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RESUMEN

La metodologia tradicional para la obtencion de péptidos bioactivos
consiste en la seleccion de una proteina, la optimizaciéon de la hidrdlisis
enzimatica, la separacién y purificacion del extracto peptidico obtenido v,
finalmente, el ensayo in vitro de las distintas actividades biolégicas para
confirmar si la proteina y la enzima propuestas son las adecuadas para
generar los péptidos bioactivos. Sin embargo, este flujograma de trabajo
puede ser simplificado mediante el analisis in silico por medio de herramientas
como UniProt, Peptide Cutter (EXPASy) y BIOPEP. Estas herramientas
permiten realizar una prediccion tedrica del potencial de diferentes secuencias
de proteinas conocidas para generar péptidos bioactivos utilizando enzimas
de especificidad conocida.

Los objetivos principales del presente estudio fueron a) la utilizacion de
metodologias in silico para la seleccion de una proteina y de la enzima
adecuada para la liberacién de péptidos inhibidores de DPP-1V y con actividad
antioxidante; b) la simulacién de la digestion in silico para generar hidrolizados
a partir de la proteina del suero de la leche seleccionada; c) confirmacién in
vitro de los péptidos inhibidores de DPP-IV y actividad antioxidante a partir de
los hidrolizados reales.

Palabras Clave: Péptidos bioactivos, herramientas bioinformaticas, hidrolisis
enziméatica.

RESUM

La metodologia tradicional per a I'obtencié de péptids bioactius consisteix
en la seleccid de la proteina, I'optimitzacié de la hidrolisi enzimatica, la
separacio6 i purificacié de l'extracte peptidic obtingut il assaig in vitro de les
distintes activitats biologiques per a confirmar si la proteina i l'enzim
proposades son les adequades per a generar els peptids bioactius. No obstant
aixo, aquest flujograma de treball pot ser simplificat per mitja de ferramentes
d"analisi in silico, com ara: UniProt, Peptide Cutter (EXPASYy) i BIOPEP. Estes
ferramentes permeten realitzar una prediccio teodrica del potencial de diferents
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substrats amb sequéncies de proteines conegudes per a generar péptids
bioactius, utilitzant enzims amb especificitat coneguda.

Principals objectius del present estudi varen ser: a) I"aplicacio de metodes
in silico per a seleccionar tant la proteina (a partir de proteines de sérum de la
llet) com I'enzim adequada per al seu Us en l'alliberament de péptids inhibidors
de DPP-IV i amb activitat antioxidant; b) I"utilitzacié de l'enzim triada per a
generar hidrolitzats a partir de la proteina del serum de la llet seleccionada; c)
la confirmacio in vitro dels péptids inhibidors de DPP-IV i activitat antioxidant
a partir dels hidrolitzats.

Paraules Clau: Peptids bioactivos, ferramentes bioinformatiques, hidrolisi
enzimatica.

ABSTRACT

Conventional methodology focused on the generation bioactive peptides
consists in the selection of the protein substrate and the proteolytic enzyme.
Following selection of the substrate and enzyme suitable, the hydrolysis
conditions need to be chosen preparation for hydrolysate generation
(optimization of the in vitro generation protein hydrolysates), peptide
identification followed by verification in vivo with hydrolysates to confirm if the
proposed protein and enzyme are suitable for generating the bioactive
peptides. However, this workflow can be simplified by using analysis in silico
and tools such as: UniProt, Peptide Cutter (ExPASy) and BIOPEP. These tools
allow for the theoretical prediction of potential of different substrates with
known protein sequences to generate bioactive peptides, using enzymes with
known cleavage specificities.

Thus, objectives of this study were a) To use in silico methods to select
both protein (from whey protein) and enzyme suitable for use in the generation
of peptides DPP-IV inhibitory and antioxidant activity; b) To use the chosen
enzyme to generate hydrolysates from chosen protein (from whey protein); c)
Verification in vitro of peptides DPP-1V inhibitory and antioxidant activity from
hydrolysates.

Keywords: Bioactive peptides, bioinformatic tools, enzymatic hydrolysis.



1. INTRODUCCION

Durante las ultimas décadas las proteinas de los alimentos han ganado
importancia no solo por su alto valor nutricional (composicion en aminoacidos
y biodisponibilidad) sino porque éstas pueden ser precursoras de péptidos con
actividad biolégica (antihipertensivos, antioxidantes, hipoglicémicos, opioides,
anticolesterolémicos, antimicrobianos, inmunomoduladores, secuestradores
de minerales, anti-cancer, entre otros) (Agyei & Danquah, 2011); (Panchaud,
y otros, 2012). Dichos péptidos se encuentran inactivos dentro de la secuencia
de la proteina, pero pueden ser liberados durante el proceso de elaboracion o
tratamiento de los alimentos: hidrélisis enzimatica, fermentacion microbiana
y/o procesos fisicos (altas presiones, sonicacion, etc.); (Rodriguez, y otros,
2014); (Nongonierma & FitzGerald, 2017).

Debido a la gran relevancia de estos péptidos, se han desarrollado técnicas
para su obtencién y con ello, un aumento en el numero de estudios enfocados
en la identificacion de péptidos bioactivos. El numero de publicaciones que se
han llevado a cabo durante el periodo 2008 y 2016 con relacion al estudio de
péptidos, campo de investigacion conocido como peptiddmica manifiesta que
existe un interés particular en la identificacion y cuantificaciéon de péptidos
bioactivos derivados de proteinas alimentarias como lo son las proteinas de
la leche (FIGURA 1.); los péptidos bioactivos derivados de los alimentos
suelen presentar cadenas cortas de aminoacidos, de 2 a 20 aminoacidos,
aungue algunas veces pueden ser mas extensas. Hasta la fecha, las proteinas
de la leche son consideradas unas de las mejores fuentes alimentarias de
péptidos bioactivos (Nongonierma & FitzGerald, 2016); (Hafeez, y otros,
2014).
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FIGURA 1. Numero de publicaciones que utilizan el término “peptidomica” y
“peptiddmica de la leche” en literatura cientifica. Se realizé bisqueda en Scopus
(https://www.scopus.com) con los términos y se grafico el periodo 2008 a 2016.

Actualmente, la mayoria de estudios centrados en la obtencién e
identificacion de péptidos bioactivos derivados de proteinas alimentarias estan
basados en estrategias empiricas siguiendo un enfoque convencional, que
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consiste en la liberacidon no orientada de los posibles péptidos bioactivos vy,
posteriormente, la evaluacion de la bioactividad de los péptidos generados
mediante técnicas in vitro (Nongonierma & FitzGerald, 2017), lo que conlleva
a multiples experimentos y analisis.

