio (34.85%±0.06), en comparación con otros (Figura 6) resulto, menor al reportado 
por Herrera y col., (2014) de 40.15% obtenido secuencialmente con PP durante 90 min 
con Mucuna pruriens y Segura y col., (2010) con un 35.7% de grado de hidrólisis obtenido 
secuencialmente con PP durante 90min en V. unguiculata. Sin embargo, es mayor a lo 
reportado por Martinez y col., (2017) que obtuvo el 20.46%±2.09 de GH con Mucuna 
pruriens; Castillo y col., (2015), que obtuvo un GH de 21.36% con Mucuna pruriens y, 
Segura ± Campos y col. (2013) quienes reportan un grado de hidrólisis de 24.78% al 
hidrolizar igual concentrado proteínico de M. pruriens durante 120min con PP. En 
comparación con otras variedades de leguminosas también fue mayor con respecto a lo 
reportado por  Tello y col., (2010) quienes obtuvieron un 32.16% utilizando PP en P. 
lunatus durante 60min; Tovar (2011) al hidrolizar enzimáticamente frijol terciopelo con 
PP de manera secuencial (32.49%) y Marrufo (2008) al hidrolizar un concentrado 
proteínico de J. curcas con PP 90 min (21.1%). 
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Figura 6. Comparación de estudios realizados de grado de hidrólisis de M. pruriens. 

El valor elevado de este sistema secuencial con PP, se debió probablemente a 
la acción combinada de las enzimas, es decir, que su acción proteolítica fue 
potencialmente mayor, ya que ambas son endoproteasas que actúan sobre enlaces 
peptídicos que contienen aminoácidos aromáticos. Este sistema ha sido empleado en 
varios trabajos (Tello y col., 2010; Betancur y col., 2010; Vermeirssen y col., 2004), ya 
que su acción hidrolítica genera péptidos que pudieran ser capaces de atravesar el tracto 
gastrointestinal en forma intacta y ejercer sus actividades biológicas (Segura, 2010). 

Fraccionamiento por ultrafiltración 

De acuerdo con Berot y col. (2001) la actividad biológica de los péptidos está 
relacionada con su peso molecular. Con la ultrafiltración es posible aislar la fracción 
peptídica de interés funcional según su tamaño molecular, aunque también se puede 
usar como medio para concentrar extractos de péptidos.  

La porción soluble del hidrolizado del sistema enzimático PP, se fraccionó por 
ultrafiltración, obteniéndose cinco fracciones peptídicas de diferente corte de peso 
molecular: > 10, 5 ± 10, 3 ± 5, 1 ± 3 y < 1 kDa. 

              El contenido de proteína de las fracciones obtenidas de HPP osciló entre 0.327 
y 2.044mg/mL (Figura 7).  

En este sistema el contenido de proteína disminuyó de manera proporcional al 
peso molecular de las membranas empleadas en la concentración de las fracciones del 
hidrolizado proteínico, observándose la mayor cantidad de proteína en la fracción >10 
kDa y la menor en la fracción <1 kDa, resultando similar a lo reportado por Herrera (2014) 
quien obtuvo entre 0.088 y 1.813mg/mL de proteína en fracciones de M. pruriens 
obtenidas de HPP al igual que Ruiz (2010), al hidrolizar frijol endurecido secuencialmente 
durante 90min con el mismo sistema enzimático y obtener fracciones peptídicas con un 
contenido proteínico entre 0.1663 y 1.6192mg/mL así como Segura (2010) al hidrolizar 
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secuencialmente 90 min V. unguiculata y obtener fracciones con un contenido proteínico 
entre 0.1094 y 1.1671mg/mL. 

 

Figura 7. Contenido de proteína (mg/mL) del hidrolizado proteico (HP) y las 
fracciones ultrafiltradas peptídicas de M. pruriens (F). Obtenidas por el método de Lowry. 
Resultados expresados medias±DS (n=3). a-eLetras diferentes indican diferencia 
estadística (P < 0.05). 

