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RESUMEN 
 
 
 
Las enfermedades crónicas no transmisibles (ECNT) se caracterizan por ser 

de larga duración, lenta progresión, que no se resuelven espontáneamente. 

Uno de los principales responsables es una dieta poco saludable. La actual 

preocupación por la morbimortalidad de las ECNT ha despertado un gran 

interés en el consumo de alimentos de calidad nutricional y que tengan un 

efecto saludable en el organismo. La leche es uno de los alimentos más 

consumidos, rica en proteínas como las caseínas, que, al ser digeridas 

durante la digestión gastrointestinal, se generan péptidos bioactivos.  

El objetivo de esta tesis fue evaluar la generación de péptidos bioactivos 

durante la simulación gastrointestinal in vitro de caseína. Para ello se utilizó el 

modelo de digestión in vitro y se evaluó la actividad biológica. Los péptidos 

producidos se detectaron mediante cromatografía planar de alta eficiencia 

combinada con bioensayo (HPTLC-bioensayo).  

Se aplicó el protocolo de digestión in vitro y obtuvo péptidos bioactivos. El 

método HPTLC-bioensayo, resulta una valiosa herramienta bioanalítica útil 

para la detección de péptidos, se detectó actividad antidiabética, 

antineurodegenerativa, antioxidante y antibacteriana. La simulación de la 

digestión ha permitido estudiar la variación de la actividad inhibitoria. Se ha 

observado la resistencia de los péptidos bioactivos formados durante la fase 

gástrica y/o la formación de nuevos péptidos en la fase intestinal. 



xiv 
 

PALABRAS CLAVE: Caseína, Alimentos funcionales, Péptido bioactivo, 

Digestión in vitro, Bioensayo HPTLC 

ABSTRACT. 

 
 
 
Chronic noncommunicable diseases (NCDs) are characterized by their long 

duration, slow progression that not resolve spontaneously. One of the main 

responsible is an unhealthy diet. The current concern about morbimortality of 

NCDs has sparked a great interest in the consumption of foods of nutritional 

quality and that have a healthy effect on the body. Milk is one of the most 

consumed foods, rich in proteins such as caseins, which, when digested during 

gastrointestinal digestion, generate bioactive peptides.  

The objective of this thesis was to evaluate the generation of bioactive peptides 

during in vitro gastrointestinal simulation of casein. For this, in vitro digestion 

model was used and the biological activity was evaluated. The peptides 

produced were detected by high efficiency planar chromatography combined 

with bioassay (HPTLC-bioassay).  

The in vitro casein digestion protocol was applied and bioactive peptides were 

obtained. The method HPTLC-bioassay is a valuable bioanalytical tool useful 

for the detection of peptides. antidiabetic, anti-neurodegenerative, antioxidant 

and antibacterial activity was detected. The simulation of the digestion has 

allowed studying the variation of the inhibitory activity. There has been 

observed the resistance of bioactive peptides formed during the gastric phase 

and/or the formation of new peptides in the intestinal phase.  
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INTRODUCCIÓN. 
 
 
 
Las enfermedades crónicas no transmisibles (ECNT) son enfermedades que 

presentan una larga duración, lenta progresión, que no se resuelven 

espontáneamente y que rara vez logran una curación total [1]. La OMS informa 

que cada año se producen 41 millones de muertes por ECNT, lo que equivale 

al 71% de las muertes que se producen en el mundo. Las principales incluyen 

las enfermedades cardiovasculares (CV) 44%, cánceres 22%, respiratorias 

crónicas 9.6% y diabetes 4%, estas cuatro patologías representan el 80% de 

las muertes [2]. En Chile, según el informe de la OMS al año 2018, las ECNT 

constituyen el 85% del total de muertes en el país, convirtiéndose en el 

principal problema de salud pública [2]. 

Una de las principales causas que ha llevado a un aumento de las ECNT es 

el estilo de vida, como: alimentación poco saludable, inactividad física, 

consumo de tabaco y uso nocivo de alcohol, comportamientos modificables 

que se han afianzado debido a la transición económica, social, cultural y los 

modos de vida del siglo XXI [1, 3, 4]. Siendo una dieta poco saludable uno de 

los principales factores de riesgo conductuales por los que se adquieren estas 

enfermedades. Hoy en día, se busca promover y proteger la salud a partir del 

consumo de dietas saludables como estrategia para prevenir y controlar las 

ECNT [5, 6]. Conjuntamente, la comunidad científica como la industria 

alimentaria se han interesado en la búsqueda de medidas preventivas 

relacionadas con la dieta, debido al aporte que los componentes de algunos 

alimentos desempeñan en la prevención de alguna de ellas [7]. Este interés 



17 
 

ha generado una concientización en el consumo de alimentos saludables, lo 

que ha estimulado el crecimiento de alimentos funcionales, siendo estos una 

alternativa para combatir la epidemia mundial de las ECNT [8]. 

Los alimentos funcionales satisfacen necesidades nutricionales básicas y 

ejercen un efecto beneficioso sobre una o más funciones selectivas del 

organismo [9]. El término nació en Japón en 1991, y esta categoría de 

alimentos fue denominada “alimentos de uso específico para la salud” 

(FOSHU) [10], los cuales han demostrado un efecto beneficioso, reduciendo 

la incidencia de las ECNT [11]. En Chile, en la última década se ha 

incrementado la tasa de obesidad y el aumento de los niveles de mortalidad, 

situación que ha promovido la implementación de políticas públicas [12]. 

La necesidad de disminuir la morbimortalidad por ECNT, a partir de cambios 

en la dieta, donde se tenga en cuenta además del contenido calórico y 

nutrientes otros constituyentes no nutritivos de los alimentos, los cuales han 

demostrado un beneficio concreto en la salud [10, 13, 14]. Dentro de estos 

alimentos la leche es una fuente de nutrientes y moléculas bioactivas que 

tienen un efecto saludable [15].  

La leche ha recibido considerable atención de los científicos y es reconocida 

como alimento clave en la nutrición. Sin embargo, no se han estudiado en 

profundidad los productos que se generan durante la digestión gastrointestinal 

cómo, por ejemplo, los péptidos con actividad biológica generados a partir de 

las proteínas de la leche. Así también, se desconoce las consecuencias de la 

interacción entre la caseína y el tracto digestivo. Por lo tanto, el objetivo del 

presente estudio fue evaluar la generación de péptidos a partir de caseína de 
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la leche durante la digestión gastrointestinal in vitro con propiedades 

bioactivas, específicamente capacidad antioxidante, antimicrobiana e 

inhibidores enzimáticos. Para evaluar la generación de péptidos bioactivos, 

producidos durante la digestión gastrointestinal (GI) simulada, se utilizó 

cromatografía en capa fina de alta eficiencia acoplado a bioensayo HPTLC-

bioensayo. En consecuencia, este trabajo comparó el perfil peptídico de los 

digeridos de cada etapa del proceso digestivo para evaluar el impacto de la 

digestión en la formación de péptidos y su efecto y variación sobre las 

propiedades bioactivas. Para lo cual ha sido necesario plantearse las 

siguientes preguntas ¿Cómo influye el consumo de leche en la generación de 

péptidos con actividad funcional?, ¿Cómo se modifica la actividad funcional 

de los péptidos durante la digestión gastrointestinal? ¿La técnica HPTLC 

permitirá evaluar los péptidos bioactivos de caseína generados durante la 

digestión gastrointestinal? El problema descrito anteriormente ha motivado la 

constante búsqueda de péptidos con actividad funcional obtenidos durante la 

digestión gastrointestinal y nuevas herramientas analíticas que permitan el 

estudio de los mismos. 

 

  



 
 

1 MARCO TEÓRICO.  
 
 
 

 Leche y su composición química  
 
 
 
La leche es un alimento clave en la nutrición, suministra energía y cantidades 

significativas de proteína de alto valor biológico, y es la única fuente de 

nutrición en las primeras etapas de la vida [10, 16-19]. Hace una década, la 

importancia en el consumo de leche radicaba principalmente en el crecimiento 

y la salud ósea, mientras que los efetos a largo plazo  tenían relevancia 

limitada; sin embargo, hoy en día, los efectos del consumo de leche se han 

asociado con un riesgo reducido de ECNT [16, 20, 21] 

La leche está constituida principalmente por agua (87.3%), carbohidratos 

(4.6%), proteínas (3.2%), lípidos (3.9%) y minerales (0,7) [22]. Las proteínas 

se dividen en dos grupos principales, la caseína que comprende el 80% y las 

proteínas de suero el 20% [22, 23]. La caseína (CN), se trata de un grupo de 

proteínas que permanecen insolubles a pH 4.6 y 20°C, presentan un carácter 

ácido por ser ricas en ácido glutámico y aspártico [17]. Las caseínas se han 

clasificado como α s1, α s2, β y κ‐caseína [23-25]. Tabla 1. La caseína está 

compuesta por aminoácidos (AA) como alanina, arginina, ácido aspártico, 

cisteína, ácido glutámico, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, 

metionina, fenilalanina, prolina, serina treonina, triptófano, tirosina y valina 

[26]. La alta cantidad de residuos de prolina que contiene, interrumpen la 

formación de la estructura secundaria confiriéndole una estructura 

relativamente abierta y flexible que les hace altamente susceptibles a la 
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proteólisis permitiendo la liberación de una gran número y variedad de 

péptidos [27]. Esta composición de AA hace que la caseína sea ampliamente 

utilizada como ingrediente funcional en productos alimenticios debido al 

aporte de péptidos, con múltiples actividades de promoción de la salud y 

prevención de enfermedades [28-31]. Los beneficios para la salud más 

importantes de las proteínas lácteas se obtienen después de la digestión 

gastrointestinal y la liberación de péptidos [32].  

 
 
 
Tabla 1. Concentración de las principales proteínas de la leche de vaca. 

Adaptado de Huerta E., Severin et al., y Ronquillo M. [25, 33, 34]. 

 
 

Proteínas Concentración en la 
leche (g/L) 

Porcentaje de 
proteínas con respecto 
a la concentración total 

(p/p) 

Proteína Total 33.0 100.0 

Caseína 26.0 79.5 
α s1‐caseína 10.0 30.6 

α s2‐caseína 2.6 8.0 

β‐caseína 9.3  28.4 

κ‐caseína 3.3 10.1 
γ-caseína 0.8 2.4 

PROTEÍNAS DEL 
SUERO  
 

6.3 19.3 

β-lactoglobulina 3.2 9.8 
α-lactoalbúmina 1.2 3.7 
Inmunoglobulinas 0.7 2.1 
Seroalbúmina 0.4 1.2 
Varias (Proteosa-
peptona) 

 
0.8 

2.4 

PROTEÍNAS DE LA 
MEMBRANA DEL 
GLOBULO GRAS 

0.4 1.2 
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 Generación de péptidos durante la digestión gastrointestinal de 

proteínas lácteas.  

 
 
 
Recientemente se estudió el peptidoma de los digeridos yeyunales obtenidos 

después de la digestión gastrointestinal de la caseína [35]. Se identificaron 

dominios de proteínas de secuencias ya informadas que podrían tener un 

posible efecto fisiológico (antihipertensivo y opioide) al interactuar 

directamente con el epitelio intestinal o al ser absorbidos por el torrente 

sanguíneo [36]. Estos péptidos son muy atractivos para futuros y detallados 

estudios de inhibición, por lo que para evaluar el papel fisiológico en el 

organismo, los métodos de digestión in vitro son una gran herramienta y se 

han usado ampliamente para simular el proceso de digestión de las proteínas 

en el desarrollo de productos nutracéuticos [37-39]. A pesar de las limitaciones 

del método de digestión in vitro su modelado se ha propuesto como una 

estimación de la bioaccesibilidad de los péptidos o hidrolizados lácteos 

producidos durante el proceso de digestión [38-40]. En particular, los estudios 

de investigación se han centrado en la obtención de péptidos por hidrólisis con 

tripsina y por fermentación láctica de la caseína para determinar 

específicamente la actividad inhibitoria de la ECA de los péptidos producidos 

[28, 41-45]. 

Los estudios que hasta el momento se han reportado de la simulación de la 

digestión gastrointestinal in vitro de proteínas lácteas mediante el protocolo 

armonizado de digestión estática in vitro (IVD) de InfoGest para la generación 
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de péptidos y evaluación de las propiedades bioactivas, así como las técnicas 

de análisis empleadas se mencionan a continuación. Tabla 2. 

 
 
 
Tabla 2. Estudios de digestión in vitro de proteínas lácteas y alternativas 

analíticas desarrolladas. 

 
 

Fuente Método de 

digestión 

Actividad 

biológica 

Herramient

a analítica 

Resultados 

Leche 

de cabra 

y Kéfir 

[46]. 

Protocolo de 

digestión in 

vitro IVD de 

InfoGest. 

Antidiabéti

co, efecto 

reductor 

del 

colesterol, 

actividad 

antioxidant

e y 

capacidad 

de unión 

mineral.  

SDS-

PAGE 

electrofore

sis. 

Algunas actividades 

de los digeridos 

aumentaron.  

Leche 

descre 

mada en 

polvo 

SMP 

[47]. 

Protocolo 

IVD de 

InfoGest. 

 SDS-

PAGE 

electrofore

sis y por 

HPLC-MS. 

Se confirmó que el 

método armonizado 

muestra una 

consistencia 

mejorada de los datos 

IVD que permite una 

mejor comparabilidad 

de los resultados 

experimentales a la 

vez, se propone un 

ensayo estandarizado 

para la determinación 

de la actividad de 

cada enzima añadida  
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Leche 

de burro 

ferment

ada  

[48]. 

Protocolo 

(IVD) de 

InfoGest. 

Enzima 

convertidor

a de 

angiotensi

na (ECA), 

antioxidant

e y 

antibacteri

ana.  

SDS-

PAGE 

electrofore

sis y 

HPLC.  

Aumento en las 

actividades 

evaluadas.  

Caseína 

[35]. 

Protocolo 

(IVD) de 

InfoGest. 

 SDS-

PAGE 

electrofore

sis y 

HPLC-

MS/MS.  

 

El protocolo in vitro es 

una buena 

aproximación a la 

digestión 

gastrointestinal de las 

proteínas de la leche. 

 
 
 
Se describe una serie de estudios en los cuales se ha intentado obtener 

péptidos de caseína mediante la simulación de la digestión gastrointestinal, 

sugieren que la actividad biológica de las proteínas lácteas está asociada a 

los péptidos bioactivos y que se requiere de la implementación de nuevas 

estrategias analíticas para su análisis. Por lo cual, el presente trabajo se 

enfocó en la obtención de péptidos de la caseína durante la digestión 

gastrointestinal in vitro y evaluación de su actividad biológica in situ,  utilizando 

el método de digestión in vitro estático estandarizado [37]. 

 
 
 

 Péptidos bioactivos. 
 