Pese a la prevalencia de los enfoques empiricos, en los ultimos afios las
herramientas bioinforméticas han ganado importancia en el descubrimiento de
péptidos bioactivos mediante la prediccion de su actividad biologica y la
optimizacién del procedimiento empirico a través de la aplicacién de analisis
in silico, modelos de relacidbn actividad-estructura, quimiometria y
administracion de bases de datos de péptidos (Sanchez, y otros, 2014).

Las metodologias in silico se han basado en la informacion biologica
reunida en distintas bases de datos, permitiendo llevar a cabo un analisis
previo al estudio experimental como herramienta de prediccion rapida para: (i)
conocer la estructura y secuencia de la proteina/péptido y simular u optimizar
procesos de hidrélisis de proteinas con el fin de predecir los
aminoacidos/péptidos liberados al hidrolizar la secuencia de la proteina con
una o mas enzimas e (ii) identificar péptidos con potencial actividad biol6gica
y predecir propiedades bioactivas de los péptidos (Carrasco, y otros, 2012).

Tulipano, y otros (2015) evaluaron la B-Lactoglobulina (B-Lg) y a-
Lactoalbumina (a-La) como proteinas con un elevado potencial como fuente
de péptidos con actividad inhibidora de la enzima dipeptidil peptidasa-4 (DPP-
IV) utilizando herramientas bioinformaticas especializadas en digestiones in
silico; sugiriendo que existe una relacion entre el potencial como precursoras
de péptidos bioactivos después de la digestion enzimética (pepsina, tripsina o
tripsina y quimotripsina) y el numero de péptidos bioactivos liberados. Sin
embargo, para determinar si una proteina es potencialmente precursora de
péptidos bioactivos, el nimero de péptidos liberados no es un factor adecuado
para determinarlo, siendo mas preciso aplicar posteriores herramientas
bioinforméticas para analizar el potencial bioactivo de los péptidos generados
(Vermeirssen, y otros, 2004); (Nongonierma & FitzGerald, 2017) y finalmente,
una confirmacién mediante evaluaciones in vitro (Cheung, y otros, 2009).

En relacibn con los antecedentes planteados, para el desarrollo del
presente trabajo se estudid el uso de herramientas bioinformaticas mediante
un analisis in silico en la evaluacion de proteinas del suero de la leche como
portadoras de péptidos con actividad antioxidante e inhibidores de DPP-IV.

Tras esto, se procedi6é con la hidrolisis enzimatica in vitro de la proteina
con la enzima seleccionadas. Y se confirmd la actividad bioldgica in vitro. En
concreto, se determind actividad antioxidante con dos metodologias:
decoloracion con el radical cation ABTS (2,2-azinobis-[3 etilbenzotiazolin-6-
sulfénico]) y FRAP (por sus siglas en inglés: Ferric Reducing Antioxidant
Power) e inhibicion de la enzima DPP-IV. Finalmente, se obtuvo el perfil
peptidico de los hidrolizados por cromatografia liquida de alta resolucién en
fase reversa (HPLC-RP) y se identificaron las secuencias por espectrometria
de masas (MS).



2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Estrategia experimental in silico

Se realizé una busqueda bibliografica intensiva para conocer y clasificar
las herramientas descritas hasta el momento Utiles para el desarrollo de una
estrategia experimental in silico, desde la obtencion de la secuencia de la
proteina objeto de estudio hasta la simulacion de su hidrélisis con el fin de
predecir los péptidos liberados. Ademas, se estudiaron las posibles
herramientas informaticas disponibles para la evaluacién de la bioactividad de
estos péptidos tedricos.

Tras evaluar estas herramientas, por medio de bases de datos cientificas
se obtuvieron las secuencias de aminoacidos que conforman las principales
proteinas del suero de la leche: a-Lactoalbumina (a-La), B-Lactoglobulina (-
Lg) y Albumina de Suero Bovino (ABS). Una vez conocidas las secuencias,
se realizaron hidrdlisis enziméticas in silico con herramientas como BIOPEP y
PeptideCutter de EXPASYy.

2.2. Ensayo in vitro
2.2.1. Reactivos

Para la generacion de péptidos bioactivos se emple6é como sustrato
Lactoalbumina (a-La) de suero de leche bovina (=80% de proteina) y la
enzima termolisina de Geobacillus stearothermophilus de Sigma-Aldrich, Co.
(St. Louis, MO, EEUU). Respecto a los quimicos empleados para los ensayos
de actividad antioxidante, cloruro de hierro hexahidratado, 2,2-azinobis-(3
etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS), L(+)-acido ascoérbico de Sigma-Aldrich,
Co. (St. Louis, MO, EEUU), persulfato potasico, sodio di-hidrogeno fosfato, di-
sodio hidrégeno fosfato anhidro, potasio di-hidrégeno fosfato anhidro, acido
etilendiaminotetraacétco (EDTA), cloruro de sodio (NaCl), cloruro de potasio
(KCI), butilhidroxitolueno (BHT) de Panreac Quimica, S.A.U. (Barcelona,
Espafia), &cido tricloroacético (TCA) de Scharlau Chemicals S.A. (Barcelona,
Espafia); para el ensayo de inhibicién de DPP-1V se utiliz6 enzima DPP-IV (de
rifidn porcino), Diprotin A (lle-Pro-lle), Gly-Pro-AMC, y ditiotreitol (DTT) de
SigmaAldrich, Co. (St. Louis, MO, EEUU). Tris (hidroximetil) amino metano de
Panreac Quimica, S.A.U. (Barcelona, Espafia), acido trifluroacético (TFA) de
Sigma-Aldrich, Co. (St. Louis, MO, EEUU), acetonitrilo de VWR International
S.A.S. (Fountenay sous bois, Francia), agua bidestilada producida en el
laboratorio por sistema de purificacién de agua Milli-Q®Integral (Merck KGaA,
Darmsttadt, Alemania), etanol al 96%, hidréxido de sodio (NaOH) y éacido
clorhidrico (HCI).

2.2.2. Digestion enzimatica de a-La con la enzima termolisina
La hidrélisis enziméatica de Lactoalblimina con termolisina se realizé de

acuerdo al procedimiento descrito por (Hernandez-Ledesma, y otros, 2005) y
(Hernandez-Ledesma, y otros, 2006) con ligeras modificaciones. Brevemente,



se prepard una solucion de a-La a una concentraciéon 5 mg/mL en tampdn
Tris-HCI 50 mM (pH 8) y la enzima se preparé a una concentraciéon de 10
mg/mL en agua bidestilada; la solucion de la enzima fue adicionada a la
solucién de la proteina en una relacion 1:50.

Las hidrolisis enzimaticas se procesaron a tres temperaturas diferentes:
37,55y 70 °C, y siete tiempos de reaccion: to: 0 min., t1: 15 min., t2: 30 min.,
ts: 1 hora, ta: 2 horas, ts: 3 horas y te: 24 horas. Previo a la etapa de adicion de
la enzima, el sustrato se acondicion6 de acuerdo con la temperatura a la cual
se llevo a cabo la reaccidén enzimatica (37, 55y 70 °C) durante 30 minutos.