Considerando que generalmente los péptidos con actividad biológica suelen 
tener entre 3 y 20 aminoácidos (Pihlanto-Leppälä, 2000) y la mayoría de los que 
presentan actividad inhibitoria de la ECA son de pequeño tamaño (tripéptidos y 
dipéptidos), resulta adecuado efectuar una etapa de preconcentración de los péptidos 
antes de llevar a cabo la fase analítica. En este estudio la ultrafiltración permitió obtener 
fracciones enriquecidas con péptidos de tamaños específicos; es decir, las membranas 
de menor corte de peso molecular generaron fracciones ultrafiltradas constituidas con 
péptidos de secuencias cortas, los cuales de acuerdo con la literatura suelen presentar 
mayor bioactividad, por ejemplo, antihipertensiva (Gómez-Ruiz y col., 2004, Hernández- 
Ledesma y col., 2005, Pihlanto-Leppälä y col., 2000).    

Evaluación de la actividad inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) 
de acuerdo al método de Hayakari y col. (1978). 

Se evaluó la actividad inhibitoria deI hidrolizado de pepsina pancreatina y las 5 
fracciones obtenidas del fraccionamiento por ultrafiltración. En la Tabla 15, se obsevan 
las concentraciones de las muestras evaluadas.   
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Tabla 15. Ajuste de la concentración de proteína de las muestras diluidas en mezcla de 
buffer de fosfato de potasio 40 µmol y buffer de cloruro de sodio 300 µmol previamente 
ajustados a pH 8.3 con HCl o NaOH 1 M. 

 

Se registró mayor actividad inhibitoria de la ECA en la fracción mayor de 10kDa, 
seguida por la fracción de 1-3 kDa (Figura 8).   

 

Figura 8. Valores del porcentaje de inhibición de la ECA de las fracciones ultrafiltradas 
de HPP. Resultados expresados medias±DS (n= 3).  a-eLetras diferentes indican 
diferencia estadística (P < 0.05). 

La actividad inhibitoria de la ECA siempre es analizada de manera in vitro, lo 
cual implica que se efectúa a una concentración constante de la enzima en presencia de 
un intervalo de concentraciones del péptido analizado y de un fármaco inhibidor sobre 
sustratos sintéticos constituidos por di y tri péptidos amino substituidos, tales como la 
dansiltriglicina (Elbl y Wagner, 1991), el hipuril-L-histidil-L-leucina (Nakamura y col., 
1995) o el 2-furanacriloil-L-fenilalanil-L-glicil-L-glicina (Vermeirssen y col. 2003), 
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haciendo la detección vía espectrofotométrica, fluorométrica o cromatográfica. El tipo de 
inhibición y la constante de inhibición (Ki) se determinan utilizando curvas tipo 
Lineweaver±Burk (Tsai y col., 2008). 

Diversos estudios han demostrado que existe una relación entre la actividad 
inhibitoria de la ECA y el peso molecular de las fracciones peptídicas. Noh y Song (2001) 
establecen que el fraccionamiento de hidrolizados proteínicos utilizando membranas de 
corte molecular de 1000 Da es un método útil en la purificación de inhibidores potenciales 
de la ECA debido a que la mayoría de las sustancias reportadas con este tipo de 
actividad biológica presentan pesos moleculares menores o cercanos a ese peso 
molecular (Ma y col., 2006). Robert y col. (2004) utilizando fracciones peptídicas 
procedentes de la hidrólisis de la caseína, así como Hernández y col. (2004) empleando 
fracciones peptídicas obtenidas de la hidrólisis de diferentes productos lácteos, 
observaron un comportamiento similar sobre la actividad inhibitoria de la ECA. Sun y col. 
(2004), señalan que péptidos de bajo peso molecular aislados de G. lucidum son los que 
presentan una mayor bioactividad; éste comportamiento también ha sido reportado por 
Miguel y col. (2007) en hidrolizados de huevo con pepsina quienes obtuvieron una mayor 
actividad inhibitoria de la ECA en las fracciones menores a 3 kDa. A este respecto, Mao 
y col. (2007) concluyen que a menor peso molecular, mayor es la actividad inhibidora de 
la ECA de las fracciones peptídicas obtenidas por ultrafiltración de un hidrolizado de 
caseína (> 10kDa = 23 %, 6 - 10 kDa = 29.2 %, < 6 kDa = 85.4 %). Así mismo, 
hidrolizados fraccionados por ultrafiltración de P. vulgaris y su relación con la actividad 
inhibitoria de la ECA, para un sistema secuencial AF y PP mostraron un mayor efecto 
inhibitorio conforme disminuyó el tamaño molecular de las fracciones, registrándose la 
mayor bioactividad en la fracción < 1kDa de ambos sistemas (Ruiz, 2010), en el presente 
estudio se observó en las fracciones peptídicas obtenidas por ultrafiltración de M. 
pruriens que las fracciones con mayor actividad inhibitoria de la ECA se encuentran en 
las fracciones 1-3 kDa y 10ޓ kDa. 