 
 
Un péptido es una molécula con una secuencia pequeña de aminoácidos 

(AA), unidos entre sí por enlaces amida [49]. Aunque algunos existen libres 
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en su fuente natural, la gran mayoría se encuentran inactivos dentro de la 

secuencia de la proteína precursora, que, al ser liberados en un proceso de 

proteólisis por enzimas específicas, que rompen los enlaces químicos de la 

proteína, se producen péptidos con una secuencia de aminoácidos 

específica [50-52]. 

Los péptidos bioactivos (PB) pueden entregarse a los consumidores en 

alimentos convencionales, suplementos dietéticos o venir incorporados en la 

formulación de alimentos funcionales y nutracéuticos [52-54]. Estos péptidos 

pueden regular funciones corporales importantes al influenciar directamente 

en muchos procesos biológicos por lo que se pueden clasificar según su 

actividad biológica. Los péptidos con actividad biológica obtenidos de la leche 

han sido identificados como ingredientes potenciales de alimentos funcionales 

y están dirigidos especialmente a ECNT relacionadas con la dieta [43, 51, 55].  

 
 
 

 Actividades biológicas de los péptidos bioactivos. 
 
 
 
La variedad de funciones de los PB puede atribuirse a numerosas secuencias 

de AA. Es decir, las diferentes actividades se rigen y dependen de la 

estructura y de las características fisicoquímicas [14, 56, 57]. Se ha descrito 

que los péptidos tienen un potencial para la reducción del riesgo de 

enfermedades crónicas o aumentar la protección inmunológica natural ya que 

ofrecen un efecto biológico a nivel fisiológico, actuando en los sistemas 

cardiovascular, digestivo, endocrino, inmune y nervioso, presentando 
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actividad como: opioides, inmunomoduladores, antioxidantes, 

antitrombóticas, anticancerígenas, antidiabéticas, antihipertensivas, 

antimicrobianas, antiinflamatorias, entre otras [13, 30, 43, 58, 59]. Figura. 1 

Sin embargo, estos péptidos se consideran menos potentes en sus efectos 

que los fármacos sintéticos, pero si más seguros debido a que es menos 

probable que se acumulen en los tejidos del cuerpo, gracias al mecanismo 

para su metabolismo y eliminación [5, 28]. Dentro de las diversas actividades 

que ofrecen los PB, esta investigación se centra en las actividades 

antidiabéticas, anti-neurodegenerativas, antioxidantes y antibacterianas.   
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Figura 1. Funcionalidad de los péptidos bioactivos derivados de la leche en el 

sistema corporal. Adaptado de Mohanty et al. y Korhonen et al. [43, 55]. 

 
 
 

 Actividad antidiabética de los péptidos 
 
 
 
Dentro de las ECNT la diabetes es una de las de mayor incidencia, siendo la 

cuarta causa de muerte [60, 61]. El año 2019 la prevalencia de personas con 

diabetes mellitus fue de 415 millones y se estima que incremente a 642 

millones de personas para el 2040 [61, 62]. Chile ocupa el octavo lugar dentro 

de los 45 países que forman parte de la OCDE con mayor porcentaje de 

personas adultas con diabetes (8.5%) [63].  

La diabetes mellitus es una enfermedad metabólica crónica caracterizada por 

un aumento de glucosa en la sangre y representa el 90% de todos los casos 

de diabetes en todo el mundo [4, 60, 63]. La diabetes mellitus es un trastorno 

heterogéneo complejo caracterizado por tres alteraciones fisiopatológicas: 

secreción alterada de insulina, producción hepática excesiva de α-D-glucosa 

y resistencia a la insulina, un grupo de síndromes caracterizados por 

hiperglucemia [62, 64-66]. El principal enfoque terapéutico es retardar la 

absorción de la glucosa a través de la inhibición de las enzimas que hidrolizan 

carbohidratos como α-glucosidasa y α-amilasa [67, 68] Figura 2. La α-

glucosidasa es una enzima unida a la membrana presente en la mucosa 

epitelial del intestino delgado que cataliza la hidrólisis de los enlaces 

glucosídicos α-1,4 de disacáridos y oligosacáridos liberando moléculas de 
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glucosa [62, 69]. Los inhibidores de α-glucosidasa retrasan la descomposición 

de los carbohidratos durante la digestión de los alimentos, retrasando la 

absorción de glucosa, lo que disminuye efectivamente la hiperglucemia 

posprandial [62, 70]. Entre los fármacos antidiabéticos sintéticos disponibles 

actualmente están: las sulfonilúreas que estimulan la secreción de la insulina; 

las biguanidas y glitazonas que disminuyen la resistencia a la insulina y las 

glitazonas que se fijen de manera directa al receptor. Sin embargo, estos 

fármacos presentan efectos secundarios como trastornos gastrointestinales, 

flatulencia, aumento de peso entre otros, lo que ha limitado el uso [71]. Por lo 

que la comunidad científica se ha centrado en la búsqueda de nuevos 

inhibidores de la α-glucosidasa como los péptidos antidiabéticos derivados de 

alimentos [72-74]. Los péptidos bioactivos se consideran alternativas más 

seguras ya que provienen de fuentes alimenticias que no producen efectos 

secundarios [57]. Estudios clínicos han demostrado que los péptidos 

derivados de la caseína estimulan la secreción de la insulina y controlan el 

nivel de glucosa en la sangre convirtiéndose en una estrategia importante en 

el manejo de la diabetes mellitus al mejorar el control glucémico y a la vez 

contribuyen a reducir el riesgo de desarrollar complicaciones micro y 

macrovasculares y las enfermedades cardiovasculares [66, 75]. Así también, 

se ha  confirmado que las proteínas de la dieta podrían ser una fuente natural 

de péptidos inhibitorios de la α-glucosidasa [62, 66, 76-79]. 
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Figura 2. Mecanismo de acción de los inhibidores de la α-glucosidasa. Acción 

de la α-glucosidasa en hidratos de carbono (a) En ausencia de inhibidor (b) En 

presencia del inhibidor. AG: α-glucosidasa, inhibidor de la AGI α-glucosidasa. 

Adatado de Patil et al. [66]. 

 
 
 

 Actividad antineurodegenerativa de los péptidos 

 
 
 
La demencia se considera una enfermedad crónica no transmisible [80, 81]. 

Se estima que más de 50 millones de personas en el mundo tienen algún tipo 

demencia y cada año hay 10 millones de casos nuevos, se prevé que la cifra 

de prevalencia de demencia aumente a 82 millones en 2030, generando 

implicaciones sociales y económicas [82]. La enfermedad del Alzheimer (EA) 

es la forma más frecuente de demencia que representa del 60 a 70% de los 



29 
 

casos [83]. Se estima que en Chile 200 mil personas viven con algún tipo de 

demencia, lo que equivale al 1.06% de la población total del país [80].  

La EA es un trastorno progresivo que se caracteriza por la degeneración de 

la función neurológica, lo que resulta en la pérdida de la capacidad cognitiva 

e intelectual, relacionada con la pérdida de la memoria y la concentración [84, 

85]. Uno de los hallazgos importantes asociado con el deterioro de las 

funciones cognitivas y las alteraciones del comportamiento que afectan a los 

pacientes con EA están asociadas con  la reducción de la neurotransmisión 

colinérgica [86]. Se ha propuesto que la presencia de placas de beta amiloide 

(Aβ), los ovillos neurofibrilares y la degeneración/atrofia de las neuronas 

colinérgicas cerebro anterior provocan una disminución de los niveles del 

neurotransmisor acetilcolina (ACh) [87]. La  enzima acetilcolinesterasa (AChE) 

hidroliza rápidamente toda la ACh en colina y acetato, terminado el efeto de 

la acetilcolina ACh en los receptores colinérgicos [88] [89-91]. Por lo tanto, el 

mecanismo de acción de los inhibidores de la acetilcolinesterasa (AChEi), es 

inhibir la acción de la enzima AChE disminuyendo la descomposición de la 

acetilcolina lo que resulta en un incremento de la concentración del 

neurotransmisor acetilcolina aumentando la eficacia de las 

neurotransmisiones colinérgicas [92, 93].  

Una de las estrategias terapéuticas para el tratamiento de la EA es 

contrarrestar el deterioro de la actividad colinérgica en el cerebro usando 

AChEi [94, 95]. Este tipo de molécula inhibidora se puede encontrar dentro de 

la amplia gama de productos naturales, la galantamina, un alcaloide indólico 

de amaryllidaceae, confirmado para el tratamiento de la EA [96]. A pesar del 
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potencial de estos compuestos bioactivos, todavía existe un gran interés en 

encontrar mejores inhibidores de la AChE de fuentes naturales para lograr una 

penetración cerebral más rápida, aplicando métodos de modelado 

farmacofórico basado en la estructura, a partir de los cuales se puede 

desarrollar análogos semisintéticos, por ejemplo, se aisló fisostigmina de las 

semillas de physostigma venenosum y su base molecular química proporcionó 

una plantilla para el desarrollo de rivastigmina mejorando los parámetros 

farmacocinéticos y la eficacia [87, 90]. Los medicamentos que se han 

aprobado como inhibidores de la AchE son la tacrina, rivastigmina, 

donepezilo, galantamina y memantina. Sin embargo, son fármacos sintéticos 

presentan limitaciones como hepatotoxicidad, la corta duración de la acción 

biológica, la baja biodisponibilidad, los efectos secundarios colinérgicos 

adversos en la periferia, las ventanas colinérgicas estrechas, etc. [97]. Por lo 

cual, los pacientes abandonan el tratamiento y por eso existe la necesidad de 

buscar nuevos inhibidores de la AChE con menos efectos secundarios, 

enfocando la atención científica en el área de los péptidos bioactivos como 

fuentes naturales [88, 98, 99]. 

 
 
 

 Actividad antioxidante de los péptidos.  

 
 
 
El gran interés en la actividad antioxidante proviene de estudios 

epidemiológicos que muestran que una mayor ingesta de compuestos 

antioxidantes se asocia con un menor riesgo de mortalidad por enfermedades 
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CV y cánceres [100]. Estas enfermedades crónicas son actualmente unas de 

las principales causas de mortalidad en todo el mundo [60, 101-104] y se 

encuentran relacionadas con el exceso de especies reactivas de oxígeno 

(ROS) [105], las que podrían causar daños al ácido desoxirribonucleico (ADN) 

y proteínas conduciendo a la apoptosis celular. El principal enfoque 

terapéutico para la prevención son los antioxidantes, ya que protegen los 

órganos del daño oxidativo causado por las ROS, minimizando el estrés 

oxidativo y sus consecuencias para el cuerpo humano [106-109]. Por lo tanto, 

para prevenir enfermedades crónicas como CV y el cáncer por estrés 

oxidativo a partir de antioxidantes naturales con efectos beneficiosos en 

términos de implicaciones para la salud. La ingesta de productos naturales 

derivados de los alimentos puede retrasar la aparición de enfermedades al 

reducir el daño oxidativo por lo que se los péptidos bioactivos derivados de 

proteínas se prefieren como alternativas más seguras que sustituyen los 

antioxidantes sintéticos [44, 110-112]. Los mecanismos principales por los que 

actúan los péptidos es por eliminación de radicales libres y quelación de iones 

metálicos [106, 113, 114]. Los ensayos que habitualmente se utilizan para 

evaluar la capacidad antioxidante de los hidrolizados de caseína son el 

método 1,1-difenil-2-picryl hidrazilo (DPPH), ABTS y FRAP [44, 115, 116]. Los 

péptidos bioactivos pueden ejercer actividades antioxidantes 

previniendo/retrasando enfermedades crónicas mejorando la salud humana al 

reducir el daño oxidativo y las respuestas proinflamatorias [105, 114, 117]. Por 

esto el creciente interés por ingesta de proteínas y sus péptidos bioactivos 
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constituyentes como posibles candidatos para actuar como antioxidantes [44, 

104].  

 
 
 

 Actividad antimicrobiana de los péptidos.  
 
 
 
La capacidad antimicrobiana es de particular interés en enfermedades 

crónicas que presentan complicaciones, por ejemplo, úlceras tróficas en 

pacientes con diabetes mellitus donde la terapia antimicrobiana es 

obligatoria [118, 119]. La era antibiótica promovida en la década de los 

cuarenta, ha sido crucial para la medicina moderna y la salud humana [120]. 

El surgimiento de los antibióticos ha permitido el control de enfermedades 

infecciosas y es de particular importancia en enfermedades crónicas 

complicadas como, la ulceración trófica en pacientes con diabetes mellitus 

representando un nuevo enfoque terapéutico para el tratamiento de 

infecciones producidas a largo plazo por microorganismos infecciosos [119, 

121-123]. Desde entonces su producción y uso han sido excesivos, 

ocasionando el aumento de resistencia bacteriana (AMR) [124-126].  

La resistencia a los antimicrobianos (AMR) o farmacorresistencia, es la 

capacidad que tienen los microorganismos de impedir que los antibióticos 

actúen contra ellos. Debido al fenómeno evolutivo natural que experimentan 

estas bacterias, desarrollando mecanismos que les permite sobrevivir en 

presencia de fármacos que habitualmente los dañaban [121, 127]. Por lo que 

es evidente la necesidad de desarrollar nuevos antimicrobianos, lo que ha 
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dirigido al descubrimiento de nuevos antibióticos de origen proteico. Diversos 

estudios muestran actividad antimicrobiana de péptidos derivados de la leche 

y se han identificado principalmente en fragmentos de caseína, β-

lactoglobulina y α-lactalbúmina [57, 128]. Además, la caseína posee actividad 

sobre una amplia gama de bacterias como Streptococcus mutans, Bacillus 

subtilis, Escherichia coli entre otras [7, 52, 129, 130]. Siendo los péptidos una 

alternativa prometedora como agentes terapéuticos para el tratamiento de 

enfermedades infecciosas [53, 57, 119, 122, 131-133]. 

 
 
 

 Métodos de obtención de péptidos.  
 
 
 
Los péptidos bioactivos pueden ser obtenidos de forma endógena durante la 

digestión gastrointestinal in vivo y también pueden producirse de manera in 

vitro mediante métodos como: hidrólisis enzimática, fermentación microbiana 

o una combinación de ambos, y mediante hidrólisis con enzimas digestivas; 

siendo la hidrólisis enzimática una de las principales formas de obtenerlos [52, 

57, 134-136]. Lorenzen y Meisel (2005) demostraron que el trtamiento con 

tripsina de la leche y el yogur antes de la fermentación con cultivos dio como 

resultado la liberación de fracciones ricas en fosfopéptidos[137]. Figura 3.  
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Figura 3. Hidrólisis de proteínas alimentarias por fermentación microbiana o 

por varias enzimas digestivas durante el proceso de digestión, lo que resulta 

en la liberación de péptidos bioactivos. Adaptado de Saavedra et al. [138].  