La reaccion enzimatica se detuvo calentando a 95 °C durante 90 segundos.

Por otro lado, se procesoé en paralelo a la digestion enzimatica realizada a
37 °C una hidrdlisis enzimética cuya solucion tampon consistio en Tris-HCI 50
mM (pH 8) con CaClz 10 mM. El objetivo era comprobar la efectividad del ion
calcio (Ca) al aplicarse en la mezcla de reaccion como estabilizador de la
termolisina (Roche & Voordouw, 1978).

Los ensayos se realizaron en un reactor tipo Carousel 6 Plus (Radleys,
EEUU) con agitacion constante (600 rpm) y temperatura constante y
controlada. También, se proces6 una muestra control de solucién de proteina
como referencia para cada ensayo realizado.

2.2.3. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante fue determinada en triplicado utilizando dos
métodos diferentes. Rapidamente, los hidrolizados previamente congelados a
-80 °C vy liofilizados fueron disueltos en 800 pL de agua bidestilada y
centrifugados (10000 rpm, 10 minutos, -6 °C) en una micro-centrifuga
Microfuge 22R (Beckman Coulter, Inc., California, EEUU) para separar el
sobrenadante y proceder con los ensayos de actividad antioxidante.

2.2.3.1. Ensayo FRAP

El poder reductor se mide con base en la capacidad de reducir el hierro
férrico a hierro ferroso (Huang, y otros, 2006). Este ensayo se llevo a cabo
mezclando 70 pL de cada muestra con 70 yL de tampodn fosfato (200 mM, pH
6.6) y 70 pL ferricianuro de potasio (10 mg/mL). La mezcla se incubé a 50 °C
durante 20 minutos y se afadieron 70 uL de acido tricloroacético (100 mg/mL);
luego, la mezcla fue centrifugada a 2000 rpm durante 10 min.

A continuacién, en placa multipocillo se deposité 120 pL del sobrenadante,
120 yL de agua bidestilada y 24 pL de cloruro férrico (1 mg/mL). La
absorbancia se medié a 700 nm en lector de microplaca Opsys MR (Dynex
Technologies, Virginia, EEUU) después de 10 minutos de incubacion en
oscuridad. Los valores de absorbancia mas altos indicaron mayor potencial
reductor de hierro. Se utiliz6 BHT como control positivo.

2.2.3.2. Ensayo de decoloracion con el radical cation ABTS*

El ensayo ABTS se realizo de acuerdo con la metodologia descrita por (Re,
y otros, 1999) con ligeras modificaciones. Brevemente, se disolvio ABTS (7



mM) en persulfato de potasio (2.45 mM). La mezcla se mantuvo en oscuridad
a temperatura ambiente durante 12-16 horas para producir ABTS'. La
solucion de ABTS™ se diluyo con solucién salina de fosfato (PBS) (50 mM, pH
8) para obtener una absorbancia de 70 + 0.02 a 734 nm. Se mezcl6 10 uL de
muestra con 990 uL de solucion ABTS* y tras 6 minutos de incubacion en
oscuridad se midio la absorbancia a 734 nm en espectrofotometro UV/Visible
Ultrospec 3000 (Pharmacia Biotech Inc., EEUU). Se utilizé6 PBS como control
negativo y acido ascorbico como control positivo. La actividad se calcul6 en
porcentaje de inhibicion.

La actividad antioxidante se expresd en porcentaje de inhibicién y se
calculé como sigue:

Abs(Control negativo)—Abs(muestra)

%Inhibicion = * 100 (1)

Abs(Control negativo)

Donde, Abs(Control negativo): Absorbancia del control negativo
Abs(muestra): Absorbancia de la muestra

2.2.4. Inhibiciéon de la enzima dipeptidil peptidasa-4 (DPP-IV)

Se obtuvo el sobrenadante de los hidrolizados después de centrifugar en
micro-centrifuga Microfuge 22R a 10000 rpm, durante 10 min. a -6 °C.

El ensayo de inhibicion de DPP-IV se llevé a cabo de acuerdo con el
método descrito por (Tulipano, y otros, 2011) con ligeras modificaciones. Se
realizé en placa multipocillo midiendo la fluorescencia debido a la liberacién
de 7-amido-4-metilcumarina (AMC) mediante la accién de PDD-IV a partir del
sustrato fluorescente interrumpido por Gly-Pro-7-amido-4-maetilcumarina
(Gly-Pro-AMC).

El ensayo se realizé por triplicado para cada muestra y se procedi6 de la
siguiente manera: 50 uL de cada muestra se adiciond 50 y de enzima DPP-IV
(diluida en tampdn Tris-HCI 50 mM, pH 8 a 4.55 mU/mL). La reaccién se inici6
mediante la adicién de 200 pL de tampdn de reaccion 0.25 mM (Tris-HCI 50
mM, pH 8,0, DTT 5 mM, EDTA 1 mM y Gly-Pro-AMC 20 mM). Una vez
adicionado el tampoén de reaccion, la mezcla se incubé durante 20 minutos a
37 °C.

La generaciéon de fluorescencia se midi6 en fluorometro de microplaca
Fluoroskan Ascent (Thermo Scientific, MA, EEUU) usando longitudes de onda
de excitacion y emision de 355 nm y 460 nm, respectivamente. La inhibicion
de DPP-IV se expresa en porcentaje de inhibicibn. Como inhibidor de
referencia se empled Diprotin A (lle-Pro-lle) y como control negativo se
empled Tris-HCI 50 mM (pH 8). La actividad de inhibicion se calcul6 y expresé
en porcentaje de inhibicién, asi:

Abs(Control negativo)—Abs(muestra)

%Inhibicion = * 100 (2)

Abs(Control negativo)

Donde, Abs(Control negativo): Absorbancia del control negativo y
Abs(muestra): Absorbancia de la muestra



2.3. Perfil peptidico de los hidrolizados por HPLC en fase reversa

Se tomé una alicuota de 100 pL del sobrenadante obtenido después de
centrifugar en microcentrifuga Microfuge 22R (10000 rpm, 10 min. a -6 °C), se
afiadié 300 pL de etanol al 96% y se dejo en reposo a una temperatura de 4
°C durante toda la noche. De nuevo se centrifugd y se obtuvo el
sobrenadante. Luego, se eliming el etanol presente en las muestras mediante
el uso de un evaporador rotatorio, seguido de congelacion de las muestras a
-80 °C, liofilizaciéon y dilucion en 100 pyL de agua bidestilada.