Determinación del perfil cromatográfico por CLAR analítico  

Las fracciones peptídicas obtenidas por ultrafiltración de M. pruriens con mayor 
actividad inhibitoria de la ECA fueron la fracción > 10kDa (F1) con el 72.83% de actividad 
inhibitoria de la ECA y la fracción de 1-3 kDa (F2) con 67.28% de actividad inhibitoria de 
la ECA. Sin embargo, por ser un estudio biodirigido que tiene como propósito la 
purificación de péptidos, se seleccionó F2 para continuar la purificación. La fracción F2 
previamente seleccionada se analizó por CLAR analítico. Se observaron diferentes 
tamaños de picos en distintos tiempos de retención (tR) por lo que se podría sugerir la 
existencia de péptidos con potencial actividad biológica (Figura 9). La complejidad del 
cromatograma entre 2-27 min sugiere la presencia de péptidos. Se eliminó de la fracción 
F2 las sales y analitos de interferencia empleando un cartucho C18 por extracción en 
fase sólida. Se realizó la prueba de bioactividad a la muestra sin sales y analitos de 
interferencia, observándose el 60%±1.31 de porcentaje de inhibición de la ECA. Estudios 
realizados por Imen y col. (2015) reportaron el perfil por CLAR de hidrolizados de 
proteína con proteasas de Bacillus subtilis y Bacillus amyloliquefaciens el cual reveló un 
gran número de picos relacionados con la abundancia de péptidos generados, y algunos 
de éstos mostraron además actividad inhibitoria de la ECA.  
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Figura 9. Cromatograma de la fracción completa de 1-3 kDa (F2). 

Separación por extracción en fase sólida de fase reversa (SPE, C18-U). 

Se eliminó de la fracción completa de 1-3 kDa (F2) interferencias, logrando evitar 
que no causen problemas para la detección y cuantificación de analitos de interés, 
seguidamente se separó por SPE C18 a través de eluciones mediante un gradiente de 
5 mL observados en la primera columna de la tabla 16, lo que permitió, por una parte 
eliminar las sales en la fracción y por otra, prefraccionar mediante polaridad.  

Se evaluó la actividad inhibitoria de las fracciones obtenidas por SPE C18 de la 
fracción F2 (F2_1, F2_2, F2_3, F2_4 y F2_5) registrando mayor actividad la subfracción 
F2_2, seguida por la subfracción F2_1 (44.805% ±0.27) y F2_3 (58.333±0.60). Las cinco 
fracciones separadas mostraron diferencia estadística significativa siendo el rango de 
porcentaje de inhibición entre 9.574±1.23% y 58.333±0.60%. Para determinar el 
porcentaje de inhibiciyn de las fracciones se Xtili]y 200ȝg de protetna/mL. 

En la Tabla 16 se observa el rendimiento de la fracción eluida a diferentes 
concentraciones de Agua: AcN. Se observan perdidas de muestra debido a la baja 
retención de analitos polares. Para la fracción F2 se observa que el 84.633% de la 
fracción eluye con un 100% de agua, debido a la presencia de sales. Por lo anterior, las 
demás fracciones no suman más del 15.36% de la fracción original. La evaluación 
biológica demostró que la mayor actividad se registró en la elución 90:10 (58.33%±1.23). 
Así, la fracción F2_2 fue analizada por CLAR (Figura 10) para evaluar su complejidad 
química.  