 
 
 

I. Hidrólisis de caseína para generar péptidos bioactivos 
 
 
 

 Hidrólisis enzimática.  
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La hidrólisis es una reacción química, que implica la escisión de las 

proteínas por ruptura del enlace peptídico [139]. En este método, al material 

proteico de interés se somete a un tratamiento enzimático a un pH, 

temperatura y tiempo específicos [57].Es el método más eficiente y confiable 

para producir péptidos con funcionalidades específicas, debido a que es más 

fácil de escalar, tiene un tiempo de reacción corto y además es posible 

utilizar más de una enzima proteolítica y así obtener péptidos más pequeños 

[104, 140]. El método depende de la fuente de proteínas, el pretratamiento 

del sustrato de proteínas (precalentamiento y adición de solventes) de la 

enzima proteolítica, la relación enzima/proteína (E: P) y de las condiciones 

fisicoquímicas (temperatura, tiempo y pH) [52, 139, 141]. Tabla 3. Las 

tecnologías de hidrólisis enzimática que se han aplicado, son: presiones 

hidrostáticas, ultrasonido y microondas [114, 142, 143].  

Las enzimas habitualmente utilizadas para liberar péptidos de proteínas 

lácteas son de origen animal, como la pepsina, tripsina y quimotripsina; de 

origen vegetal, como la papaína y la bromelaína; y las de origen microbiano, 

como la proteinasa K o la termolisina. Las enzimas se clasifican en función de 

su centro activo, del mecanismo de acción y de su estructura tridimensional. 

Las peptidasas y exopeptidasas hidrolizan los aminoácidos o dipéptidos de 

los extremos amino carboxílico terminales. Las proteinasas o endopeptidasas 

hidrolizan los enlaces peptídicos internos de la proteína [7]. La composición 

final de hidrolizado de proteínas depende casi en su totalidad de la 

especificidad de la proteasa que se utiliza. La especificidad de la proteasa se 

define como el tipo o tipos de AA junto a los cuales la enzima puede hidrolizar 
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el enlace peptídico que afecta la longitud del péptido, así como la composición 

y secuencia de aminoácidos, lo que a su vez influye en la actividad biológica 

de los hidrolizados [42, 59, 140, 144]. Se hidroliza una gran variedad de 

péptidos durante la digestión gastrointestinal, algunos de estos péptidos 

comparten características estructurales con los péptidos endógenos que 

actúan en el organismo como hormonas, neurotransmisores o péptidos 

reguladores [145]. Debido a las complejas reacciones que ocurren durante los 

procesos proteolíticos la identificación y caracterización de los péptidos 

endógenos se ha enfrentado a muchos retos y limitaciones en cuanto a su 

eficacia y acciones fisiológicos [146]. Por lo tanto, numerosos estudios han 

realizado el aislamiento y la caracterización de péptidos bioactivos 

principalmente de digeridos in vitro de proteínas lácteas. Para ello se ha 

empleado las enzimas responsables de la digestión gastrointestinal como la 

pepsina del estómago y la tripsina y quimotripsina pancreáticas, simulando las 

condiciones gastrointestinales en la liberación de péptidos con actividad 

biológica [7]. Siendo la tripsina bovina específica para los enlaces peptídicos 

en los cuales el grupo carbonilo es cedido por la Lys o la Arg [42], por ejemplo, 

del hidrolizado de caseína con tripsina se obtuvo el péptido con capacidad 

antioxidante cuya secuencia de aminoácidos fue Tyr-Phe-Tyr-Pro-Glu-Leu 

(YFYPEL) [147]. La pepsina rompe los enlaces peptídicos X-Y en los que X 

es un aminoácido hidrófobo (Phe o Leu, y menos específico Glu), tiene 

preferencia por escindirse después de aminoácidos aromáticos o carboxílicos 

[146], por ejemplo, Sornwatana et al. (2014) obtuvo el péptido (Asp-Glu-Asn-

Ser-Lys-Phe) a partir de la proteína de fruta mediante la digestión con pepsina 
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[148]. La quimiotripsina por su lado hidroliza los enlaces peptídicos de las 

proteínas alimentarias, en el lado carboxilo de cadenas laterales aromáticas o 

hidrófobas grandes y principalmente da como resultado la liberación de 

péptidos con los aminoácidos His, Ala, Val, Leu, Tyr, Phe, Trp y Pro C-

terminal[149]. Por ejemplo, se hidrolizó con quimotripsina la proteína de marco 

de lenguado de aleta amarilla, un desecho del proceso de fabricación del 

pescado, se obtuvieron hidrolizados YFP cuya secuencia de aminoácidos 

determinó como Met-Ile-Phe-Pro-Gly-Ala-Gly-Gly-Pro-Glu-Leu compuesta por 

aminoácidos de naturaleza hidrofóbica [150]. La especificidad de la papaína 

hacia los aminoácidos hidrófobos en la posición P2 proporcionaría a los 

péptidos un residuo de aminoácido hidrófobo en la penúltima posición C-

terminal, que podría encajar bien en el subsitio S1 'de la ECA y promover así 

la actividad inhibidora [151]. Alcalase® muestra una baja especificidad, pero 

escinde preferentemente enlaces peptídicos en el extremo C-terminal de los 

residuos de aminoácidos hidrófobos[149]. Por ejemplo, se demostró que 

después de un tiempo de inducción de hidrólisis a 5 h de la proteína de suero 

con Alcalase®, se produjo el hidrolizado WPI con la activida reductora de 

radicales libres [152] .Se realizó la hidrólisis con papaína, pepsina y tripsina 

en las condiciones óptimas para cada enzima, es decir a pH 6, pH 3 y pH 8 

respectivamente, relación E:P de 1:200, temperatura de 37 °C y tiempo de 4 

h [151]. Los procesos enzimáticos se prefieren a los métodos químicos debido 

a su capacidad para tener lugar en condiciones fisiológicas, no 

desnaturalizantes [7, 153]. 
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Tabla 3. Condiciones empleadas para la hidrólisis enzimática 
 
 
 

Enzima Buffer pH/E:S 
(p/p) 

Temperatura 
(°C) 

Referencia 

Quimotripsina 0.02 M 8.0/1:100 25 [59] 
Tripsina 0.05 M Tris HCl 8.0/1:100 37 [151] 
Pepsina 0.01 M Glicina-

HCl 
2.0/1:200 37 [151] 

Pancreatina 0,1 M NaHCO3 7.5/1:20 37 [154] 
Papaína 0.2 M Fosfato 6.0/1.200 37 [151] 
Proteinasa K  7.5/1:20 37 [140] 
Alcalasa Caldo de cultivo 8.5/2:100 65 [152] 

 
Aromazina  8.0/1:20 50 [140] 
Termolisina Caldo de cultivo 8.0/1:20 50 [140] 

 
 
 

 Fermentación microbiana  
 
 
 
Esta fermentación es realizada principalmente por las bacterias ácido láctico 

de la leche. Lactobacillus spp. es uno de los géneros más utilizados para la 

fermentación de proteínas alimentarias para liberar péptidos bioactivos [58]. 

Estudios han demostrado que cepas de la especie Lactobacillus helveticus 

son capaces de liberar péptidos antihipertensivos [30] y tienen un efecto 

positivo en la liberación de péptidos, el proceso implica el cultivo de estos 

microorganismos en sustratos de proteína [104]. La bacteria debe estar en 

fase de crecimiento para secretar sus enzimas proteolíticas en el material 

proteico y liberar péptidos [155, 156]. El grado de hidrólisis en este proceso 

depende del tipo de la cepa bacteriana, el tiempo de fermentación y el tipo de 

proteína [57, 104]. 
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II. Digestión de caseína para la generación de péptidos bioactivos 
 
 
 

 Digestión gastrointestinal 
 
 
 
La digestión gastrointestinal es un proceso complejo esencial para la salud de 

los seres vivos, debido a la necesidad de extraer eficientemente la cantidad 

óptima de nutrientes y compuestos bioactivos de los alimentos, para el 

mantenimiento, crecimiento celular y como fuente de energía [157]. Los dos 

procesos principales que ocurren son: la rotura mecánica del alimento para 

producir partículas más pequeñas y la digestión enzimática donde las 

macromoléculas se degradan a moléculas más simples que pueden ser 

absorbidas por el organismo [25, 38]. 

Las proteínas representan una rica fuente de péptidos que es posible 

obtenerlos in vivo durante el proceso de digestión gastrointestinal mediante 

enzimas gastrointestinales, peptidasas de membrana del borde en cepillo [35] 

y proteasas bacterianas de la microbiota intestinal [106]. Sin embargo, 

algunas regiones específicas de proteínas han demostrado ser resistentes a 

los fenómenos digestivos [35]. Por lo que la determinación del contenido de 

péptidos bioactivos directamente de las proteínas alimenticias no es suficiente 

para predecir los posibles efectos in vivo, ya que los péptidos durante el paso 

al sistema sanguíneo pueden sufrir transformaciones fisiológicas, y por lo 

tanto las secuencias peptídicas originales liberadas de las proteínas 

alimentarias, pueden ser modificadas, pudiendo generar fragmentos inactivos 

o con una mayor actividad que su secuencia precursora [158]. El posible 
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efecto beneficioso depende de su capacidad de llegar intactos a los órganos 

donde llevaran a cabo su función debiendo cruzar una serie de barreras que 

deben evitar para no ser inactivados [15, 159, 160]. La eficacia nutricional de 

los productos alimentarios puede anticiparse mediante la simulación de lo que 

acontece en el tracto gastrointestinal. Siendo los estudios in vitro una 

alternativa acertada para evaluar la funcionalidad de los péptidos por estar 

basados en mecanismos biológicos. Sin embargo, sigue siendo difícil 

establecer una relación directa entre la actividad biológica in vitro y el efecto 

in vivo [159, 161]. Ver figura 4. 

El mayor interés por las implicaciones en la salud de determinados 

alimentos, las recomendaciones nutricionales y la evidencia científica de 

presencia de compuestos bioactivos en los alimentos, todos motivados por 

ciertos componentes asociados con la prevención/tratamiento de 

enfermedades crónicas [8, 15, 162], ha despertado el interés en cómo se 

digieren estos alimentos, lo que ha conllevado al desarrollo de una amplia 

gama de métodos de digestión simulada, convirtiéndose en un desafío para 

las ciencias de la nutrición y las ciencias e industrias alimentarias [157].  

En las últimas décadas se han desarrollado varios métodos de digestión in 

vitro que simulan las condiciones gastrointestinales fisiológicas de cada etapa, 

como: temperatura, tiempo de incubación, agitación, pH, composición 

enzimática y química de los fluidos gastrointestinales [40]. Los modelos de 

simulación gastrointestinal pueden clasificarse en estáticos y dinámicos, 

siendo los modelos estáticos técnicas simples y comprenden dos o tres etapas 
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de la digestión oral, gástrica e intestinal in vivo cuyos productos permanecen 

en gran medida inmóviles en un solo biorreactor que utiliza condiciones fijas 

al comienzo del experimento [163, 164]. Sin embargo, estos modelos son 

limitados ya que hay parámetros que quedarán fuera como el vaciado 

gástrico, absorción de nutrientes, movimientos peristálticos, cambios 

químicos entre otros factores que influyen en la biodisponibilidad de un 

compuesto activo [37, 40, 164].  

La digestión gastrointestinal de las proteínas se inicia en el estómago por la 

pepsina, lipasa gástrica y el bajo pH. Luego, en el lumen intestinal la presencia 

de enzimas pancreáticas como tripsina, pancreatina, quimotripsina y lipasa 

intestinal, además de las peptidasas de membrana y proteasas bacterianas, 

son los responsables de la digestión de péptidos [15, 159, 165]. Los 

oligopéptidos producidos por acción de las enzimas gástricas y pancreáticas 

pueden absorberse en el tracto digestivo y ser transportados por el torrente 

circulatorio ejerciendo su actividad sin haber sido hidrolizados [17, 166]. 

Algunos péptidos después de ser absorbidos por los enterocitos pueden 

degradarse aún más por las peptidasas en la membrana intestinal de borde 

en cepillo generando dipéptidos y tripéptidos antes de ingresar al torrente 

sanguíneo o al sistema linfático pudiendo absorberse por portadores y ejercer 

su bioactividad en los órganos diana [15, 157, 167]. Posteriormente, los 

péptidos no digeridos y/o no absorbidos en el estómago ni en el intestino 

delgado entran al intestino grueso donde son metabolizados por numerosas 

enzimas microbianas, especialmente los géneros Lactobacillus y 
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Bifidobacterium, las cuales en su mayoría colonizan el intestino grueso o colon 

y pueden diferir según la dieta [168-171].  

Para llevar a cabo el presente estudio, se utilizó el método armonizado de 

digestión in vitro estático, desarrollado por INFOGEST FA1005 descrito por 

Minekus et al. [37].  

 
 
 

 
 
 
Figura 4. Barreras potenciales de activación o inactivación de las proteínas 

durante la digestión y absorción gastrointestinal. Adaptado de Dávila et al. 

(2013) y Segura et al. (2010) [159, 171] 
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 Determinación analítica de péptidos.  
 
 
 
Lo principal para el análisis de proteínas es la separación siendo el método 

de elección la electroforesis. Sin embargo, esta técnica no facilita la extracción 

de proteínas visualizadas en geles de poliacrilamida limitándose a parámetros 

como tamaño y carga [172]. Por otro lado, está la cromatografía líquida de alta 

eficiencia (HPLC) un enfoque que se usa típicamente para proteínas digeridas 

proteolíticamente: separación rápida de péptidos, alta sensibilidad y 

resolución, la técnica, sin embargo, es relativamente cara, no es adecuada 

para el análisis basado en cromatografía líquida-espectrometría de masas 

(LC-MS) de mezclas a gran escala [173] y debido a una digestión previa 

algunas propiedades pueden variar y ya no pueden analizarse como la 

polaridad, la solubilidad y propiedades correspondientes [172]. Siendo la 

cromatografía de capa fina de alta eficiencia (HPTLC) la herramienta que 

permite la separación de una amplia gama de analitos desde simples 

aminoácidos hasta péptidos y proteínas, pasando por moléculas de fármacos, 

alcaloides, fenoles, indoles, vitaminas y compuestos quirales [172, 174, 175]. 

Es especialmente adecuada para pruebas de detección en las que se puede 

evitar el pretratamiento de los analitos [176] y junto con otras técnicas como 

la espectrometría de masas (HPTLC-MS) hace que esta técnica sea el método 

de elección [174]. 
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 Separación de péptidos mediante HPTLC. 
 
 
 
La HPTLC podría usarse como una alternativa o complemento al uso de la 

HPLC para las separaciones de péptidos pequeños e hidrófilos [177, 178]. 