Se utilizé un equipo de HPLC de la serie 1100 (Agilent Technologies) con
detector de diodos y una columna Symmetry Prep™ C18 (250x4.6 mm, 5 ym)
de Waters (Milford, MA). Se utilizaron dos solventes distintos:

e Fase A, contiene 0.1% de &cido trifluoroacético (TFA) en agua
bidestilada.

e Fase B, contiene acetonitrilo / agua bidestilada, con una proporcion
60:40 (v/v) y un 0,085% de acido trifluoroacético.

Las fases mdviles fueron filtradas y desgasificadas a través de un filtro de
0.45 um. Se inyectaron 20 pL de extracto peptidico y la separacién se realizé
con las siguientes condiciones de trabajo: 100% de Fase A durante 2 minutos,
seguido de un gradiente lineal de 0% a 50% de Fase B en 50 minutos, a un
flujo de 1 mL/min. Se midi6é la absorbancia a la salida de la columna a 214,
254 y 280 nm.

2.4. Identificacion de las secuencias peptidicas mediante LC-MS/MS

Una vez determinada la actividad antioxidante e inhibidora de DPP-IV de
los diferentes hidrolizados obtenidos, se tomaron aquellos que presentaron
una mayor actividad para la identificacion de los péptidos por espectrometria
de masas. El andlisis se realiz6 en el Servicio de Protedmica de la Universidad
de Valencia (SCSIE), mediante una cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS) utilizando un sistema de 1D
Plus Ultra Eksigent Nano-LC (Eksigent de AB Sciex, CA) con un detector
cuadrupolo tiempo de vuelo (QTOF) TripleTOF® 5600 de AB Sciex
Instrumentos (Framingham, MA) que esta equipado con una fuente de
ionizacién por nanoelectrospray.

Las fracciones de hidrolizado se resuspendieron en agua con 0.1% de TFA
y se inyectaron 5 pyL del sobrenadante. Después de 5 minutos de
preconcentracion, la columna de la trampa se activa automaticamente en linea
en una columna capilar nano-HPLC (3 ym, 75 ym x 12.3 cm, C18) (Nikkyo
Technos Co, Ltd. Japon). Utilizando las siguientes fases moviles:

Fase A: contenia 0.1% v/v de acido formico en agua.

Fase B: contenia 0.1% v/v FA en 100% de acetonitrilo. Se ha de linear el
gradiente de 5% a 35% de disolvente B durante 90 minutos, y 10 minutos de
35% a 65%, a un caudal de 0.3 yL/min y la temperatura de funcionamiento a
30 °C.

Se utilizé un procesamiento espectral automatizado, generando una lista
de picos y permitiendo una busqueda en base de datos para la identificacion



de los péptidos, la cual se realiz6 mediante el software Mascot Distiller
v2.4.2.0 (Matrix Science, Inc., Boston, MA) (hppt://www.matrixscience.com).

2.4.1. Andlisis de datos

El andlisis estadistico se llevd a cabo utilizando XLSTAT 2011 v5.01
(Addinsoft, Barcelona, Espafia). Se realizo un analisis de varianza de un factor
(ANOVA) para los ensayos de actividad antioxidante e inhibicién de DPP-IV.
Se utilizo la prueba de rango multiple de Fisher para determinar diferencias
significativas entre los valores medios con un valor de p<0,05.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Estrategia experimental in silico

Tras la busqueda y recopilacién de las principales herramientas existentes
para el estudio de péptidos bioactivos in silico se observé que las principales
bases de datos de proteinas alimentarias que incluian su secuencia completa
son NCBInr y UniProt, tal y como se indica en la TABLA 1. El resto de bases
de datos basan su informacién en éstas dos.

Desde la obtencion de la secuencia de la proteina objeto de estudio hasta
la simulacion de su hidrdlisis con el fin de predecir los péptidos liberados, se
estudiaron las posibles herramientas informaticas disponibles para la
evaluacion de la bioactividad de estos péptidos teoricos.

Por lo tanto, se recopilaron distintas herramientas bioinformaticas
disefiadas para la realizacién de simulaciones de digestiones con enzimas
especificas (TABLA 2). Algunas de estas herramientas permiten digestiones
multiples, lo cual las hace mas utiles para hacer determinadas simulaciones.

Finalmente, la TABLA 3 ilustra las herramientas in silico actualmente
disponibles para la evaluacion de la capacidad bioactiva de las secuencias
tedricas obtenidas tras la simulacion de la hidrélisis. Algunas corresponden a
software comercial.

En este estudio, las bases de datos UniProt y NCBI, permitieron obtener la
secuencia de las principales proteinas del suero de la leche (a-La, B-Lg, ABS);
las secuencias fueron sometidas a una hidrolisis enzimatica in silico con
diferentes enzimas mediante el uso de herramientas bioinformaticas, como
BIOPEP y PeptideCutter de EXPASYy.

TABLA 1. Bases de datos de secuencias de proteinas.

NOMBRE Efectuado por Link (Web site)

Universal Protein Resource g5 sy el PIR. hitp://www.uniprot.ora/

(UniProt)

N_atlonal Center _for NLM, NIH, DHHS, USA https://www.ncbi.nlm.nih.go
Biotechnology Information .

(NCBI) Government. v/protein/

University of Warmia http://www.uwm.edu.pl/bioc
and Mazuria in Olsztyn  hemia/

Bioactive Peptide (BIOPEP)



http://www.uniprot.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/
http://www.uwm.edu.pl/biochemia/
http://www.uwm.edu.pl/biochemia/

TABLA 2. Herramientas bioinformaticas aplicadas en digestién enzimatica in silico.

NOMBRE Suministro Digestion Dlg,esftlon Link (Web site)
multiple
Bioactive University of
) Warmia and L . http://www.uwm.edu.pl/bi
Peptide o Enzimética Si .
Mazuria in ochemia/
(BIOPEP)
Olsztyn
: Palacky Enziméatica http://biochemie.upol.cz/
Protein Cutter University y quimica No software/proteincutter/
Protein University of  Enzimatica http://prospector.ucsf.ed
e P No u/prospector/mshome.ht
Prospector California y quimica m
PeptideCutter ~ SIB EnZ|'me_1t|ca Sj http:/lweb.expasy.orq/pe
y quimica ptide cutter/

TABLA 3. Herramientas bioinformaticas para la evaluacién de bioactividad.

Software

Funcionalidad

Peptide

Ranker

(http://bioware.ucd.ie):

Peptide

Locator

(http://bioware.ucd.ie):

BIOPEP

(http://mwww.uwm.edu.

pl/biochemia/index.ph

p/en/biopep):

ACEpepDB

(http://www.cftri.com/p

epdb/index.php):

Determina la probabilidad que un péptido presente
actividad antimicrobiana. Para ello se ingresa la
secuencia de los péptidos en el cuadro de texto, los
cuales son clasificados segun el algoritmo que se
asemeje a un péptido bioactivo. El resultado corresponde
a la probabilidad de que el péptido sea bioactivo y no al
grado de bioactividad.