  

57 
 

Tabla 16.  Rendimiento y evaluación biológica de fracciones obtenidas por SPE C18 de 
la fracción F2. 

*Se utilizó 600mg de muestra del cual 507mg no se retuvieron en la columna correspondiente a 
moléculas polares. Letras diferentes en la misma columna, indican diferencia estadística 
significativa entre las cantidades que se obtuvieron, el rendimiento y el % de inhibición de las 
fracciones separadas por SPE C18. Los datos son expresados en media±DS (n=3). ANOVA 
p<0.05. 

 

Figura 10.  Cromatograma de la fracción F2_2 (fracción de 1-3 kDa, elución Agua: AcN 
90:10), obtenida de SPE C18.  

Fase móvil  (5 mL) Cantidad Rendimiento Inhibición ECA 

Elución  Agua: Acetonitrilo (mg) % % 

95: 05 (F2_1) 11.9±0.26d 1.98±0.24c 44.805b ±0.27 

90:10 (F2_2) 21.7±0.12b 3.61±0.48b 58.333a±0.60 

80:20 (F2_3) 27.8±0.39a 4.63±0.32a 24.107d±1.0 

60:40 (F2_4) 19.8±0.02c 3.33±0.26b 28.571c±0.56 

50:50 (F2_5) 11±0.16d 1.83±0.13c 9.574±e1.23 
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Analizando los resultados y comparando los tiempos de retención (tR) y los 
porcentajes de inhibición de la ECA in vitro previamente registrados en la Tabla 16 y 
Figura 10, se decidió seguir purificando a la subfraccion F2_2 debido a que presentó el 
mayor porcentaje de actividad inhibitoria de la ECA. 

Aislamiento de la fracción con mayor actividad inhibitoria de la enzima convertidora de 
angiotensina (ECA) mediante CLAR semipreparativa.  

Se aisló y colectó la fracción F2_2 la cual registró mayor actividad inhibitoria de 
la ECA; la colecta se llevó a cabo de acuerdo a los siguientes tR: 6-12min (F2_2_1), 12-
14 min (F2_2_2) y 14-25 min (F2_2_3), respectivamente (Figura 11).  

Figura 11. Cromatograma de la Fracción F2_2, analizada por CLAR semipreparativa. 

La colecta de subfracciones obtenidas por CLAR semipreparativa se obtuvo 
separando los volúmenes de elución que se observan en el cromatograma de la Figura 
10. Se registraron señales cromatográficas en los tiempos 6-12, 12-14 y 14-25 min. El 
principal objetivo de colectar muestra a través de CLAR semipreparativa fue para 
continuar purificando y evaluando la bioactivadad de las subfracciones. Las fracciones 
que eluyeron antes de los 6 min no fueron recolectadas porque se ha reportado en la 
literatura que al efectuar la purificación en estas mismas condiciones, las fracciones que 
eluyen al principio no presentan actividad de inhibición de ECA, o bien, las inhibiciones 
han sido bajas comparadas con las fracciones que van eluyendo posteriormente y que 
son, precisamente, fracciones con mayor porcentaje de hidrofobicidad. Esta peculiaridad 
ha sido observada en la purificación de hidrolizados de garbanzo (Pedroche y col, 
2002b), en hidrolizados de colza (Pedroche y col., 2004b) y en hidrolizados de girasol 



  

59 
 

(Megías y col., 2004). Se ha sugerido que esto es debido a que los péptidos inhibidores 
de ECA son ricos en aminoácidos hidrofóbicos (Meisel, 1999), que provocan mayores 
tiempos de retención en una columna cromatográfica hidrofóbica (Yust y col., 2003). 