Esta técnica ha tenido prioridad sobre otros métodos cromatográficos, como 

HPLC o cromatografía de gases (GC) debido al bajo costo, simplicidad, 

flexibilidad y accesibilidad [179]. Aunque la HPTLC tiene un poder de 

separación menor en comparación con el HPLC y la GC, ofrece varias 

opciones para la mejora poscromatográfica de la resolución como, las 

derivatizaciones selectivas o filtros electrónicos que compensan una limitada 

eficiencia de separación [180]. La HPTLC ha demostrado ser adecuada para 

la separación y el posterior análisis de efectos mediante la aplicación de 

bioensayos in situ (sobre la superficie de la placa), basándose en la retención 

de compuestos sobre la superficie de sílice [181]. La HPTLC tiene muchas 

ventajas que son cruciales para la biodetección, por ejemplo: es el único 

método cromatográfico que permite la presentación de resultados por medio 

de cromatogramas o (bio) autogramas; las muestras sembradas en una 

misma placa se pueden comparar una al lado de a otra; es posible cambiar 

muchos parámetros durante el proceso cromatográfico que influyen en la 

resolución; guardar/almacenar una separación en una placa de TLC. [182-

184]. Esta metodología además de detectar compuestos activos sobre la 

placa permite analizar el cromatograma mediante varios procedimientos de 

detección post cromatográfica altamente dirigidos: (1) derivatización química, 

reactivos específicos; (2) uso de análisis guiados por bioactividad, dirigidos a 
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los efectos (EDA) de los compuestos activos; (3) registro de espectros de 

masas, identificación de estos compuestos por medio del acoplamiento en 

línea de la cromatografía con la espectrometría de masas (HPTLC-MS) [180, 

185].  

Esta técnica se considera un procedimiento de alto rendimiento ya que se 

requiere poca cantidad de muestra para el análisis; un alto número de 

muestras pueden separarse en paralelo en una misma placa; ofrece una mejor 

precisión y exactitud causada por el análisis simultáneo; se obtienen 

resultados rápidos, todas las muestras en la placa se analizan en el mismo 

tiempo y bajo las mismas condiciones y baja sensibilidad a las impurezas [182, 

186]. El análisis por HPTLC está influenciado por parámetros como, la fase 

estacionaria plana abierta, el disolvente y el uso de modificadores y la 

optimización implica la caracterización de la muestra, conocer las propiedades 

fisicoquímicas de los analitos, el tamaño de la molécula, así como la 

solubilidad en disolventes [100, 172].  

 
 
 

 Bioensayo. 

 
 
 
Entre las numerosas aplicaciones de la HPTLC está, su empleo en el análisis 

de efecto directo (EDA) y el acoplamiento a cualquier sistema de 

cromatografía líquida/ espectrometría de masas (LC/MS) para la 

cuantificación [180]. EDA es el método de elección más rápido y menos 

costoso para el análisis de matrices complejas para detectar y descubrir 



46 
 

moléculas bioactivas con potencial farmacológico, considerado un paso 

necesario antes de realizar cualquier estudio farmacológico in vivo [182, 184, 

185]. El acoplamiento de la HPTLC junto con la detección biológica 

proporciona información sobre sustancias con bioactividad y la selección 

rápida de un gran número de muestras para la bioactividad antibacteriana, 

antimicótica, antioxidante, inhibición de enzimas, etc. que pueden realizarse 

directamente in situ en la placa de HPTLC [100, 185, 187]. Los bioensayos 

utilizados para HPTLC-EDA han permitido el cribado rápido de un gran 

número de muestras para determinar la actividad biológica por ejemplo, 

antibacterianos, antioxidantes, antimicóticos e inhibidores enzimáticos y el 

aislamiento de compuestos activos nuevos [180, 184].  Esto es gracias a que 

HPTLC es un sistema abierto, plano que permite la eliminación completa de 

los solventes orgánicos antes de la detección biológica evitando la 

inactivación de las enzimas o la muerte de los organismos vivos, haciéndolo 

compatible con varios ensayos [74, 100, 109]. Las condiciones de la 

biodetección también pueden modificarse fácilmente, como es el tiempo, la 

temperatura y humedad [182]. 

Esta combinación de técnicas se ha convertido en una herramienta 

indispensable en el análisis enfocado a efectos arrojando un perfil químico 

característico de los compuestos separados por este método para su 

identificación, lo que ha aumentado su aplicación en la actualidad para el 

análisis de compuestos de baja masa molecular de muestras ambientales, 

farmacéuticas y alimentarias complejas [179, 182, 188-192]. 
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Por todas las ventajas y características que propone esta metodología se 

eligió emplear la plataforma HPTLC-Bioensayo para la detecció de péptidos 

inhibidores de las enzimas α-glucosidasa, acetilcolinesterasa, péptidos con 

capacidad antioxidante y actividad antibacteriana. 



 
 

2 HIPÓTESIS DE TRABAJO. 
 
 
 
La hipótesis planteada en este proyecto es: 

 

Durante la digestión gastrointestinal de caseína se generan péptidos con 

actividad biológica. 

 

 



 
 

3 OBJETIVOS.  
 
 
 

 Objetivo general. 
 
 
 
Determinar la liberación de péptidos bioactivos durante la digestión 

gastrointestinal in vitro aplicando HPTLC-bioensayo. 

 
 
 

 Objetivos específicos. 
 
 
 

• Aplicar y obtener péptidos bioactivos de caseína a partir del método de 

digestión gastrointestinal in vitro estático estandarizado  

• Obtener y separar péptidos de caseína con enzimas digestivas 

mediante HPTLC. 

• Evaluar la bioactividad de los péptidos generados durante la simulación 

gastrointestinal a través de ensayos de la capacidad antioxidante, 

antibacteriana e inhibición enzimática (α-glucosidasa y 

acetilcolinesterasa) utilizando la plataforma HPTLC-Bioensayo 

• Evaluar el efecto de cada etapa de la simulación gastrointestinal in vitro 

en la formación y bioactividad de los péptidos formados.  



 
 

4 MATERIALES Y MÉTODOS. 
 
 
 

 Reactivos y sustancias químicas. 
 
 
 
Muestras y estándares farmacéuticos: Caseína de leche bovina, acarbosa 

(≥98.0%), clorhidrato de donepezilo (≥98.0%) y clorhidrato de oxitetraciclina 

(≥95.0 %), fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis MO, USA).  

Reactivos: Fosfato di-sódico (Na2HPO4), cloruro de potasio (KCl), fosfato 

dipotásico (K2HPO4), potasio dihidrógeno fosfato (KH2 PO4), cloruro de sodio 

(NaCl) se obtuvieron en Scharlau (Barcelona, España). Bicarbonato de 

amonio (NH4HCO3), cloruro de calcio (CaCl2), cloruro de magnesio hexahidrato 

(MgCl2 (H2O)6), carbonato de amonio ((NH4)2CO3), carbonato de sodio 

(Na2CO3), bicarbonato de sodio (NaHCO3), hidróxido de sodio (NaOH) se 

adquirieron en Merck (Darmstadt, Alemania). Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-

2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), sal Fast 

Blue B, dithioerythritol (DTE), iodoacetamida (IAA), acetato de 1-naftilo y 

fluorescamina se adquirieron de Sigma-Aldrich. 2-nafil-α-D-glucopiranosido 

Gold Biotechnology® (St. Louis, USA). Agua ultra-pura (18.2 MΩ cm) fue 

producido por medio del sistema Simplicity de Millipore (Bedford, MA, USA). 

Solventes: Metanol, 2-propanol, n-butanol, acetonitrilo, ninhidrina 0.2% p/v en 

etanol, ácido fórmico, ácido clorhídrico (HCl), amoníaco 35% v/v, trietilamina 

y piridina. Todos los solventes fueron grado HPLC adquiridos de Merck. La 

cromatografía se realizó en placas de HPTLC sílica gel 60 F254 y ProteChrom. 
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Enzimas: Pepsina de la mucosa gástrica porcina (EC 3.4.23.1), pancreatina 

de páncreas porcino 4x USP (EC 232.468.9), tripsina del páncreas bovino 

20000 E/g se adquirieron de Sigma-Aldrich (St. Louis MO, USA). La enzima 

α-glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae (EC 3.2.1.20), 

acetilcolinesterasa de Electrophorus electricus (EC 3.1.1.7) y bilis bovina 

(B3883-25G) fueron adquiridas de Sigma-Aldrich. 

Cepas bacterianas y medios de cultivo: Las cepas bacterianas utilizadas en 

los bioensayos fueron la bacteria probiótica L. plantarum J16 CECT 8944 [193] 

y la bacteria Bacillus subtilis, una cepa ambiental aislada del cepario del 

Laboratorio de Microbiología de la facultad de medicina de la Universidad de 

Concepción. El medio de cultivo de Mann Rogosa  Sharpe (M.R.S) se obtuvo 

de Sigma-Aldrich (St. Louis MO, USA) y el caldo Müller Hilton Difco y el agar 

se adquirieron de Becton (Sparks, EE. UU.).  

 
 
 

 Producción de péptidos de caseína mediante hidrólisis enzimática.  
 
 
 
Se utilizaron dos métodos de hidrólisis enzimáticos para la obtención de 

péptidos a partir de la caseína, empleando tres enzimas digestivas, pepsina, 

pancreatina y tripsina. Las condiciones óptimas fisiológicas como buffer, pH, 

tiempo y temperatura se tienen en cuenta para cada una en particular. Tabla 

4. 

La  hidrólisis de caseína con pepsina y pepsina-pancreatina se llevó a cabo 

con el protocolo descrito por [194]. La caseína fue solubilizada en 25 mL de 
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buffer bicarbonato de amonio (NH4HCO3) 0.05 M a una concentración de 40 

mg/mL. Para ello, cada enzima se disolvió por separado. Pepsina fue 

preparada a una concentración de 240 g/L en buffer IES (50 g/L NaCl, 6 g/L 

de KCl y 3 g/L de CaCl2). La pancreatina se disolvió (40 g/L) en buffer GES 

(6.8 g/L NaCl, 2.2 g/L de KCl, 12 g/L NaHCO3) y 2.2 g/L CaCl2). Inicialmente, 

la hidrólisis se llevó a cabo con pepsina. El pH fue ajustando a 2 con HCl, 1 

M. La reacción se inició con la adición de 312 µL de la enzima a la solución 

de caseína para alcanzar una relación enzima: proteína de 1:13 Las muestras 

fueron incubadas durante 2 horas a 37° C en la estufa y a 150 rpm de agitación 

con agitador Orbital (Boeco, Alemania). La enzima se inactivó por elevación 

del pH a 7 con NaOH 1 M [7, 35].  

Posteriormente, para la hidrólisis consecutiva de pepsina-pancreatina se 

repitió el mismo procedimiento anterior. Se adicionó 575 µL de pancreatina 

para alcanzar una relación enzima: proteína de 1:43 y fue incubada con 

agitación 150 rpm durante 2 horas a 37º C. La reacción fue inactivada a 95ºC 

por 10 minutos. Simultáneamente, se prepararon los blancos de cada 

hidrólisis que consistían en la mezcla de la enzima, sin proteína de sustrato 

para descartar la influencia de los reactivos en la digestión de caseína. Las 

muestras fueron centrifugadas a 1200 x g durante 10 minutos y almacenadas 

a -20ºC hasta su posterior análisis [7, 35]. Ver figura 5. 

La hidrólisis de caseína con tripsina, se realizó de manera similar al 

procedimiento descrito por Deng et al. [144] con algunas modificaciones. 

Brevemente, la caseína fue disuelta en 1 mL de buffer NH4HCO3, 0.05 M a 

una concentración de 0.1mg/mL, y se ajustó a pH 8. Luego, se añadió 12 µL 
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Dithioerythritol (DTE) (0.1 M en agua ultra pura), y se incubó durante 5 minutos 

a 95°C. Luego, que la solución llegue a temperatura ambiente se añadió 24 

µL de iodoacetamida (IAA) (0.1 M en agua ultra pura) y se incubó durante 15 

minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. La tripsina se preparó en 

buffer NH4HCO3 a una concentración de 0.5 mg/mL. La reacción se inició con 

la adición de 20 µL de tripsina a la solución de caseína para alcanzar una 

relación enzima: proteína de 1:10 [p/p], la mezcla fue incubada a 37ºC por 7 

horas. La reacción fue detenida adicionando 10 µL de ácido fórmico. La 

muestra hidrolizada fue almacenada a -20° C hasta su posterior análisis.  
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Figura 5. Procedimiento de hidrólisis enzimática de la caseína.   

 
 
 

 Optimización de la fase móvil. 
 
 
 
Una vez obtenidos los péptidos, se procedió a la separación y detección de 

éstos. Para lo cual fue necesario establecer un sistema de separación 

cromatográfico, con un amplio rango de polaridad, teniendo en cuenta la 

posible variabilidad de los péptidos obtenidos. Se probaron distintas fases 

móviles descritas en bibliografía que permitan la separación de la mayor 
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cantidad de péptidos en la matriz de las digestiones y agentes derivatizantes 

para la detección [172, 178, 186, 195].  

La optimización de la fase móvil se realizó de acuerdo al triángulo de 

selectividad de solvente de Snyder, que se trata de un esquema de cuatro 

niveles y la metodología seguida por Billler et al. [172] con algunas 

modificaciones. Este esquema de trabajo busca combinar diversos solventes, 

que aporten diferentes propiedades a la mezcla. En nivel uno, se propone la 

mezcla de solventes puros, estas fases móviles consisten en solventes 100% 

orgánicos, no hay separación, con factores de retardo (Rf) inferiores a 0.1; en 

el nivel dos, se propone agregar agua como componente polar; en el nivel 

tres, del esquema se debe agregar un modificador que pueden ser ácidos o 

bases, siendo el uso del modificador esencial para una buena separación, y 

finalmente en el nivel cuatro se hace el ajuste con combinaciones de la mezcla 

de solventes. La clasificación de solventes comunes para cromatografía TLC 

de Snyder está basado en interacciones intermoleculares específicas, 

capacidad de aceptación/donación de protones y el momento dipolar [196]. 

 
 
 

 Análisis de péptidos de caseína mediante HPTLC  
 
 
 
Las separaciones de los péptidos se realizan mediante la plataforma HPTLC 

utilizando el sistema CAMAG (Muttenz, Suiza), se emplearon placas HPTLC, 

sílica Gel 60 F254. Para el tratamiento de las placas estas fueron prelavadas 

una vez con metanol y activadas durante 30 minutos a 100ºC en una placa 
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calefactora (CAMAG TLC). Para la siembra de las muestras se utilizó una 

placa de 10x10 cm, sobre la cual se aplicaron las muestras por duplicado, 

dividiendo la placa en dos secciones: la primera sección se usó para 

derivatización y la segunda para bioensayo. Las placas se cortaron con el 

cortador de placas smartCUT (CAMAG, Muttenz, Suiza) de 5 cm de ancho y 

10 cm de largo. Se sembró la muestra digerida a 7 mm desde el borde 

izquierdo y 7 mm desde el borde inferior. El volumen de sembrado de las 

muestras fue de 10-12 µL como bandas de 6-7 mm (para obtener bandas 

definidas), a una distancia entre bandas de 5 mm (los espacios y el tamaño 

de la placa se ajustaron de acuerdo al número de muestras) y una velocidad 

de dosificación de 50 nL/s, bajo un flujo de nitrógeno utilizando un inyector de 

muestras automático de HPTLC (ATS4). La separación se llevó a cabo 

utilizando una cámara de desarrollo múltiple automatizado (ACD2). La fase 

móvil elegida se dejó migrar hasta una distancia de migración de 9 cm (esta 

pudo variar en algunas separaciones). Finalmente, las placas fueron secadas 

a 90° C por 30 minutos para evaporación completa de solventes.  