Identifica péptidos bioactivos dentro de una secuencia de
proteinas. Para ello se ingresa el ID de UniProt de la
proteina, y a continuacién la herramienta genera la
puntuacion para cada residuo en la secuencia de la
proteina. Esta puntuacién representa la probabilidad de
gue cada residuo es parte de un péptido bioactivo. Su
poder predictivo aplica para péptidos antimicrobianos,
citoquinas, factores de crecimiento, hormonas peptidicas,
toxinas y venenos.

Consta de una base de datos de secuencias (proteinas,
péptidos bioactivos, proteinas con epitopos alergénicos)
y herramientas para la evaluacibn de proteinas
precursoras de péptidos bioactivos. Se estima un valor
para la proteina como precursora de péptidos bioactivo,
basado en: frecuencia de aparicion de fragmentos
bioactivos en la proteina y el potencial de la actividad
bioldgica de la proteina.

Base de datos de péptidos antihipertensivos derivados de
los alimentos. Esta base de datos permite realizar
basquedas segun la fuente del alimento, con la cual
arrojara informacion con base en estudios previos, como:
preparacion de la muestra para la digestion (enzimética o
fermentativa, temperatura, tiempo), método de
purificacion y secuencias de péptidos obtenidos. Ademas,
permite realizar busqueda de método de ensayo.
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http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/en/biopep
http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/en/biopep
http://www.cftri.com/pepdb/index.php
http://www.cftri.com/pepdb/index.php

TABLA 3 (continuacién). Herramientas bioinformaticas para la evaluacién de

bioactividad
Software Funcionalidad
ACCP Anti Cancer Peptide Predictor es una herramienta basada

(http://acpp.bicpu.edu.

in/):

Disefio de
Experimentos
Multifactorial (DOE)
— Metodologia de
Superficie de
Respuesta (RSM):

AutoDock Vina

LigPlot

Andlisis cuantitativo
de la relacion
estructura-actividad
(QSAR):

en Vector Machine para predecir si el péptido dado es un
péptido anti cancer o no. Para lo cual tiene en cuenta:
exploracion de proteinas con predicciéon del dominio
apoptotico, modo de péptido multiple, y modo de mutacion
de péptidos para la prediccién y el disefio de péptidos
anticancerigenos.

Adecuado para optimizar la generacion de hidrolizados
bioactivos mediante la utilizacion de DOE seguido por la
prediccion de los parametros éptimos de hidrolisis con
RSM (Nongonierma, y otros, 2017). Las curvas RSM se
generan dentro de los limites del DOE con un modelo de
regresion multilineal. DOE permite reducir el nUmero de
experimentos requeridos al tiempo que proporciona la
capacidad de estudiar efectos interactivos entre los
parametros involucrados en el disefio del experimento.
Consiste en un software de simulacion de modelado
molecular; basado en un acoplamiento molecular
(docking) que pretende predecir la posicion, orientacion y
conformacion més probable para la unién a la diana. Sin
embargo, estd limitado porque solo puede aplicarse a
inhibidores competitivos de DPP-IV. De manera que esta
herramienta puede ser util en primera instancia en un
tratamiento preliminar de los datos para diferenciar entre
péptidos inhibitorios competitivos y no competitivos.

Este programa genera automaticamente diagramas

esquematicos de interacciones proteina-ligando en 2D.
Cuando dos o mas complejos ligando-proteina son
suficientemente  similares, LigPlot puede mostrar
automaticamente sus diagramas de interaccion
superpuestos, las interacciones son representadas
mediante trazos y/o arcos. Las interacciones son
mediadas por enlaces de hidrégeno y por contactos
hidr6fobos (EMBL-EBI, 2012).
Entre los programas del modelado molecular y calculos
tedricos de propiedades moleculares, se encuentra el
andlisis cuantitativo de la relacién estructura-actividad
(QSAR). Consiste en una expresion matematica que
ayuda en la predicciébn de bioactividad, relacionando
actividades biolégicas de la(s) molécula(s) con alguna de
sus caracteristicas quimicas y/o geométricas e identifica
de forma especifica estas secuencias mediante LC-MS
(Nongonierma &FitzGerald, 2017).

Al hidrolizar tanto a-La cémo B-Lg con termolisina se obtuvo que se
liberaban péptidos con potencial actividad antioxidante e inhibicion de la
enzima DPP-1V, pero finalmente se selecciond la a-La debido a su estabilidad
en condiciones de elevadas temperaturas.
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Enla TABLA 4 se representa la estructura primaria de la a-La mediante la
disposicion consecutiva de letras sin espacios ni signos intermedios,
disponiendo a la izquierda el aminoacido N-terminal y a la derecha el
aminoacido C-terminal.

TABLA 4. Secuencia de aminoacidos de la proteina seleccionada: a-La.
MMSFVSLLLVGILFHATQAEQLTKCEVFRELKDLKGYGGVSLPEWVCTTFHTSG
YDTQAIVQNNDSTEYGLFQINNKIWCKDDQNPHSSNICNISCDKFLDDDLTDDIM
CVKKILDKVGINYWLAHKALCSEKLDQWLCEKL

En la TABLA 5 se puede observar las diferentes secuencias de los
péptidos y aminoacidos liberados tras la hidrdlisis in silico de la a-La con
termolisina, como también sus puntos de corte.

TABLA 5. Secuencia de a-La con potenciales puntos de corte por acciéon
enzimatica de la termolisina.
M-MS-F-VS-L-L-L-VG-I-L-FH-ATQ-AEQ-LTKCE-V -FRE
— LKD - LKGYGG - VS —LPEW - VCTT - FHTSGYDTQ — A —-1—-VQNNDSTEYG
— L —-FQ—INNK — IWCKDDQNPHSSN — ICN — ISCDK — F - LDDD — LTDD — | —
MC —VKK—-I-LDK-VG —INYW - L -AHK-A-LCSEK - LDQW - LCEK - L
La linea (-) representa los potenciales puntos de corte en la secuencia de la proteina.
Obtenido por simulacion de la protedlisis con termolisina utilizando el software BIOPEP y
PeptideCutter de EXPASYy.

Una vez conocidas las posibles secuencias a obtener tras la digestion in
silico, éstas fueron comparadas con los péptidos que han sido previamente
identificados y almacenados en la base de datos BIOPEP, a la vez que calcula
los valores relacionados con el potencial de actividad biolégica de la proteina
y frecuencia relativa de liberacion de los péptidos bioactivos con la enzima
seleccionada, ayudando a predecir la utilidad de la proteina y enzima
seleccionadas (TABLA 6) (Uniprot: the universal protein knowledgebase,
2017); (NCBI Resource Coordinators, 2016); (Minkiewicz, y otros, 2008);
(Gasteiger, y otros, 2003).