Se realizó la prueba de bioactividad a las subfacciones eluidas en diferentes tR, 

de 6-12min (F2_2_1), 12-14min (F2_2_2) y 14-25min (F2_2_1), con la finalidad de seguir 
el proceso de separación, obteniendo los resultados reportados en la Figura 12. Se 
observa que existe una diferencia estadísticamente significativa entre las medias de las 
3 fracciones obtenidas con un nivel del 95.0% de confianza. La media de la bioactividad 
para cada subfracción fue de 4.0%±0.2C para la F2_2_1; 48.57%±0.26b para F2_2_2 y 
55.55%±1.38a. Se seleccionó a la subfracción eluída en el menor tiempo, con actividad 
biológica del tR= 13.00±1.41 (F2_2_2), esto con el fin de obtener una sola señal con 
actividad biológica significativa. 

 

Figura 12. Porcentaje de inhibición de la ECA de las subfracciones F2_2_1, F2_2_2 y 
F2_2_3 obtenidas de SPE C18 y colectados a través de CLAR semipreparativa.a-c Letras 
diferentes indican diferencia estadística (P < 0.05). 

Separación por exclusión molecular en CLAR.

La subfracción aislada previamente en la etapa semipreparativa (F2_2_2), fue 
analizada por filtración en gel con una columna Yarra-2000, con un rango de trabajo de 
1 a 300 kDa que permitió observar la presencia de un pico prominente observado en el 
tR de 15.20-17.30 min (16.25±1.48) de la muestra F2_2_2 (Figura 13). La decisión de 
llevar a cabo la separación de la fracción F2_2_2 por peso molecular se tomó como 
medida para acotar más finamente el rango de tamaño de las moléculas; es decir, 
primero se consideró obtener pocas fracciones que pudiesen ser evaluadas, para, 
posteriormente, con la fracción activa, realizar un nuevo corte que diera un indicio más 
claro del peso molecular real, ya que aquí el corte se hace en una fracción donde los 
pesos esperados se restringen a un intervalo de 1 a 3 kDa. 
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Figura 13. Cromatograma de exclusión molecular de la fracción F2_2_2.  

Se evaluó la actividad inhibitoria del pico aislado F2_2_2 (2.499mg/ml) tR: 
16.25±1.48 registrando 48.57%±0.26 de porcentaje inhibición de la ECA. Se comparó 
con el % del valor de inhibición de los fármacos cardioprotectores estándares captopril y 
lisinopril. Se determinó el IC50 de la inhibición de la ECA del captopril (10.85 ȝg āmL-

1±.680) y lisinopril (12.36ȝg āmL-1±0.66) con respecto al IC50 de la fracción previamente 
aislada y purificada F2_2_2 (713.578ȝg āmL-1±1.09). Lo anterior, indicó que el pico 
aislado F2_2_2 tiene menor actividad en comparación con los fármacos evaluados, por 
lo que se tendría que utilizar mayor cantidad de la muestra para obtener la concentración 
igual o similar del IC50 obtenido con el captopril y el lisinopril por lo que el potencial del 
captopril sigue siendo el de mayor efectividad (Figura 14).  

 
Figura 14. Valores de IC50 de los estándares cardioprotectores (captopril y 

lisinopril) comparados con el IC50 de la muestra. a-cLetras diferentes indican diferencia 
estadística (P < 0.05).  
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El análisis estadístico indicó que si existió diferencia significativa entre los 
valores de IC50 de los estándares cardioprotectores y la muestra. En un estudio realizado 
por Susmita y col., (2013) reportó que la inhibición de ECA (%) por lisinopril es de 99.29% 
a 13 ȝg/mL con respecto a diferentes contenidos totales de fenoles y flavonoides de 19 
frutos estudiados obtenidos por purificación.  

Herrera y col., (2014) reportó la purificación por CLAR fase reversa de la 
fracción < 1kDa obtenida con el sistema PP, la cual generó fracciones peptídicas con 
una mayor actividad inhibitoria de la ECA en comparación con el hidrolizado total y las 
demás fracciones ultrafiltradas. Los valores de IC50 oscilaron entre 2.7 y 6.2 µg/mL; no 
se observó un incremento del efecto inhibitorio de la ECA conforme eluyeron las 
fracciones peptídicas, similar a lo reportado por Segura (2010) en sus estudios con V. 
unguiculata con Flavourzyme® al obtener la fracción 4-2 con tiempo de retención entre 4 
y 7 min con mayor bioactividad entre las fracciones evaluadas por Herrera y col., (2014). 
Los resultados obtenidos en éste estudio si mostraron una relación directa entre los tR 
de 15.20-17.30 min (16.25±1.48) de la muestra F2_2_2 y la actividad inhibitoria de la 
ECA (48.57%±0.26) tal como mencionan Pedroche y col. (2002; 2004) y Megías y col.,  
(2006) en sus estudios con garbanzo, colza y girasol, respectivamente quienes 
encontraron que los péptidos con un mayor tiempo de retención en una columna en fase 
reversa son los que registran una mayor actividad inhibidora de la ECA por constituirse 
principalmente de aminoácidos hidrofóbicos.   