Para la detección post-cromatográfico de los péptidos, se realizaron diferentes 

procedimientos de derivatización, usando un dispositivo de inmersión 

(Inmersión Device III CAMAG). Para la detección mediante el primer enfoque, 

las placas secas se sumergen en solución reactivo I, Fluorescamina (0.02% 

p/v en acetona), se dejaron secar durante 20 minutos a 90° C en una placa 

calefactora, después las placas fueron sumergidas en la solución reactivo II; 

trietilamina (10% v/v en acetona) y se dejaron secar a 90° C durante 20 

minutos de acuerdo al procedimiento descrito por Panchagnula et al. [186] con 
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algunas modificaciones. Los péptidos se detectaron con longitudes de onda 

de 366 nm (bandas fluorescentes azules), utilizando un sistema de 

documentación fotográfica CAMAG Reprostar 3. En un segundo enfoque, la 

placa desarrollada fue derivatizada con una solución de ninhidrina (0.2% p/v 

en etanol), y luego secadas a 70° C durante 5 minutos (bandas violetas) y se 

realiza la detección en longitudes de onda visible. [178].  

 
 
 

 Bioensayo en placa HPTLC para evaluar bioactividad de péptidos. 
 
 
 

 Actividad inhibitoria sobre la enzima α -glucosidasa.  
 
 
 
La actividad inhibidora sobre la α-glucosidasa fue determinada por el método 

de diazotización implementado por Galarce et al. [70]. Este ensayo se basa 

en la determinación de la escisión de 2-naftil-α-D-glucopiranósido por la 

enzima α-glucosidasa. El β-naftol formado reacciona con la sal Fast Blue, para 

dar un colorante púrpura en la placa HPTLC [197]. Los péptidos con actividad 

sobre la α-glucosidasa inhiben la acción de la enzima, bloqueando la 

formación de β-naftol, de esta manera evitarían la digestión de varios 

carbohidratos complejos [59]. (Ver reacción Figura 6). 

Para la detección del efecto inhibidor sobre la enzima α-glucosidasa en la 

fracción de placa dispuesta para bioensayo. La placa una vez desarrollada y 

secada se neutralizó con buffer fosfato (0.1 M) ajustado a pH 7, y secada a 

115° C por 5 minutos. Luego, la placa fue sumergida en solución de sustrato 
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2-naftil-α-D-glucopiranósido (4.1 mM en metanol), y fue secada durante 15 

minutos a 60° C en placa calefactora. La reacción enzimática se inició, al 

sumergir la placa en solución de enzima α-glucosidasa (0.125 U/100µL en 

buffer fosfato 0.1 M, pH 7.4), y luego incubada durante 15 minutos a 37°C en 

cámara de incubación implementada en el laboratorio, la que contiene en el 

fondo papel humedecido con agua ultrapura para atmósfera de humedad, 

evitando el contacto de la placa con el fondo del recipiente. Finalmente, la 

placa fue atomizada con la solución reveladora Fast Blue (2.4 mM en agua 

ultra pura), mediante un pulverizador TLC (Merck) y posteriormente secadas 

a temperatura ambiente, hasta observar un color púrpura. Las bandas de 

inhibición sobre la placa se observaron decoloradas sobre el fondo purpura. 

La fotodumentación de los péptidos inhibidores en la placa fue realizada bajo 

iluminación (reflectancia) con luz blanca. Como control positivo de inhibición 

de α-glucosidasa fue utilizado el inhibidor acarbosa (5 mg/mL en metanol), 

que se sembró un volumen de 5 µL en paralelo.  
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Figura 6. Reacción de diazotación para la detección de inhibición de α-

glucosidasa. Adaptado de Marston (2011). [100]. 

 
 
 

 Actividad inhibitoria sobre la enzima acetilcolinesterasa a través 

de HPTLC-AchE. 

 
 
 
La actividad inhibidora sobre la AchE fue determinada mediante el método de 

diazotización que utiliza 2-naftil-α-D-glucopiranósido como sustrato y sal Fast 

Blue B como reactivo de derivatización implementado por Galarce et al. [87] 

En este ensayo la enzima reacciona con acetato de 1-naftilo para producir 1-

naftol. El 1-naftol que se forma reacciona con sal Fast Blue, para dar un 

colorante diazo de color púrpura (ver reacción Figura 7). Para el ensayo de la 
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enzima AchE, la placa fue neutralizada en buffer fosfato 0.1 M pH 7.4 y por 5 

minutos y secada a 115°C. Después la placa fue sumergida en solución de 

sustrato 1-naftil acetato (6.7 mM en etanol), y secada durante 20 minutos a 

70°C en placa calefactora. La reacción enzimática se inició al sumergir la 

placa en la solución de enzima AchE (0.25 U/100 µL en buffer fosfato 0.1 M 

pH 7.4) y luego se incubó en la cámara de incubación implementada durante 

15 minutos a 37°C. Finalmente, se atomizó sobre la placa Fast Blue (1.58 mM 

en agua ultra pura), y fue secada a temperatura ambiente, hasta observar en 

la placa un color púrpura que contrasta con las zonas de inhibición 

decoloradas. Como control positivo de inhibición de acetilcolinesterasa fue 

sembrado 5 µL de donepezilo (100 mg/L en metanol) en paralelo. La imagen 

de los péptidos inhibidores en la placa se documentó bajo iluminación 

(reflectancia) con luz blanca. 

 
 
 



61 
 

 

 
 
Figura 7. Reacción de diazotación para la detección de inhibición de 

acetilcolinesterasa con acetato de 1-naftilo. Adaptado de Dewanjee et al. 

[197]. 

 
 
 

 Capacidad antioxidante.  
 
 
 
La determinación de compuestos con capacidad antioxidante se realizó 

aplicando el método DPPH* in situ, usando la metodología propuesta por 

Móricz et al. [187] con algunas modificaciones. Para esto, se sembraron las 

muestras digeridas en placas HPTLC, para luego ser desarrolladas y secadas 

como se describió en el punto 5.4. La placa fue neutralizada con buffer fosfato 

0.1 M pH 7.4 y secada durante 5 minutos a 115°C. Posteriormente, las placas 

fueron sumergidas en la solución de 2.2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH*) al 0.2 



62 
 

% p/v en metanol, se dejó secar por 30 segundos a 60 °C en estufa y se incubó 

por 30 minutos en oscuridad. Este método de detección es guiado por la 

reducción-decoloración del radical DPPH sobre la placa (Ver reacción Figura 

8). Zonas decoloradas sobre fondo púrpura indican estabilización del radical, 

por tanto, la presencia de analitos con capacidad antioxidante. La 

documentación se realizó con luz blanca (modo transmitancia).  

 
 
 

 

 
 
Figura 8. Reacción del radical 2,2-difenil-1-picrylhydrazyl (DPPH) con 

eliminadores de radicales. Adatado de Marston (2011) [100]. 

 
 
 

 Bioautografía directa para detectar actividad antibacteriana de los 

péptidos de caseína.  
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 Actividad inhibitoria contra la bacteria L. plantarum J16 y B. 

subtilis mediante HPTLC-Bioautografía. 

 
 
 
La actividad inhibitoria contra bacterias se utilizó siguiendo el método descrito 

por Jamshidi-Aidji y Morlock [198] con algunas modificaciones. Para la sepa 

B. subtilis la suspensión celular se preparó a partir de una colonia inoculada 

en caldo de Müller Hilton, e incubado por 48 h a 37ºC. De la suspensión 

bacteriana 106 UFC/mL se realizó un inóculo para llegar a una concentración 

de OD600 0.05-1.0 en caldo Müller Hilton las cuales fueron incubadas a 37° 

C por 7 horas, para alcanzar la fase exponencial. Las UFC/mL se monitorizó 

durante la incubación midiendo la densidad óptica (OD) a 600 nm, en un 

espectrómetro (Tecan NanoQuant Infinite M200-PRO). Los rangos utilizados 

fueron 106 – 108 UFC/mL y 1.0 x 106 – 1.0 x 107 respectivamente. Para la sepa 

L. plantarum J16 se utilizó un inoculo de 109 UFC/mL de la cepa L. plantarum 

J16 y se inoculó en caldo de cultivo M.R.S, luego se dejó incubar durante 24 

horas a 37° C (preincubación para cultivo inicial). De la suspensión bacteriana 

109 UFC/mL, se realizó un inoculo para llegar a una concentración de (OD600 

0.013-0.075), las cuales fueron incubadas a 37° C durante 8 horas, para 

alcanzar la fase exponencial (incubación para activar formas vegetativas). 

Para la detección de compuestos con efecto antibacteriano las placas fueron 

sumergidas en buffer fosfato (0.1 M) pH 7.4, y luego secadas por 5 minutos a 

115° C. Una vez seca la placa se sumergió automáticamente en cada 

suspensión bacteriana utilizando el dispositivo de inmersión a una velocidad 
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de inmersión de 3.5 cm/s y un tiempo de inmersión de 6 s. Luego, las placas 

con B. subtilis y L. plantarum J16 se incubaron durante 7 h y 3 h 

respectivamente a 37°C en cámara húmeda, transcurrido este tiempo se dejó 

secar a temperatura ambiente y se atomizó con solución de bromuro de 

tetrazolio y azul de tiazolilo, (MTT) taponada con PBS al 0.2% p/v para su 

visualización. Las placas se incubaron a 37°C por 30 minutos en cámara 

implementada, y posteriormente secadas en placa calefactora durante 20 

minutos a 50°C. Los bioautogramas se documentaron bajo iluminación de luz 

blanca en el modo de reflectancia. Las células metabólicamente activas 

redujeron las sales de tetrazolio MTT amarillo a un formazán azulado. Las 

bandas decoloradas contra un fondo púrpura señalaron las sustancias 

antimicrobianas en la placa (Ver reacción Figura 9). Como control positivo 

para la actividad de inhibición se utilizó la oxitetraciclina a una concentración 

de 1 mg/mL y con un volumen de siembra en paralelo de 6 µL. 

 
 
 

 
 
 
Figura 9. Detección de la actividad deshidrogenasa de microorganismos por 

reducción de sales de tetrazolio. Adatado de Dewanjee et al. [197]. 
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 Digestión gastrointestinal in vitro simulada (DGIS). 
 
 
 
La proteína caseína en polvo de leche se digirió según el método armonizado 

in vitro descrito por Minekus et al. [37] con algunas modificaciones. Ver figura 

10. Para imitar la digestión gastrointestinal in vivo, el modelo consistió en dos 

etapas secuenciales: el proceso digestivo en el estómago (fase gástrica, FG) 

y la digestión del intestino delgado (fase intestinal, FI). Los fluidos simulados 

preparados se llevaron a 37ºC en baño térmico antes de cada uso. La fase 

oral con amilasa no fue realizada debido a la ausencia de almidón en las 

muestras de caseína [37]. Las muestras de caseína en polvo se disolvieron y 

mezclaron por 2 minutos en buffer NH4HCO3, 0.05 M a una concentración de 

80 mg de proteína/mL. Luego, se mezclaron 20 mL de la muestra líquida o 

bolo oral con 15 mL de fluido gástrico simulado (FGS) para obtener una 

proporción final de alimento a FGS de 50:50 (v: v). Se ajustó a pH 3 con HCl 

1 M y se agregaron 10 µL CaCl2 (0.3 M), para lograr 0.075 mM en la mezcla 

de la digestión final, 3.2 mL de pepsina (25000 U/mL en la solución FGS), para 

lograr 2000 U/mL en la mezcla de digestión final y 1.39 µL de agua a la 

mezcla. La fase gástrica simulada fue incubada por 2 horas a 37° C con 

agitación de 150 rpm. Luego, la digestión gástrica simulada fue detenida 

ajustando el pH a 7 con NaOH 1M. Posteriormente, se extraen 20 mL de los 

digeridos de fase gástrica y se almacenan a -20°C para posterior análisis. La 

fase intestinal se realizó mezclando 20 mL de la muestra gástrica-quimo con 

11 mL de fluido intestinal simulado (FIS) para obtener una relación final de 

quimo gástrico a FIS de 50:50 (v/v). Se ajustó a pH 7 con NaOH 1M y se 
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adicionó 40 µL CaCl2 0.3 M para lograr 0.3 mM en la digestión final. Luego se 

agregó 5 mL de pancreatina disuelta en FIS basada en la actividad de la USP 

(100 U/mL en la mezcla final) y 2.5 mL de extracto de bilis (1 mg/mL en FIS) 

para obtener una concentración final de 0.0625 mg/mL. Finalmente, se agregó 

1.31 mL de agua a la mezcla para diluir la solución madre de FIS La mezcla 

final obtenida para la digestión intestinal de caseína se incubó durante 2 horas 

a 37° C con agitación de 150 rpm. La digestión se detuvo con ácido fórmico 

pH 2 y las muestras se almacenaron a -20° C hasta el análisis. El muestreo al 

final de cada etapa digestiva FG y FGI, permitió la detectar los péptidos 

obtenidos y la evaluación de su actividad en cada paso digestivo. 

Simultáneamente, se preparó y analizó los dos blancos de digestión tanto de 

la FG como de la FI que consistía en la mezcla de enzimas usadas en 

digestiones a la misma concentración sin proteína de sustrato para descartar 

la influencia de los reactivos en la digestión. Tanto los digeridos 

gastrointestinales como los blancos se centrifugaron a 1200 x g durante 10 

min antes de ser almacenados a -20° C.  

En este método la FI se llevó a cabo con pancreatina en lugar de enzimas 

individuales como tripsina, lipasa, etc. Debido a que el extracto de pancreatina 

contiene componentes enzimáticos que incluyen tripsina, amilasa, lipasa y 

otras enzimas producidas por las células exocrinas. El método ha sido 

establecido en base a concentraciones de enzimas y sales in vivo [199]. 
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Figura 10. Procedimiento que describe las condiciones del método simulado 

de digestión in vitro estático. Que involucra fluido salival simulado (SSF), fluido 

gástrico simulado (SGF) y fluido intestinal simulado (SIF). 
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5 RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 
 
 
 

 Optimización de parámetros cromatrográficos 
 
 
 
Los péptidos presentes en las muestras de caseína hidrolizadas representan 

una matriz compleja que requieren una separación y detección sensible por lo 

cual es evidente la necesidad de seleccionar y optimizar los parámetros 

analíticos de la separación por HPTLC exclusivo para péptidos. Se estableció 

un nuevo método de HPTLC para la separación y detección de péptidos de 

amplio rango de polaridad. La separación de péptidos generalmente se ha 

realizado con fases móviles desarrolladas para proteínas, donde el uso de 

piridina ha sido fundamental [172, 178, 195]. Sin embargo, aunque estos 

sistemas se han adaptado para la separación de péptidos, no se logró una 

buena separación cromatográfica, además, numerosos artículos continúan 

utilizando piridina, a pesar de la alta toxicidad que presenta. 