TABLA 6. Bioactividad de los péptidos obtenidos por hidrélisis de a-La con

termolisina

Actividad A B Ae w
Inhibidor ACE 0.4225 0.0204 0.0205 0.0534
Antioxidante 0.0634 1.2862 0.0088 0.1104
Inhibidor DPP IV 0.6761 0.0005 0.0342 0.0537
Hipotensivo 0.0070 0.0003
Agonista opioide 0.0070 2.3474

Valores calculados por BIOPEP.

A: Frecuencia de aparicion de un péptido bioactivo en la proteina; B: Potencial de
actividad biolégica de la proteina; Ae: Frecuencia de liberacién de fragmentos con
actividad dada por la enzima seleccionada; W: Frecuencia relativa de liberacion de
fragmentos con actividad dada por la enzima seleccionada

Conforme a lo anterior, considerando la frecuencia de aparicion de
péptidos inhibidores de la enzima DPP-IV presentes en la secuencia de la
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proteina, su potencial de actividad antioxidante y la frecuencia relativa de
liberacién de secuencias inhibidoras de DPP-IV y actividad antioxidante
generados por la hidrélisis de la a-La con la enzima termolisina, se considero
ésta proteina como una candidata adecuada para la obtencién de péptidos
con actividad antioxidante e inhibidores de la enzima DPP-IV.

3.2. Ensayo in vitro

Uno de los objetivos del estudio fue determinar si la hidrélisis enziméatica
de la a-La con termolisina da lugar a hidrolizados que presentan actividad
antioxidante e inhibidora de DPP-IV de acuerdo con el andlisis in silico previo.
Se obtuvo siete hidrolizados diferentes (0 min., 15 min., 30 min., 1 hora, 2
horas, 3 horas y 24 horas) y se determing la actividad antioxidante e inhibidora
de DPP-1V para cada hidrolizado. En general, todos los hidrolizados obtenidos
presentaron tanto actividad antioxidante como inhibicién de DPP-IV (FIGURA
2). Los valores méximos de actividad se reflejan en la TABLA 7.

A) B)
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FIGURA 2. Confirmacion in vitro de actividad antioxidante e inhibicion de DPP-IV.
to: O min., t2: 15 min., t2: 30 min., t3: 1 hora, ta: 2 horas, ts: 3 horas y te: 24 horas, a 37 °C, 55
°C y 70 °C. A) Ensayo de decoloracion con el radical cation ABTS*; B) Ensayo FRAP; C)
Ensayo de inhibicion de DPP-IV. Los valores representan la media de las tres repeticiones y
las barras representan desviacion estandar. Las letras en mindscula indican diferencias
significativas entre los tiempos de hidrélisis a una misma temperatura, mientras que las letras
en mayuscula indican diferencias significativas entre temperaturas a un mismo tiempo de
hidrolisis, p<0,05.

De acuerdo con N'Negue, y otros (2006), cuando la hidrélisis se realiza a
70 °C, la estructura de la a-La se despliega dejando los enlaces peptidicos
mas expuestos al ataque enzimatico, generando un mayor numero de
péptidos; mientras que a temperaturas menores de 40 °C se requiere un
mayor tiempo de reaccion. Esto se manifiesta en los resultados obtenidos al
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comparar la actividad antioxidante, tanto por el método ABTS como FRAP
(FIGURA 2A y FIGURA 2B); los hidrolizados obtenidos a 70 °C demostraron
actividad antioxidante superior desde el tiempo to hasta el tiempo ts; mientras
que el experimento realizado a 37 °C necesitd mayor tiempo de reaccion
enzimatica (ts) para alcanzar la mayor actividad antioxidante entre todos los
hidrolizados.

TABLA 7. Actividad antioxidante

Experimento ABTS* FRAP** DPP-IV*
37 ° C (CaCl) 57.90+1.00 0.161+0.007 37.984+0.94
37 °C 107.37+1.00 1.767+£0.009 38.62+0.13
55°C 104.18+0.32 0.617740.013 54.69+1.97
70 °C 105.524+0.24 0.9623+0.001 53.9340.03

*Expresado en %Inhibicion
**Valores de absorbancia

Con respecto a los resultados obtenidos de inhibicion de DPP-IV (FIGURA
2C), la mayor actividad se observo en los hidrolizados tratados a 55 °C y 70
°C. Se comparo la actividad entre los hidrolizados obtenidos 55 °C y 70 °C
durante los primeros 30 minutos (to, t1 y t2) y se encontré que los resultados
no presentaron diferencia estadisticamente significativa; tras 1 hora de
reaccion enziméatica, la actividad aumenté para los hidrolizados obtenidos a
70 °C hasta el tiempo ts, pero en el tiempo ts se obtuvo la mayor actividad de
inhibicién de DPP-1V en los hidrolizados obtenidos a 55y 70 °C sin diferencia
estadisticamente significativa.

Un estudio realizado por Sadat, y otros (2011), reveld que la a-La
hidrolizada con termolisina a 70 °C, es una buena fuente de péptidos
antioxidantes naturales, identificando los péptidos NYW y LDQW,; se llegé a
la conclusién que la eleccion de las condiciones experimentales (temperatura
y tiempo) tienen gran importancia en la produccion de péptidos, pues el
péptido NYW tendi6 a desaparecer durante la reaccion.

Por otro lado, la liberacion de péptidos con actividad antioxidante se vio
limitada por la presencia de iones de calcio procedentes del CaClz adicionado
a la solucion tampon (FIGURA 3A y FIGURA 3B). N"Negue, y otros (2006),
compararon hidrolizados de a-La con termolisina a 70 °C en presencia y
ausencia de CaClz y encontraron mediante el espectro UV-cercano que la
proteina habia perdido significativamente su estructura terciaria en ausencia
de CaClz; esto parece confirmar que la presencia de calcio pudo brindar
estabilidad molecular a la estructura de la proteina interfiiendo en el
desplegamiento de esta y en consecuencia provocando una disminucién en
el ataque enzimatico.

14



A) B

ABTS FRAP

5
-
T

%inhibicién
Absorbancia (A: 700 nm)

: X . L
£ § 806 < 1
f |
B I : I I | I I : ol L ; 5 : =
02 i ﬂ mj[}i gh hij i hi &
, j : L lm | | | - | |
u © o ‘

0 4 5 6 to t 2 3 t 15 t6

Tiempo de hidrolisis Tiempo de hidrélisis

M Con CaCl2 @ Sin CaCl2 W ConCaCl2 DSin CaCl2

FIGURA 3. Actividad antioxidante obtenida en los hidrolizados procesados a 37 °C en
solucién tampon Tris-HCI 50 mM (pH 8) con y sin CaCl..