Las fracciones peptídicas purificadas en este estudio presentaron una menor 
actividad inhibitoria de la ECA comparado con Herrera y col. (2015) y Quist y col., (2009) 
quienes hallaron tres fracciones peptídicas colectadas por CLAR fase reversa entre 60 
y 78 min con valores de IC50 entre 7.93 y 65.86 µg /mL en un hidrolizado con PP a partir 
de proteína de cacahuate; un comportamiento diferente se observó al comparar los 
resultados obtenidos por Yang y col., (2003) quienes obtuvieron cuatro secuencias 
aminoacídicas, MRWRD, MRW, LRIPVA y IAYKPAG por CLAR fase reversa, colectadas 
entre 20 ± 40 min en el hidrolizado con Pepsina-Pancreatina a partir de la proteína 
rubisco aislada de espinaca con valores de inhibición de 2.1, 0.6, 0.38 y 4.2 µgM, 
respectivamente.  

Las actividades biológicas de los péptidos están relacionadas con su 
composición de aminoácidos, secuencia, tamaño y configuración (Matsui y Matsumoto, 
2006). Yamamoto y col. (1994) indican que los péptidos inhibidores de la ECA por lo 
general contienen entre 2 y 12 aminoácidos. Por otro lado, Zhang y col., (2009) 
establecen que la mayoría de los péptidos derivados de proteínas de alimentos con 
capacidad inhibidora de la ECA tienen pesos moleculares relativamente bajos, 
generalmente dipéptidos a pentapéptidos. Como se mencionó anteriormente dichos 
péptidos inhibidores de ECA contienen generalmente residuos como Pro, Lys o residuos 
de aminoácidos aromáticos (Cheung y col., 1980; Kawakami y Kayahara, 1993; 
Suetsuna y Nakano, 2000). 

En este estudio la actividad de la ECA podría estar influenciada por la presencia 
de residuos de aminoácidos hidrófobos en el C-terminal. Escudero (2013), encontró en 
extractos de jamón curado español purificados por CLAR fase reversa una fracción 
peptídica AAATP con un valor de IC50 para la actividad inhibitoria de la ECA de 100 µg. 
Sin embargo por los diferentes procesos cromatográficos que se utilizaron 
secuencialmente en la muestra, los resultados del % de inhibición disminuyeron 
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gradualmente perdiendo sinergismo entre los aminoácidos hidrofóbicos y se necesita 
concentraciones mayores de la fracción colectada por CLAR- semipreparativa para 
obtener el IC50 con respecto a medicamentos cardioprotectores utilizados como 
estándares con IC50 menores y con la misma efectividad. 

El monitoreo del proceso de purificación de las fracciones se llevó a cabo 
mediante geles de poliacrilamida-SDS y NanoDrop Microvolume obteniendo 
0.534mg/mL de residuos aminocidicos correspondientes a las fracciones pépticas 
analizadas a A205. 

Determinación del peso molecular por CLAR empleando filtración en gel. 

La separación de F2_2_2 empleó filtración en gel en un flujo isocrático de 
agua/TFA: AcN (90:10) con la intención de evitar el uso de sales para su elución. Sin 
embargo, para determinar el tamaño molecular con precisión, la muestra fue analizada 
con flujo isocrático de amortiguador de fosfatos 0.2 M, para evitar interacciones con la 
fase estacionaria. Para determinar el peso molecular se utilizó la columna con 
estándares de bajo peso molecular: Glicina (0.1312 kDa, Sigma-Aldrich, G2879) y 
bacitracina (1.422 kDa, Sigma-Aldrich, B0125). Los tiempos de retención de cada uno 
de los estándares y la muestra se observan en las figuras 15, 16 y 17. 