Por lo tanto, se utilizó el sistema de clasificación de solventes propuesto por 

Snyder [196], logrando encontrar una fase móvil adecuada utilizando el 

esquema sistemático de optimización de cuatro niveles mostrado en la Figura 

11. Para optimizar la separación de péptidos muchos factores son 

importantes, siendo crucial la presencia de agua y la elección de un 

modificador adecuado. En el primer nivel, se seleccionó como solventes puros 

n-butanol y 2-propanol de los ocho grupos de selectividad diferentes de 

Snyder. La elección de 2-propanol por piridina, se basó en la similitud de las 

propiedades fisicoquímicas como son las interacciones intermoleculares 



69 
 

específicas y se fue descartando los solventes que no tienen una 

cromatografía exitosa (Ver tabla 4). En el segundo nivel, se agregó agua para 

diluir los solventes orgánicos y aumentar la polaridad. En el tercer nivel, se 

probó el modificador, se seleccionó amoniaco por ácido acético ya que 

permitió una mejor separación. Se analizó los solventes seleccionados de 

acuerdo a la separación del mayor número de bandas. El último nivel (nivel 

cuatro) se usó para realizar los ajustes de la mezcla con la mejor composición 

de la separación encontrada. Para esto se fue probando la mezcla de los tres 

componentes (solvente orgánico-agua-modificador). Para un enfoque 

sistemático, se fue probando la mezcla de los dos mejores solventes, en 

relaciones (9: 1 y viceversa 1: 9) o en cantidades iguales de los dos solventes 

(5: 5) de acuerdo con Morlock et al. [200].  

Finalmente, se encontró una fase móvil que permitió una mejor separación de 

péptidos y con buena resolución, esta consistió en 2-propanol / n-

butanol / amoniaco / agua (57/20/20/3, v/v/v/v). El desarrollo lleva 

aproximadamente 40 minutos. Después de la separación, los péptidos fueron 

detectados mediante derivatización con fluorescamina (0,02 % p/v en 

acetona) y trietilamina (10% v/v en acetona) respectivamente. Figura 12. La 

fluorescamina se usa típicamente para detectar grupos amino primarios. Las 

aminas primarias reaccionan con el fenol que aporta la fluorescamina para 

formar un complejo, la adición del fenol puede conllevar a un cambio químico 

dentro de los grupos amino primarios formando productos fluorescentes. Las 

aminas secundarias producen derivados no fluorescentes que pueden ser 

transformados en productos fluorescentes mediante una reacción posterior 
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con las aminas primarias. Las zonas de cromatograma azul-verde 

fluorescente aparecen sobre un fondo oscuro en la luz UV de longitud de onda 

larga (λ = 365 nm) [195, 201]. El tratamiento previo y posterior de los 

cromatogramas con la solución básica de trietilamina, sirve para estabilizar la 

fluorescencia de los aminoácidos, esta solución permite que los aminoácidos 

sean convertidos en el complejo estable, dándoles propiedad de absorber luz 

UV pudiendo ser detectados a una longitud de onda de 366 nm y también sirve 

para para optimizar el pH de la reacción, es decir, proporciona un pH básico 

para que se lleve a cabo la derivatización. Debido a que la intensidad de la 

fluorescencia de las zonas en las capas de gel de sílice se reduce después 

de unos minutos [201-204]. La optimización cromatográfica, permitió la 

separación de péptidos. El método presentado es adecuado tanto para la 

detección como para el EDA. 
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Figura 11. Estrategia de optimización de solventes - 'Esquema de cuatro 

niveles' Adaptado de Biller et al. [172]. 

 
 
 
Tabla 4. Propiedades Físicas y químicas. Adaptado de Masschelein et al. 

[205]. 

 
 

Solvente 

P. F 

Piridina 2-propanol 

Punto de ebullición 115 °C 117 °C 

Presión de Vapor mm Hg 

20° C 

20 20 

Índice de polaridad 5.3 4.3 

Constante dialéctrica 

25°C 

12.3 20.1 

Momentos dipolares 

debyes 

2.2 1.7 

n20 D 1.5092 1.3853 
(* P. F) Propiedades fisicoquímicas 
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Figura 12. Separación de péptidos digeridos mediante hidrólisis enzimática. 

Separación cromatográfica en placa HPTLC sílice 60 con fase móvil: 2-

propanol/n-butanol/amoniaco/agua (57/20/20/3, v/v/v/v). Los carriles 1 y 2, 

corresponden al blanco de tripsina y de caseína sin tratamiento. Los carriles 

3 y 4 corresponden a hidrólisis con tripsina 10 mg/mL (10 y 15 µL/banda 

aplicada) respectivamente. Documentado a UV 366 nm después de la 

derivatización con fluorescamina y trietilamina, respectivamente. 

 
 

 Obtención de péptidos de caseína a partir de la hidrólisis con 

enzimas digestivas. 
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La caseína se hidrolizó mediante tripsina, pepsina y la combinación de 

pepsina-pancreatina, al encontrar las condiciones de digestión optimas de 

acuerdo a la estabilidad de la enzima empleada, las cuales han sido 

anteriormente informadas [144, 194, 206, 207] (Tabla 5). Las muestras 

hidrolizadas se analizaron mediante HPTLC, para observar la hidrólisis de 

caseína y la presencia de péptidos. Las separaciones de los hidrolizados de 

caseína en placas de gel de sílice se muestran en la Figura 13. La formación 

de péptidos se evalúo comparando los diferentes perfiles peptídicos obtenidos 

de la hidrólisis de caseína con tripsina, pepsina y pepsina-pancreatina, 

además se incluyó como control la caseína sin hidrolizar.  

La hidrólisis enzimática de caseína se realizó con enzimas individuales para 

hacer la comparación con el perfil peptídico obtenido en la digestión 

gastrointestinal y evaluar cómo afecta las diferentes condiciones de hidrólisis 

en la obtención de péptidos. En la hidrólisis con tripsina se usó DTE e IAA, 

para asegurar una mayor hidrólisis enzimática como resultado de un mayor 

contacto entre la enzima y el sustrato. El DTE permite el despliegue de la 

estructura secundaria de la proteína, al reducir los puentes disulfuro, 

aumentando la accesibilidad del sustrato [141]. Así también, se aplicó un 

tratamiento térmico a 95° C en la hidrólisis enzimática, las altas temperaturas 

pueden ayudar al despliegue de la estructura de la proteína al alterar su 

conformación haciéndolas más susceptibles a la proteólisis al permitir a las 

enzimas el acceso a regiones hidrófobas [139]. Al parecer el perfil peptídico 

obtenido de la hidrolisis con tripsina se modificó al aplicar el tratamiento de 

precalentamiento y adición de reactivos y químicos con secuencias peptídicas 
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nuevas, la composición del hidrolizado también pudo verse afectada bajo 

estas condiciones (Fig. 13 A). En las separaciones se puede distinguir 

diferentes bandas para la hidrólisis con tripsina que concuerda con el patrón 

peptídico obtenido en la separación de Merck para la digestión de caseína con 

tripsina [208]. También se evidenció varias bandas tanto para la hidrólisis con 

pepsina como para la hidrólisis de pepsina-pancreatina. El cromatograma 

mostró que no había bandas visibles de caseína después de la hidrólisis con 

tripsina (punto de siembra), por tanto, la caseína se había hidrolizado 

liberando péptidos. (Figura 13, placa B, carril 1) 

Los blancos de digestión preparados para cada enzima y en la misma 

composición sin adición de sustrato, no produjo péptidos, por lo tanto, no se 

observó migración de péptidos. Esto indicó que la autolisis de las enzimas no 

se produjo durante la hidrólisis en estas condiciones, resultados similares 

también se obtuvieron en estudios anteriores donde estos controles dan 

evidencia de que efectivamente los péptidos obtenidos se deben a la hidrólisis 

de la caseína y no a la presencia de algún compuesto en la mezcla [47]. De 

igual forma sucedió con la muestra de caseína, sin adición de enzimas, no se 

obtuvo péptidos, por lo tanto, no se observó migración de péptidos. Esto indicó 

que la caseína sin tratamiento enzimático no puede liberar péptidos 

nuevamente conforme se ha obtenido en otros trabajos [35] (Fig. 13 (A y B)). 

Por otro lado, al comparar los cromatogramas de la hidrólisis con tripsina con 

los de la hidrólisis con pepsina y pepsina pancreatina se observó que los 

perfiles peptídicos obtenidos son comparables pero se observó un perfil de 

bandas más complejo que aparecían exclusivamente en la hidrólisis con 
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pepsina y pepsina pancreatina, que pudieron deberse a la compleja matriz y 

podrían corresponder a las enzimas como pepsina, presente en la FG, la 

tripsina, amilasa, lipasa, ribonucleasa y proteasa contenida en el extracto 

pancreático. Después de analizar la hidrólisis de caseína bajo diferentes 

condiciones dependiente de la enzima se estudió algunas bioactividades de 

los péptidos resultantes después de la hidrólisis (ver sección de actividad). 

Tanto la diferencia en cantidad de péptidos obtenidos como el diferente perfil 

peptídico mostrado de cada hidrólisis, sugiere que el perfil de producción de 

los hidrolizados es dependiente de la especificidad de la proteasa utilizada, lo 

que está de acuerdo con los resultados reportados en la literatura, cada 

enzima corta en el enlace peptídico dependiente del tipo de aminoácido, por 

lo que la composición final de hidrolizado de la caseína depende casi en su 

totalidad del sitio específico de acción de la enzima digestiva [42, 59, 140, 

144]. Los péptidos se detectaron sumergiendo la placa en una solución de 

fluorescamina y trietilamina respectivamente y posterior detección en 

longitudes de onda UV (366 nm). Así también se realizó en otros trabajos con 

fluorescamina y ninhidrina para observar los cambios en el color y revelar 

propiedades específicas de los péptidos [178, 195]. Se logró realizar la 

detección del perfil peptídico completo de los hidrolizados. Sin embargo, no 

se descarta la posibilidad de que haya superposición de péptidos en las 

bandas resultantes de la separación. También puede darse el caso que se 

formen péptidos pequeños o en concentraciones menores, que no son 

detectables con esta técnica.  
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Tabla 5. Enzimas aplicadas con hidrólisis enzimática, y las condiciones 

operativas. Modificado de Bove et al. (2013) y Deng et al. (2018) [144, 194].  

 
 

 
 
 

Enzima Fuentes Actividad 

proteolítica 

Condiciones 

óptimas 

Relación 

(E: A) 

Tripsina Páncreas bovino 30 U/g pH 8; 37° C; 

7 h 

1:10 

 

Pepsina Mucosa gástrica 

bovina 

250 U/mg pH 2; 37° C; 

2 h 

1:13,3 

Pancreatina Páncreas porcino 100 U/g pH 7; 37° C; 

2 h 

1:40 
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Figura 13. Péptidos digeridos mediante hidrólisis enzimática. Placa (A) los 

carriles 1 y 2 corresponden a los blancos de hidrólisis de pepsina y pepsina-

pancreatina respectivamente. Placa (B) el carril 1 corresponde a hidrólisis con 

tripsina 10 mg/mL (15 µL/banda aplicada); 2 hidrólisis con pepsina; 3 pepsina-

pancreatina y 4 caseína sin tratamiento 40mg/mL. Placa (C) los carriles 1 y 2 

corresponden al blanco de tripsina y de caseína sin tratamiento 10mg/mL 

respectivamente (10 µL/banda aplicada).  Documentado a UV 366 nm 

después de la derivatización con fluorescamina y trietilamina, 

respectivamente.  



78 
 

 Determinación de péptidos inhibidores de la enzima α-glucosidasa.  

 
 
 
Se evaluó la actividad de los péptidos de caseína generados durante el 

método armonizado de digestión in vitro estática sobre la enzima α-

glucosidasa. En la figura 14, se observa una banda decolorada en la fase 

gástrica FG (carril 2) con un RF de 0.4, la cual persiste luego de la digestión 

gastrointestinal, observando en la FI (carril 3) la banda con igual intensidad de 

decoloración. Estudios han reportado que los péptidos bioactivos también son 

resistentes a la acción de las peptidasas pancreáticas (tripsina, elastasa y 

quimiotripsina) de la digestión, pudiendo después de la administración oral 

retener la suficiente actividad biológica para efectuar su efecto terapéutico 

[159, 209, 210]. La actividad inhibidora de la α-glucosidasa detectada al 

simular la digestión gastrointestinal in vitro, se relaciona más con la actividad 

inhibidora de esta enzima el organismo por lo que las pruebas in vitro podrían 

ser útiles para predecir el efecto más certero. Para ejercer un efecto 

antidiabético, los péptidos inhibidores de la α-glucosidasa tienen que llegar al 

lumen intestinal en forma intacta y resistir la digestión proteolítica para unirse 

a la enzima α-glucosidasa en la mucosa del intestino delgado [62].  

Aunque en este estudio se observa una banda decolorada lo que indica 

posible inhibición de los péptidos de caseína sobre la enzima α-glucosidasa 

se requiere optimizar las condiciones del bioensayo para obtener una mayor 

nitidez en zonas decoloradas. Así también, se requiere identificar los péptidos 
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con actividad y estudios in vivo para explicar los mecanismos de unión entre 

los péptidos y el sitio activo de la enzima.  

Estudios realizados por Nehir et al. (2015) demostraron que la leche 

fermentada y la leche digeridos muestran un efecto inhibidor de la enzima α-

glucosidasa en comparación con las muestras no digeridas, debido a la 

actividad proteolítica de las enzimas digestivas durante la digestión simulada 

in vitro que podrían dado lugar a la liberación de péptidos bioactivos [46]. 

Aunque, las revisiones disponibles sobre los péptidos de caseína con 

actividad antidiabética se han enfocado principalmente a la inhibición de la 

dipeptidil peptidasa IV (DPP-IV) [62]. La enzima DPP-IV es una serina 

dipeptidil peptidasa que hidroliza e inactiva las hormonas incretinas, como el 

polipéptido insulinotrópico dependiente de glucosa (GIP), y el polipéptido 

similar al glucagón-1 (GLP-1). Esas incretinas pueden mejorar la secreción de 

insulina de las células beta pancreáticas en presencia de nutrientes in vivo. 