Muestras obtenidas a to: 0 min., ta: 15 min., t: 30 min., t3: 1 hora, t4: 2 horas, ts: 3 horas y te: 24
horas. A) Ensayo de decoloracién con el radical catién ABTS*; B) Ensayo FRAP. Los valores
representan la media de las tres repeticiones y las barras representan desviacion estandar. Las
letras en mindscula indican diferencias significativas entre tiempos de hidrolisis a una misma
temperatura, mientras que las letras en mayuscula indican diferencias significativas entre
temperaturas a un mismo tiempo de hidrdlisis, p<0,05.

Por el contrario, los resultados obtenidos para el ensayo realizado de
inhibicion de DPP-IV representados en la FIGURA 4 reflejaron que la
presencia de CaClz en la soluciéon tampén no influye en la actividad, pues se
encontré que en los tiempos t1, t3, ts y, especialmente ts, tiempo en el cual se
obtuvo la mayor actividad de inhibicién para el tratamiento a 37 °C, no se
detectaron diferencias estadisticamente significativas.
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FIGURA 4. Inhibicion de DPP-IV obtenida en los hidrolizados procesados a 37 °C en
solucion tampon Tris-HCI 50 mM (pH 8) con y sin CaCls.

Muestras obtenidas a to: 0 min., tz: 15 min., t2: 30 min., ts: 1 hora, ta: 2 horas, ts: 3 horas y ts:
24 horas. Los valores representan la media de las tres repeticiones y las barras representan
desviacién estandar. Las letras en minlscula indican diferencias significativas entre tiempos
de hidrdlisis a una misma temperatura, mientras que las letras en mayulscula indican
diferencias significativas entre temperaturas a un mismo tiempo de hidrdlisis, p<0,05.

3.3. Perfil peptidico e identificacion de péptidos
Tanto el perfil peptidico como la identificacion de las secuencias

responsables de la actividad antioxidante e inhibicién de DPP-IV de la proteina
se llevo a cabo seleccionando las fracciones peptidicas que tenian mayor
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actividad, que como se ha descrito anteriormente corresponden a los
hidrolizados obtenidos en el tiempo ts a 37 °C y a 55 °C, para actividad
antioxidante e inhibicién de DPP-1V, respectivamente.

En la FIGURA 5 se ilustra los perfiles peptidicos obtenidos a tiempo to y te
para cada tratamiento térmico. Los picos de mayor intensidad encontrados en
la FIGURA 5A y FIGURA 5C corresponden a la proteina intacta en el tiempo
to, la cual a medida que avanza la reaccidon enzimatica su intensidad
disminuye, como se puede observar en la FIGURA 5B y FIGURA 5D.

Se compararon los perfiles obtenidos a tiempo ts y se observaron minimas
diferencias en términos de ocurrencia. En cambio, las intensidades de los
picos si difieren entre los tratamientos térmicos lo que podria estar relacionado
con la actividad enzimatica, siendo mayor en el hidrolizado a 55 °C.

Las secuencias de los hidrolizados a 37 °C y 55 °C a tiempo te fueron
obtenidos mediante espectrometria de masas. En el hidrolizado a 37 °C se
identificaron siete secuencias con longitud entre 9 y 26 aminoacidos, mientras
en el hidrolizado a 55 °C se identificaron cuatro secuencias con longitud entre
7 y 11 aminoacidos, tal y como se puede ver en la TABLA 8.
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FIGURA 5. Perfiles peptidicos de la hidrdlisis de Lactoalbumina con termolisina A) 37
°C y cero (0) minutos; B) 37 °C y 24 horas; C) 55 °C y cero (0) minutos, y D) 55 °C y
24 horas.

TABLA 8. Secuencias de péptidos generados de a-La hidrolizada con termolisina

37 °C 55°C
IVONNDSTEYG IVONNDSTEYG
IWCKDDQNPHSSN IWCKDDQNPHS
ICNISCDKF IVONNDSTE
AHKALCSEK VSLPEWV
LCSEKLDQWLCEK

DSTEYGLFQINNKIWCKDDQNPHSSN
LFQINNKIWCKDDQNPHSSN
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Se realiz6 una comparacién entre las secuencias obtenidas a cada
tratamiento térmico, se encontré una secuencia en comun (IVQNNDSTEYG)
y secuencias generadas a 37 °C que no fueron obtenidas a 55 °C, y viceversa.
Cabe senalar que de acuerdo con los potenciales puntos de corte de la a-La
con la enzima termolisina obtenidos mediante el analisis in silico, las
secuencias identificadas en el hidrolizado a 37 °C podrian ser parte de
productos intermedios de la reaccion enzimatica, pues aun disponen de
potenciales puntos de corte con esta enzima.

Ademas de estas secuencias, se identificaron secuencias provenientes de
otras proteinas lacteas, entre ellas B-Lactoglobulina y albumina de suero
bovino, las cuales poseen secuencias mas largas en comparaciéon con a-La.

Como se menciond, BIOPEP permitié analizar el perfil de la actividad
bioldgica potencial para cada proteina, y al mismo tiempo generd un informe
con las secuencias de péptidos con actividad bioldgica de la proteina de
estudio identificadas en otros estudios. Usualmente, las secuencias con
actividad bioldgica se encuentran con una longitud entre 2 y 20 aminoacidos.

Con esta informacién a disposicion, se procedio a buscar en las secuencias
obtenidas de los hidrolizados la presencia de péptidos que hubiesen sido
identificados y clasificados como inhibidores de DPP-IV y con actividad
antioxidante. Encontrando en ambos hidrolizados que a partir de la [3-
Lactoglobulina presente en la proteina hidrolizada con termolisina se liber6 la
secuencia LKPTPEGDLEIL considerada inhibidora de DPP-IV por la base de
datos BIOPEP. También, se identificaron a partir de a-Lactoalbumina las
secuencias WCKDDQNPHS, LCSEKLDQWL, CKDDQNPHSS, LKPTPEGDL,
LKPTPEGDLEIL y TPEVDDEALEK, pero unidos a una o mas unidades de
aminoacidos en sus extremos.

En relacién con la actividad antioxidante, las secuencias AHK y PHS fueron
localizadas en los extremos de péptidos obtenidos en los hidrolizados a 37 y
55 °C, respectivamente.

Es importante mencionar que el método de espectrometria de masas
empleado en el presente estudio no permite identificar péptidos con
secuencias menores de 5 aminoacidos, lo que puede llevar a subestimar la
identificacion de péptidos pequefios con actividad bioldgica.

4. CONCLUSIONES

El andlisis in silico previo sugiri6 que tanto la a-La como 3-Lg bovina eran
una buena fuente de péptidos con actividad antioxidante e inhibidores de
DPP-1V tras ser sometidas a una hidrolisis enzimatica con termolisina, lo cual
se confirmd mediante ensayos in vitro. Asi pues, se confirma que el uso de
herramientas in silico son utiles en la prediccion de proteinas precursoras de
péptidos bioactivos, aunque es cierto que se requiere de una optimizacion de
las condiciones de hidrolisis como el tiempo y la temperatura a fin de obtener
los péptidos.