Figura 15. Cromatograma de exclusión molecular del estándar Glicina (0.1312 kDa, 
Sigma-Aldrich, G2879).  
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Figura 16. Cromatograma de exclusión molecular del estándar bacitracina (1.422 KDa, 
Sigma-Aldrich, B0125).  

Figura 17. Cromatograma de los estándares y la muestra analizada.  

El peso molecular de la fracción F2_2_2 tR de 15.20-17.30 min (16.25±1.48) y porcentaje 
de inhibición de 48.57%±0.26 fue aproximadamente de 1.394 kDa. Esta masa 
corresponde a 14-15 residuos de aminoácido, considerando 110 Da/residuo de 
aminoácido.  
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CONCLUSIONES 

1. Se logró recuperar el 71.29% de proteína en base seca en la obtención del 
concentrado proteínico a partir del desengrasado del concentrado a través del Método 
de Soxhlet. El GH obtenido en el hidrolizado proteínico fue de 34.85%, por lo que se 
clasifica como extensivo o con un alto grado de hidrólisis. Lo anterior, sugiere su uso en 
alimentación especializada, ya sea como suplemento proteico o para el tratamiento de 
enfermedades o síndromes específicos. La fracción ultrafiltrada de 1 a 3 kDa con 67.28% 
de inhibición de la ECA fue biodirigida para aislar y purificar por diferentes métodos 
cromatográficos. 

2. Se aisló y purificó la fracción bioactiva de 1 a 3 kDa (F2). Al finalizar los 
procedimientos cromatográficos se consiguió mantener la actividad biológica de la 
fracción aislada y purificada (F2_2_2). Se concluyó que se tendría que utilizar mayor 
cantidad de la muestra para obtener la concentración igual o similar del IC50 obtenido con 
el captopril y el lisinopril. Sin embargo la utilización de péptidos inhibidores de la ECA 
aislados y purificadas de Mucuna pruriens representan una opción ideal para la 
sustitución de diversas familias de fármacos antihipertensivos de los cuales se ha 
demostrado científicamente los efectos secundarios, tolerancia e impacto sobre la 
calidad de vida. 

3.- Se determinó el peso molecular del pico aislado de la fracción con mayor 
porcentaje de actividad por CLAR empleando filtración en gel dando el valor 
aproximadamente de 1.394 kDa. Esta masa corresponde a 14-15 residuos de 
aminoácidos, considerando 110 Da/residuo de aminoácido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



  

66 
 

  



  

67 
 

PERSPECTIVAS 

Los péptidos bioactivos con actividad biológica aislados y purificados de M. 
pruriens ejercen un importante papel en la regulación y la modulación de la HTA. Se 
sugiere su uso potencial como nutracéutico e ingredientes de alimentos funcionales para 
promoción de la salud y la reducción del riesgo de enfermedad cardiovascular. 

El presente estudio pone de manifiesto la presencia de actividad inhibitoria de 
la ECA en fracciones de M. pruriens sometidas a diferentes procesos cromatográficos. 
Sin embargo, aún falta evaluar aspectos como la secuenciación, codificación y síntesis 
de las fracciones para la obtención de mayor biodisponibilidad y procesos de eliminación 
a través de estudios farmacológicos. 

              La obtención de la secuenciación y síntesis de las fracciones de M. pruriens con 
actividad inhibitoria de la ECA, podría utilizarse en el futuro para la elaboración de 
alimentos que promuevan un nuevo concepto de nutrición que incluyan alimentos que 
controlen la presion arterial, disminuyan los riesgos de la HTA y sus complicaciones.  
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ANEXO III. ABREVIATURAS 
 

Ácido clorhídrico   HCl 
Ácido trifluoroacético TFA 
Actividad inhibitoria de la ECA IECA 
Acetonitrilo AcCN 
Agua H2O 
Angiotensina I   Ang I 
Angiotensina II Ang II 
Angiotensina III  Ang III 
Angiotensina IV  Ang IV 
campo eléctrico  FD 
Concentración de péptido que inhibe en un 50% la actividad de la 
enzima convertidora de angiotensina. 