La inhibición de DPP-IV puede prevenir la degradación de incretinas 

permitiendo la acción de la insulina durante la fase posprandial, por lo que se 

ha propuesto como uno de los principales objetivos para el tratamiento de la 

diabetes mellitus [211, 212]. Lacroix et al. (2017) investigaron la estabilidad de 

cinco péptidos derivados de la leche (LKPTPEGDL, LPYPY, IPIQY, IPI y WR) 

con actividad inhibidora de DPP-IV [213]. También se ha demostrado in silico 

que la β-caseína encripta un péptidos inhibidores de la DDP-IV debido a la 

gran cantidad de fragmentos que coinciden con las secuencias inhibidoras de 

DDP-IV [214]. El efecto in vivo en plasma de ratas, se ha demostrado para el 

péptido LPQNIPPL, un fragmento derivado de caseína descrito como inhibidor 
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de la DPP-IV [215]. El fragmento Ile-Pro-Ile producido por fermentación es el 

péptido inhibidor más potente de la DPP-IV [216, 217]. Recientemente se ha 

demostrado que los hidrolizados de leche bovina con la proteasa (neutrasa) 

pueden usarse como ingredientes dietéticos con actividad inhibidora de la 

DPP-IV [212]. Al comparar la digestión gastrointestinal in vitro de leche 

desnatada de vaca, camello, cabra y oveja, se evidencio que la leche de vaca 

tenía mejor fuente de péptidos con actividad inhibitoria de DPP-IV [218]. Otras 

observaciones sugieren que los aminoácidos alanina o metionina podrían ser 

necesarios en el C terminal de péptidos inhibidores de la α-glucosidasa 

altamente activos [62].  
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Figura 14. Cromatogramas de HPTLC de péptidos inhibidores de la α-

glucosidasa obtenidos durante la digestión gastrointestinal in vitro de caseína. 

Los carriles 1 corresponde a caseína sin digerir; 2 digestión en FG; 3 digestión 

en la FI; 4 control positivo de acarbosa 5mg/mL en metanol (5 µL/banda 

aplicada). Documentado A) UV 254 nm, B) 366 nm, C) bajo iluminación de luz 

blanca después de realizar el bioensayo. Volumen de siembra 10 µL. 

 
 
 

 Determinación de péptidos bioactivos inhibidores de la enzima 

AchE.  

 
 
 
En este ensayo se evaluó la generación de péptidos bioactivos durante la 

digestión gastrointestinal in vitro sobre la enzima acetilcolinesterasa. En la 

figura 15, se observa una zona decolorada en el carril 1 que corresponde a la 

FG con un RF de 0.6, esta misma banda parece estar presente en el carril 2 

que corresponde a la FI con un RF de 0.6. Las zonas activas de ambas fases 

(FG y FI) poseen el mismo RF, esto podría indicar que el péptido encontrado 

en la FG resiste las condiciones de la FI.  

De acuerdo a la bibliografía para dar una aproximación de la posible estructura 

de los péptidos con actividad antineurodegenerativa se sugiere que estas 

secuencias peptídicas pueden poseer residuos ricos en prolina en su 

estructura, residuos de ácido aspártico, glutámico o residuos cargados 

negativamente ya que se ha demostrado que los péptidos con estos residuos 
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son resistentes a la DGI [35]. Los resultados obtenidos muestran que la 

digestión de la caseína podría liberar péptidos inhibidores de la AchE. 

Aunque en foto se observa posibles zonas de decoloración se requieren de 

más bioensayos que los respalden, dado que no fue posible optimizar todos 

los parámetros como el volumen de sembrado y temperatura de secado, 

además es importante identificar el péptido y el tipo de inhibición en la enzima. 

Sin embargo, los resultados preliminares nos dan una aproximación de la 

inhibición de los péptidos derivados de la caseína frente a AchE.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Cromatograma de HPTLC de péptidos inhibidores de la AchE 

obtenidos durante la digestión gastrointestinal in vitro de caseína. Carril 1, 
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corresponden a digestión FG; 2 digestión FI; 3 control positivo donepezilo (5 

µL/banda aplicada). La placa documentada A) 254 nm a B) 366 nm después 

de la derivatización; C) Bajo iluminación de luz blanca después de realizar el 

bioensayo. Volumen de siembra 10 µL. 

 
 
 

 Determinación de los péptidos con capacidad antioxidante 
 
 
 
La actividad de eliminación de radicales se evaluó de acuerdo con el método 

descrito anteriormente (sección de metodología). Los hidrolizados de caseína 

se investigaron por HPTLC in situ combinado con el ensayo DPPḢ. En el 

análisis de derivatización de DPPH péptidos que probablemente exhiben 

propiedades de captación de radicales libres (zonas decoloradas sobre un 

fondo púrpura) presentaron un RF de 0.1, 0.2, 0.25, 0.32, 0.4, 0.5 y 0.75 en la 

hidrólisis con tripsina, para la hidrólisis con pepsina y pancreatina se 

presentaron valores RF de 0.1 y 0.4 y RF de 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.48 

respectivamente. La hidrólisis con tripsina exhibió una actividad antioxidante 

más fuerte, mayor cantidad de péptidos captadores de radicales (14 zonas 

activas). Ver Figura 16. También se evidenció un fuerte potencial de 

eliminación de radicales con varias zonas dominantes después de la digestión 

simulada, siete zonas activas en total. Tras la digestión se obtuvo zonas con 

RF de 0.1 y 0.45 y RF de 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.48 distinguiendo la FG y la FI 

respectivamente. Se logró evidenciar el impacto a lo largo de la digestión 

gastrointestinal sobre la presencia de péptidos antioxidantes. Después de la 
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digestión gástrica, solo dos bandas presentaron actividad antioxidante 

mientras que después de la digestión intestinal se detectaron 5 bandas. Este 

aumento podría haber resultado de la liberación de péptidos bioactivos de la 

matriz alimentaria debido a la incisión posterior por parte por enzimas 

proteolíticas presentes en el estrato pancreático, que tienen una actividad 

antioxidante potencial. Esta observación se respalda de un estudio reciente 

que resalta que una digestión pancreática adicional puede dar como resultado 

una actividad inhibitoria mucho más alta [219]. Otros estudios también han 

demostrado que las capacidades antioxidantes de la caseína pueden 

incrementar mediante la hidrólisis adicional de enzimas digestivas [48, 220]. 

Un estudio reciente también demostró que la actividad antioxidante aumentó  

después de la digestión in vitro debido a la hidrólisis de las enzimas 

proteolíticas [46]. Estas observaciones parecen demostrar que los 

compuestos o secuencias peptídicas con capacidad antioxidante presentes 

en las muestras de la FG son resistentes a la hidrólisis de la pepsina y que las 

enzimas pancreáticas parecen producir nuevos péptidos que posiblemente 

pueden ser los que aparecen en la FI exhibiendo propiedades antioxidantes 

adicionales.  

También se observó que las bandas de la FG no eran tan intensas en 

comparación con las de la FI, esto pudo deberse a los componentes presentes 

en el extracto de pancreatina, al FIS y bilis en la fase intestinal de la digestión 

simulada. Como resultado, la caseína liberó una cantidad más pequeña de 

péptidos antioxidantes en la FG (cuatro zonas activas) que durante la FI (seis 
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zonas activas). Las zonas activas de la FG persisten hasta la digestión 

gastrointestinal.  

Por otro lado, al comparar la actividad antioxidante del protocolo de la 

hidrólisis enzimática [194] y la digestión in vitro [37] se obtuvo resultados 

similares dado que la pepsina y la pancreatina son las enzimas claves 

utilizadas tanto para la hidrólisis como durante el paso gástrico y 

gastrointestinal.  

El mecanismo antioxidante está relacionado con la presencia de grupos 

fosfato que se originan a partir de los residuos de fosfoserina en las 

proximidades de la cadena peptídica [139]. Estudios previos han demostrado 

que los digeridos trípticos de caseína que producen fosfopéptidos de caseína 

(CPP) exhiben actividad antioxidante tanto hidrofílica como lipofílica debido al 

secuestro y apagado de iones metálicos de ROS, con el dominio funcional, 

SerP–SerP–SerP–Glu–Glu [209]. Así también, las propiedades antioxidantes 

de los péptidos derivados de las proteínas de la leche se han relacionado con 

la presencia de residuos de aminoácidos específicos tales como metionina, 

tirosina, arginina y prolina.  

Finalmente, el ensayo DPPH in situ, fue apropiado para la detección de la 

actividad antioxidante de las muestras de caseína debido a que disolvente 

orgánico (metanol) en el cual esta disuelto el DPPH es evaporado 

rápidamente de la placa por lo cual no hay riesgo de que las proteínas 

precipiten [221]. 
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Figura 16. Cromatograma de HPTLC de péptidos antioxidantes. Placa A 

Hidrólisis enzimática. Carriles 1 y 2 tripsina (10 y 12 µL/banda aplicada), 3 

pepsina; 4 pancreatina respectivamente (10 µL/banda aplicada). Placa B 

Digestión gastrointestinal in vitro. Carril 1 blanco FG; 2 blanco FI; 3 gástrica; 

4 intestinal respectivamente (10 µL/banda aplicada). Documentado bajo 

iluminación de luz blanca. 

 
 
 

 Determinación de péptidos antimicrobianos frente a L. plantarum y 

B. subtilis 
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Los péptidos con propiedades antimicrobianas frente a L. plantarum J16 y B. 

subtilis se observan en la Figura 17. Los péptidos digeridos fueron separados 

por HPTLC, y posteriormente analizadas in situ mediante bioensayo. Se 

requirió una neutralización previa de la placa HPTLC con buffer fosfato para 

descartar residuos de ácido en la placa y así evitar la muerte bacteriana 

debido a su sensibilidad al pH [222]. Las condiciones utilizadas para cada 

bioensayo se muestran en la Tabla 6. 

En el bioensayo de L. plantarum J16, existen zonas decoloradas, sin embargo, 

frente a L. plantarum no fue posible evidenciar claramente las bandas de 

inhibición. 

Para B. subtilis se observan 2 zonas de decoloradas, sin embargo, es 

necesario optimizar parámetros para obtener una definición en las bandas.  

En la figura 17-A durante la FG se observan 2 zonas decoloradas con valor 

RF de 0.18 y 0.35, sin embargo, estas bandas son muy anchas y no existe 

claridad si existe más de un péptido por zona decolorada. En la FI es posible 

observar 2 bandas mejor definidas con una RF de 0.3 y 0.34. Se sugiere, que 

el efecto significativo pudo deberse a que varios péptidos pueden actuar 

sinérgicamente, como ya ha sido demostrado anteriormente, produciendo un 

efecto fisiológicamente significativo [223].  

Estudios realizados por Clare y colaboradores encontraron que la isracidina, 

un péptido derivado de la αs1-caseína ha protegido a ratones contra 

Staphylococcus aureus y Candida albicans a concentraciones similares a la 

de los antibióticos conocidos [224]. Así también, otros estudios indican que la 

hidrolisis de αs1-caseína genera dos péptidos: la caseicina A y B las cuales 
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tienen actividad contra Staphylococcus spp, Sarcina, B. subtilis, Diplococcus 

pneumoniae y Streptococcus pyogenes [52, 225]. Además, se ha identificado 

en los fermentados de caseína al nanopéptido caseicina A I(KHQGLPQE) y B 

(VLNENLLR), los cuales redujeron el número de bacterias patógenas como 

Cronobacter sakazakii en fórmulas infantiles [226]. Lahov y colaboradores 

identificaron la casecidina un péptido derivado de la caseína, el cual posee 

actividad antibacteriana frente a Staphylococcus, Sarcina, B. subtilis, 

Diplococcus pneumoniae y Streptococcus pyogenes [225]. Además, la 

digestión de κ-caseína humana con pepsina, genera un péptido con actividad 

contra Staphylococcus carnosus y E. coli [52, 227]. En otro estudio se 

encontró que el péptido SSSEESII de αs2-caseína inhibe el crecimiento de 

Listeria innocua, Micrococcus luteus, Salmonella enteritidis y E. coli [43, 57]. 

La actividad antimicrobiana observada en este estudio también podría 

deberse al alto nivel de lactoferrina que se genera durante la digestión 

gastrointestinal de la caseína como se ha informado en estudios previos [48]. 

La posible estructura de los péptidos derivados de las proteínas de la leche 

con actividad antimicrobiana parece estar relacionado con la carga catiónica, 

la presencia de aminoácidos con  extremos hidrófilos e hidrófobos que les 

permiten adherirse e insertarse en las bicapas de la membrana [7, 228]. El 

mecanismo antibacteriano por el cual actúan es alterando la permeabilidad y 

provocando la muerte celular [229].  

Aunque los efectos inhibitorios de los péptidos derivados de la caseína, 

parecen demostrarse en este estudio de digestión in vitro se requiere de más 

bioensayos que respalden los posibles resultados encontrados en este trabajo 
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dado que no fue posible optimizar los parámetros del ensayo en su totalidad 

como, tiempo y la temperatura de incubación, cantidad demuestra sembrada, 

concentración de sustrato, reactivos enzimáticos y de derivatización para 

confirmar estos resultados debido a que tiempos de incubación largos pueden 

causar una disfunción de los compuestos ya separados dando como resultado 

la ampliación de señales como se mencionó en otro estudio [230]. Se sugieren 

más estudios tanto in vitro como in vivo para determinar su alcance y asegurar 

su actividad.  

 
 
 
Tabla 6. Condiciones de crecimiento para L. plantarum J16 y B. subtilis 

utilizadas en bioautografía HPTLC-Bioautografía directa. 

 
 

Bacteria L.  B.  
Condiciones plantarum J16 subtilis 

Preincubación  

24 h a 37°C 

109 UFC/mL 

48 h a 37° C  

106 UFC/mL 

Incubación para activar 

formas vegetativas  

8 h a 37° C 

106 –108 UFC/mL 

7 h a 37 °C  

105 UFC/mL 

Incubación en placas HPTLC 3 h a 37 °C 7 h a 37 °C 
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Figura 17. Bioautografía de péptidos antibacterianos sobre B. subtilis 

obtenidos durante la digestión gastrointestinal in vitro de caseína. Placa A) 

Los carriles 1, 2 y 3 corresponden a la digestión en la FG (10 y 12 µL/ banda 

aplicada) y al control positivo oxitetraciclina 1mg/mL (5µL/banda aplicada) 

respectivamente. Placa B) Los carriles 1 y 2 corresponden a la digestión en la 

FI (10 Y 12 µL/banda aplicada). Documentados bajo iluminación de luz blanca 

después de realizar el bioensayo B. subtilis. 
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6 Formación de péptidos de caseína mediante la simulación de la 

digestión gastrointestinal. 

 Impacto de las etapas de la digestión gastrointestinal in vitro en la 

formación de péptidos y su efecto en las propiedades bioactivas.  

 
 
 
Se aplicó un método de digestión in vitro estático estandarizado, como 

consenso internacional, recomendado por la acción COST INFOGEST que 

simula el sistema gastrointestinal humano descrito por Minekus et al. [37] en 

la caseína para estudiar el efecto del proceso de digestión y evaluar las 

propiedades bioactivas de los péptidos resultantes después de las fases de la 

digestión gástrica e intestinal. La digestión gastrointestinal es de gran 

importancia especialmente para evaluar la interacción que hay entre las 

proteínas y el tracto digestivo pudiendo determinar el impacto a lo largo de la 

digestión gastrointestinal in vitro en la generación de péptidos. Por lo tanto, 

para imitar la digestión de caseína, la proteína se sometió a una digestión 

gastrointestinal in vitro simulada (DGIS).  