La confirmacion de actividad in vitro es fundamental en la evaluacion de
proteinas precursoras de péptidos bioactivos, ya que las herramientas
bioinforméticas han sido disefiadas para predecir puntos de corte en una
proteina de estructura primaria (generalmente, las proteinas de los alimentos
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suelen tener estructura secundaria, terciaria, cuaternaria como la a-La) y
asumen que todos los enlaces peptidicos que pueden ser cortados son
accesibles por la enzima y que pueden ser facilmente hidrolizados.

A diferencia de los enfoques empiricos que suelen implicar un gasto
significativo tanto en términos econdmicos como en tiempo, la bioinformatica
proporciona una estrategia rentable al reducir pasos en el flujo de trabajo
tradicional.

REFERENCIAS

Agyei, D., & Danquah, M. K. (2011). Industrial-scale manufacturing of pharmaceutical-
grade bioactive peptides. Biotechnol Adv 29(3), 272-277.
doi:10.1016/j.biotechadv.2011.01.001.

Carrasco-Castilla, J., Herndndez-Alvarez, A. J., Jiménez-Martinez, C., Gutiérrez-Lopez,
G. F., & Davila-Ortiz, G. (2012). Use of Proteomics and Peptidomics Methods in Food
Bioactive Peptide Science and Engineering. Food Engineering Reviews, 4, 224-243.

Cheung, I. W., Nakayama., S., Hsu., M. N., Samaranayaka, A. G., & Li-Chan, E. C. (2009).
Angiotensin-1 converting enzyme inhibitory activity of hydrolysates from oat (Avena sativa)
proteins by in silico and in vitro analyses. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 9234-
9242.

EMBL-EBI. (13 de julio de 2012). EMBL-EBI. Recuperado el 31 de marzo de 2017, de
http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/LigPlus/

Gasteiger, E., Gattiker, A., Hoogland, C., lvanyi, I., Appel, R., & Bairoch, A. (2003).

EXPASYy: the proteomics server for in-depth protein knowledge and analysis . Nucleic
Acids Research, 31:, 3784-3788.

Hafeez, Z., Cakir-Kiefer, C., Roux, E., Perrin, C., Miclo, L., & Dary-Mourot, A. (2014).
Strategies of producing bioactive peptides from milk proteins to functionalize fermented milk
proteins. Food Research International, 63, 71-80.

Hernandez-Ledesma, B., Davalos, A., Bartolomé, B., & Amigo, L. (2005). Preparation of
Antioxidant Enzymatic Hydrolysates from a-Lactalbumin and b-Lactoglobulin. Identification of
Active Peptides by HPLC-MS/MS. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 53, 588-593.

Hernandez-Ledesma, B., Ramos, M., Recio, I., & Amigo, L. (2006). Effect of B-
lactoglobulin hydrolysis with thermolysin under denaturing temperatures on the release of
bioactive peptides. Journal of Chromatography A, 1116, 31-37.Roche

Huang, S. J., Tsai, S. Y., & Mau, J. (2006). Antioxidantpropertiesofmethanolic extracts
from Agrocybe cylandrea. . LWT - Food Science and Technology, 39, 378-386.

Minkiewicz, P., Dziuba, J., lwaniak, A., Dziuba, M., & Darewicz, M. (2008). BIOPEP
database and other programs for processing bioactive peptide sequences. Journal of AOAC
International, 91, 965-980.

N'Negue, M., Miclo, L., Girardet, J., Campagna, S., Mollé, D., & Gaillard, J. (2006).
Proteolysis of bovine a-lactalbumin by thermolysin during thermal denaturation. International
Dairy Journal, 16, 1157-1167.

NCBI Resource Coordinators. (2016). Database Resources of the National Center for
Biotechnology Information. Nucleic Acids Research 44. Database issue (2016), D7-D19.
PMC. Web.

Nongonierma, A. B., & FitzGerald, R. J. (2017). Strategies for the discovery and
identification of food protein-derived biologically active peptides. Trends in Food Science &
Technology, 1-17.

Nongonierma, A., & FitzGerald, R. (2016). Strategies for the discovery, identification and
validation of milk protein-derived bioactive peptides. Trends in Food Science & Technology,
50, 26-43.

Panchaud, A., Affolter, M., & Kussmann, M. (2012). Mass spectrometry for nutritional
peptidomics: how to analyze food bioactives and their health effects . J Proteomics 75, 3546—
3559. doi: 10.1016/j.jprot.2011.12.022 .

18



Re, R., Pellegrini, N., Proteggente, A., Pannala, A., Yang, M., & Rice-Evans, C. (1999).
Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cation decolorization assay. Free
Radical Biology and Medicine, 26 (9), 1231-1237.

Roche, R., & Voordouw, G. (1978). The structural and functional roles of metal ions in
thermolysin. CRC Critical Reviews in Biochemistry, 5, 1-23.

Rodriguez, G., Renteria, A., Rodriguez, J., & Chavez, A. (2014). Biopéptidos en la leche
y sus derivados: Funcionamiento y Beneficios a la salud. Ecosistemas y Recursos
Agropecuarios, 281-294.

Sadat, L., Cakir-Kiefer, C., N'Negue, M., Gaillard, J., Girardet, J., & Miclo, L. (2011).
Isolation and identification of antioxidative peptides from bovine a-lactalbumin. International
Dairy Journal, 21, 214-221.

Sanchez, L., Martinez, D., Cruz, E., Miralles, B., Recio, I. (2014). Peptidomics for Discovery,
bioavailability and monitoring of dairy bioactive peptides. Food Research International, 63,
170-181.

Tulipano, G., Faggi, L., Nardone, A., Cocchi, D., & Caroli, A. (2015). Characterisation of
the potential of B-Lactoglobulin and a-Lactalbumin of sources of bioactive peptides affecting
incretin function: In silico and in vitro comparative studies. International Dairy Journal., 66-72.

Tulipano, G., Sibilia, V., Caroli, A. M., & Cocchi, D. (2011). Whey proteins as source of
dipeptidyl dipeptidase IV (dipeptidyl peptidase-4) inhibitors. Peptides, 32 (4), 835-838.

UniProt: the universal protein knowledgebase. (2017). Nucleic Acids Research 45 (D1),
D158-D169

Vermeirssen, V., van der Bent, A., Van Camp, J., van Amerongen, A., & Verstraete, W.
(2004). A quantitative in silico analysis calculates the angiotensin | converting enzyme (ACE)
inhibitory activity in pea and whey protein digests. Biochimie, 231-239.

19