IC50 

constante de distribución Kd 
Constante de inhibición Ki 
cromatografía de líquidos LC 
cromatografía de líquidos acoplado a masas LC-MS 
Cromatografía de líquidos de alta resolución  CLAR 
Cromatografía de líquidos de alta resolución de fase reversa RP±HPLC 
Cromatografía líquida de alta resolución HPLC 
Cromatografía líquida de alta resolución acoplado a un 
espectrómetro de masas 

LC±HRMS 

Dalton Da 
Desorción por láser asistida por matriz MALDI 
desorción por plasma  PD 
Disociación inducida por colisión CID 
Dodecil sulfato de sodio SDS 
Electrospray ESI 
Encuesta Nacional de Salud y Nutrición ENSANUT 
Endopeptidasa neutral  NEP 
Enzima convertidora de Angiotensina ECA-I 
Estructura del extremo amino terminal N-terminal 
Fracciones ultrafiltradas FU 
Grado de hidrólisis  GH 
Grados centígrados °C 
Gravedad  g 
Hidrolizado Pepsina ± Pancreatina HPP 
Hidróxido de sodio NaOH 
Hipertensión arterial HTA 
hipertensión arterial sistémica HAS 
Hipuril histidil leucina HHL 
Índice de masa corporal IMC 
Ion calcio Ca+2 
Ion hidrogeno  H+ 
Kilodalton kDa 
Kilogramo Kg 
L-3,4-dihidroxifenilalanina L-Dopa 
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la ionización por bombardeo con átomos rápidos  FAB 
Micro molar µM 
Microgramo µg 
Microlitro µl 
Miligramo mg 
Mililitro mL 
Milímetros de mercurio   MmHg 
Milimolar   Mm 
Min   Min 
Modelos de relación estructura-actividad cuantitativos QSAR 
Molar   M 
Nanometro nm 
Normal   N 
Número de enlaces peptídicos hidrolizados   H 
Número total de enlaces peptídicos presentes en la proteína nativa  htot 
Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la 
Agricultura 

FAO 

Organización mundial de la salud   OMS 
Ortofenilaldehido   OPA 
Óxido nítrico NO 
Pepsina ± Pancreatina   PP 
Peso volumen  p/v 
Potencial de hidrogeno pH 
Presión arterial   PA 
Presión arterial diastólica DBP 
Presión arterial sistólica SBP 
Renin-Angiotensin System RAS 
Separación por extracción en fase sólida de fase reversa SEFS, C18-U 
Sistema renina angiotensina SRA 
Sistema Renina Angiotensina Aldosterona SRAA 
Sociedad Internacional de Hipertensión y el Comité para la 
Detección Evaluación y Tratamiento de los Institutos de Salud de los 
Estados Unidos de Norteamérica  

CDETH 

Sodio Na+ 
Técnica de ortoftalaldialdehído OPA 
Tiempo de retención de la fase móvil t0 
Tiempo de retención del soluto.  tR 
Voltaje de capilar Kv 
Volumen V 
volumen de elución  Ve 
volumen de exclusión  V 0 
volumen minuto  VM 
World Health organization WHO 
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ANEXO IV. NOMENCLATURA DE AMINOÁCIDOS 
 

 

Aminoácido  Código de una letra  Código de tres letras 
Ácido Aspártico  D Asp 
Ácido Glutámico E Glu 
Serina  S  Ser 
Histidina  H  His 
Glicina  G  Gly 
Treonina  T  Thr 
Arginina  R  Arg 
Alanina  A  Ala 
Prolina P  Pr 
Tirosina  Y  Tyr 
Valina  V  Val 
Metionina  M  Met 
Cisteína  C Cys 
Isoleucina  I  Ile 
Triptófano  W  Trp 
Leucina  L  Leu 
Fenilalanina  F  Phe 
Lisina  K  Lys 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