La muestra de caseína sin tratamiento y las digeridas se analizaron por 

HPTLC para obtener un perfil de péptidos de la caseína que se muestra en la 

Figura 18. Hasta donde sabemos, no hay reporte de separaciones por HPTLC 

de una digestión gastrointestinal in vitro y sólo se han analizado por SDS-

PAGE electroforesis en gel de poliacrilamida con patrones de proteínas por 

Aspri et al. y Sanchón et al. [35, 48].  
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Las comparaciones de las digestiones de la FG y FI y de caseína sin digerir 

(Figura 18 (carriles 1, 2 y 3)) se realizó según la diferencia de bandas 

obtenidas de acuerdo con Pasilis et al. [178]. El perfil peptídico de la caseína 

digerida es diferente a los de caseína sin digerir y al de los blancos de la DGIS. 

De acuerdo con Egger et al. y Aspri et al. [47, 48] la comparación de la muestra 

no digerida y las digeridas de caseína mostró que no había bandas visibles 

de caseína, la caseína al parecer se hidrolizó durante la SGID, liberando 

péptidos. Se observó un alto grado de hidrólisis proteica por parte de las 

enzimas gastrointestinales. Obteniéndose desde la digestión con pepsina una 

gran cantidad de bandas, esto es en el tiempo de digestión de la FG, lo que 

es consistente con un estudio reciente donde no se detecta caseína intacta 

sino que observaron una degradación gradual de la fracción de caseína en el 

tiempo en forma de péptidos [47]. De igual forma otro estudio también obtuvo 

que la caseína se degrada durante la digestión gástrica in vitro, no se detectan 

bandas de caseína al final de la FG [231]. Aunque la digestión de la caseína 

no fue completa se obtuvo un alto grado de hidrólisis como bandas 

correspondientes a los péptidos después de la digestión in vitro. 

Se recuperaron varios péptidos diferentes como bandas detectadas en la 

placa, siendo al parecer recuperados un mayor número de bandas en la fase 

gástrica que en la en la fase intestinal con un perfil similar. Sin embargo, 

parece observarse una disminución en las bandas superiores de los carriles 

pertenecientes a la FG (Figura 18), esto pudo deberse a las diferentes 

condiciones de digestión en cada fase como la presencia de enzimas 

adicionales en la FI mostrando el impacto a lo largo de la digestión 
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gastrointestinal sobre el contenido de péptidos, lo que está en concordancia 

con un estudio reciente donde el número de péptidos observados podría 

disminuir de la FG a la FI debido a la progresión esperada durante el proceso 

de digestión [47]. También parece observarse que otras bandas aparecen en 

los digeridos de la FI, indicando la presencia de péptidos más cortos como se 

evidenció en otros trabajos donde se forman péptidos más pequeños a lo largo 

del tiempo de digestión [53]. Los estudios de actividad reportados parecen ser 

una prueba de que los péptidos resultantes de la FG son diferentes a los de 

la FI, lo que está de acuerdo con la literatura [57, 232].  

 
 
 
 

 
 
 

Bandas 
superiores 

FG 

Bandas 
adicionales 

FI 
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Figura 18. Péptidos de caseína generados durante la digestión 

gastrointestinal in vitro. Placa A) Los carriles 1, 2, 3 y 4 corresponden al blanco 

de digestión de la FG y FI y a la digestión en la FG y FI respectivamente. 

Documentados a 366 nm después de la derivatización con fluorescamina y 

trietilamina respectivamente. Se aplicó un volumen de 10 µL de cada muestra. 

 
 
 

 Efecto de la digestión gastrointestinal simulada en la bioactividad 

de los péptidos a lo largo de la digestión gastrointestinal in vitro. 

 
 
 
Para ejercer su actividad, los péptidos deben tener suficiente estabilidad para 

sobrevivir en el tracto gastrointestinal y alcanzar su sitio objetivo intacto [139] 

por ejemplo, se demostró que el péptido inhibidor de la ECA derivado de β-

lactoalbumina se degrada in vitro por las proteinasas gastrointestinales y 

séricas destruyendo sus potenciales propiedades bioactivas [233]. Para 

estudiar la bioactividad de los péptidos de caseína generados durante el 

proceso digestivo se evaluó las propiedades funcionales como actividades 

inhibitorias de la α-glucosidasa y acetilcolinesterasa, antioxidantes y 

antimicrobianas de los péptidos resultantes en cada etapa del proceso 

simulado. Posiblemente se obtuvo una banda en cada fase de la digestión 

tanto en la inhibición sobre la enzima α -glucosidasa como en la inhibición 

sobre la enzima AchE, siete bandas con actividad antioxidante dos de la FG y 

cinco de la FI, cinco bandas con capacidad antibacteriana dos presentes en 

la FG y tres en la FI. Las figuras 14, 15, 16, 17 y 18 muestran los resultados 
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obtenidos. Las probables bandas con actividad antioxidante y antibacteriana 

adicionales que aparecen en la FI pueden deberse a la hidrólisis de las 

enzimas presentes en la digestión intestinal, esto podría significar que los 

péptidos generados en el estómago por la pepsina en condiciones de pH ácido 

no son los mismos que los que se obtienen en la fase gastrointestinal ya que 

estos últimos pueden tener secuencias más cortas, debido a la digestión 

posterior con cortes adicionales específicos por enzimas pancreáticas lo que 

está en relación con una investigación donde se encontró que algunas 

secuencias peptídicas presentan resistencia a la digestión gástrica siendo 

encontradas en la fase gastrointestinal [15]. Este posible resultado se respalda 

además de un estudio reciente que manifiesta que los péptidos digeridos con 

pepsina fueron excelentes sustratos para las enzimas pancreáticas, debido a 

la especificidad de escisión de las enzimas pancreáticas [231]. 

No obstante, al parecer la mayoría de las bandas persistieron después de la 

FG haciéndose evidentes en la FI, lo que indica que esas secuencias eran 

resistentes a la hidrólisis, posiblemente debido a los rasgos estructurales 

específicos que les confieren resistencia a ciertos fragmentos peptídicos. 

Parece observarse perfiles peptídicos de los digeridos de la FG similares a los 

de la FI con gran número de bandas comunes. Debido a la complejidad real 

del proceso digestivo cualquier método in vitro no lograría igualar la digestión 

in vivo, por lo que es probable que la mayoría de los péptidos bioactivos no 

sobrevivan intactos a las condiciones gastrointestinal [47, 159], lo que sugiere 

que pueden necesitar protección contra la degradación enzimática gástrica o 

intestinal como se sugiere en otros trabajos para ejercer sus efectos 
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funcionales [234, 235]. Sin embargo, los modelos de digestión in vitro 

estáticos, se han considerado como alternativa temprana para evaluar la 

funcionalidad de los péptidos [161]. Los resultados observados en el presente 

estudio muestran los péptidos de caseína generados durante la digestión 

gastrointestinal in vitro, sin embargo, sé que requiere de la optimización de los 

bioensayos para obtener zonas de inhibición más claras que permitan 

identificar la actividad biológica de los péptidos de caseína. 

  



 
 

7 CONCLUSIONES. 
 
 
 
1. Se aplicó un método de digestión in vitro estático estandarizado, como 

consenso internacional, recomendado por la acción COST INFOGEST. La 

caseína se hidrolizó principalmente durante la digestión gástrica, liberando 

una gran gama de péptidos y tuvo una hidrólisis adicional durante la 

digestión intestinal.  

2. La fase móvil se seleccionó mediante la herramienta de optimización 

practico y sistemático “Esquema cuatro niveles” basado en el sistema de 

clasificación de solventes según Snyder y el modelo PRISMA y consistió 

en 2-propanol/n-butanol/amoniaco/agua (57/20/20/3, v/v/v/v). La 

aplicación de la HPTLC resultó una herramienta útil para la separación de 

péptidos con actividad biológica presentes en la matriz alimentaria.   

3. Las actividades inhibitorias enzimáticas (α-glucosidasa y AchE), 

antioxidante y antibacteriana de los péptidos derivados de la caseína se 

han demostrado al aplicar este sistema de digestión in vitro. 

4. Se demostró las propiedades de inhibición que ejercen los péptidos 

bioactivos formados durante la FG, así como la resistencia y/o la formación 

de nuevos péptidos en la FI. Las actividades exhibidas en la FG 

persistieron en la FI mostrando un incremento de la actividad antioxidante 

y antibacteriana. Sin embargo, se requieren más estudios in vivo, para 

poder asegurar si alguna de estas propiedades bioactivas puede tener un 

papel fisiológico positivo en el organismo. 
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Por lo tanto, se acepta la hipótesis, que durante la digestión gastrointestinal 

simulada de la caseína sí se pudo obtener péptidos con actividad biológica.  

En conclusión, debido a sus beneficios nutricionales existe una tendencia 

creciente a consumir leche de vaca, además de tener bioactividades positivas 

atribuidas a los péptidos bioactivos, dado a su capacidad inhibitoria 

relacionada con el tratamiento y la prevención de enfermedades como la 

diabetes, Alzheimer y cardiovasculares. No obstante, es importante tener en 

cuenta las reacciones de hipersensibilidad e intolerancia a la proteína de la 

leche de vaca y la posible alergenicidad de los péptidos bioactivos en 

diferentes concentraciones para su uso previsto en la industria alimentaria 

debido a que algunos péptidos pueden desamidarse en condiciones 

fisiológicas constituyendo péptidos alergénicos indeseables por lo que los 

beneficios terapéuticos varían con el grado de gravedad de la alergia [236].  

Los posibles beneficios para la salud de los péptidos derivados de las 

proteínas de la leche han sido un tema de creciente interés comercial en el 

contexto de los alimentos funcionales como valiosos ingredientes para 

combatir las enfermedades crónicas no transmisibles. Por lo tanto, se sugiere 

como proyección de este trabajo, determinar la identidad de estas moléculas 

bioactivas mediante el acoplamiento de HPTLC-MS ya que cada péptido 

necesita una caracterización precisa de su farmacocinética y 

farmacodinámica con el fin de establecer la relación dosis respuesta, 

posología y reconocer los efectos secundario. La biodisponibilidad y la 

actividad de los péptidos alimentarios también es crucial para estos estudios 
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como productos nutracéuticos, suplementos o alimentos funcionales. Así 

también, debido al número ilimitado de péptidos producidos a partir de una 

proteína con funcionalidades especificas se sugiere aplicar tecnologías 

alternativas para mejorar los bioprocesos para fabricación industrial de 

manera que se pueda reducir los costos y el tiempo de bioproceso.  

 

 

 



 
 

8 GLOSARIO. 
 
 
 
Enfermedades crónicas no transmisibles (ECNT) 

Cromatografía de capa fina de alto rendimiento (HPTLC) 

Digestión gastrointestinal (DGI) 

Fase gástrica (FG)  

Fase intestinal (FI) 

Rf (Factor de retardo) 

Acetilcolinesterasa (AChE) 

DPPH 

Organización mundial de la salud (OMS) 

Alimentos de uso específico para la salud (FOSHU) 

El sistema elige vivir sano (SEVS) 

Péptidos bioactivos (PB) 

Aminoácidos (AA) 

Federación internacional de diabetes (FID) 

Organización para la cooperación y el desarrollo económico (OCDE)  

Alzheimer (EA) 

Acetilcolina (ACh) 

Enzima acetilcolinesterasa (AChE) 

Colina (CH) 

Inhibidores de la acetilcolinesterasa (IACHE) 

Actividad antioxidante (AC)  

Especies reactivas de oxígeno (ROS) 
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Desoxirribonucleico (ADN) 

Enfermedad de alzheimer (EA) 

Enfermedades cardiovasculares (CV) 

Radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)  

Infecciones bacterianas resistentes a los tratamientos antibióticos (AMR) 

La Organización Mundial de la Salud (ONG) 

Producto interno bruto (PIB) 

Sistema global de vigilancia de la resistencia a los antibióticos (GLASS) 

Ministerio de salud (Minsal) 

Péptidos antimicrobianos (AMP) 

Caseína (CN) 

Prolina (Pro) 

Cromatografía de capa fina de alto rendimiento (HPTLC) 

Análisis de efecto directo (EDA) 

Bicarbonato de amonio (NH4HCO3) 

Cloruro de sodio (NaCl) 

Cloruro de potasio (KCl) 

Cloruro de calcio (CaCl2) 

Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 

Cloruro de magnesio hexahidrato (MgCl2 (H2O)6) 

Carbonato de amonio ((NH4)2CO3) 

Fosfato dipotásico (K2HPO4) 

Dihidrógeno fosfato de potasio (KH2 PO4) 

Carbonato de sodio anhidro (Na2CO3)  
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Fosfato di-sódico (Na2HPO4) 

Hidróxido de litio (LiOH)  

Hidróxido de bario Ba (OH) 2 

Dithioerythritol (DTE) 

Bromuro de tetrazolio y azul de tiazolilo (MTT) 

Iodoacetamida, (IAA) 

2,2-difenil-1- (2, 4, 6-trinitrofenil) hidrazilo (DPPH) 

Hidróxido de sodio (NaOH)  

Ácido clorhídrico (HCl)  

Fluido intestinal simulado (FIS) 

Fluido gástrico simulado (FGS) 

UV/Vis/FLD 

Unidad formadora de colonia (UFC)  

Densidad óptica (OD) 

Fosfopéptidos de caseína (CPP) 

Gástrico simulado (FGS) fosfopéptidos de caseína (CPP) 
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10  ANEXOS. 

 
 
 

  SSF (pH 7) SGF (pH 3) SIF (pH 7) 

Solución 
salina 

añadida 

conc. 
stock 

 

mL de 
stock 

agregado 
para 

preparar 
0.4 L 

conc. 
de 
sal 

final 
En 

jugo 

mL de 
stock 

agregado 
para 

preparar 
0.4 L 

conc. 
final 
de 
sal 
en 

jugo 

mL de 
stock 

agregado 
para 

preparar 
0.4 L 

conc. 
de 
sal 

final 
en 

jugo 

 mol 
L-1 

mL mmol 
L-1 

mL mmol 
L-1 

mL mmol 
L-1 

KCl 0.5 15.1 15.1 6.9 6.9 6.8 6.8 
KH2 
PO4 

0.5 3.7 1.35 0.9 0.9 0.8 0.8 

NaHCO3 1 6.8 13.68 12.5 12.5 42.5 85 
NaCl 2 - - 11.8 11.8 9.6 38.4 
MgCl2 
(H2O)6 

0.15 0.5 0.15 0.4 0.4 1.1 0.33 

NH4 
(CO3)2 

0.5 0.06 0.06 0.5 0.5 - - 

CaCl2(H2

O)2 
0.3 - - - - - 0.6 

aSSF, fluido salival simulado; SGF, fluido gástrico simulado; SIF, fluido intestinal simulado. 

bLas concentraciones corresponden a 400 ml y el volumen final fue de hasta 500 ml después de la 
adición de enzimas, bilis y CaCl2 (H2O)2 durante la digestión in vitro. 

cEl volumen necesario de CaCl2 (H2O)2 se añadió a la mezcla final del medio de digestión para evitar la 
precipitación. 

 
 
 
Tabla 1. Composición de soluciones madre de fluidos de digestión simulada. 

 


