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RESUMEN

En este estudio se obtuvieron concentrados proteicos a partir de harina de fréjol rojo
moteado (Phaseolus vulgaris) mediante precipitacion isoeléctrica. La extraccion fue
realizada a pH 8,0 para la solubilizaciéon y a pH 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 y 7,0 para la
precipitacion. Se obtuvo mayor contenido proteico (69,1%) en pH 6,0 de
precipitacion. Mediante el método de electroforesis SDS-PAGE se determiné la
presencia, con mayor concentracion, de faseolinas y lectinas, con pesos moleculares
de 50 y 30 kDa, respectivamente. Se realiz6 el ensayo de digestion gastrointestinal in
vitro y se comprobd que las faseolinas son altamente resistentes a la hidrolisis.
Mediante la técnica de RP-UHPLC se observd que existio mayor hidroélisis en el
concentrado digerido a pH 1,2. La determinacién del contenido de polifenoles totales
se realizd en los sobrenadantes obtenidos en la precipitacion isoeléctrica, a pH 7 de
precipitacion se obtuvo una concentracién de 521,7 mg GAE/L. En el ensayo de
evaluacion de la inhibicién de peroxidacién lipidica (TBARS) se obtuvo un mayor
porcentaje de inhibiciobn con el concentrado proteico obtenido a pH 4,0 de
precipitacion, a una concentracion de 2,0 mg/mL de aceite de oliva, con un valor de
96,78%, superior a la actividad del BHT.

Palabras clave: leguminosas, Phaseolus vulgaris, actividad antioxidante,

concentrados proteicos, electroforesis.
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ABSTRACT

In this study, protein concentrates were obtained from speckled red bean meal
(Phaseolus vulgaris) by isoelectric precipitation. The extraction was performed at
solubilization pH 8.0 and precipitation pH values 2.0; 3.0; 4.0; 5.0; 6.0; 7.0. Higher
protein content was obtained (69.1%) at precipitation pH 6.0. By means of the SDS-
PAGE electrophoresis method, the presence of phaseolines and lectins was
determined with molecular weights of 50 and 30 kDa respectively. The in vitro
digestion assay was performed. It was observed that the phaseolins are highly
resistant to hydrolysis. By means of the RP-UHPLC technique was determined that
the hydrolysis was higher in the concentrate digested at pH 1.2. Total polyphenol
content was determined in the supernatants obtained in the isoelectric precipitation.
At precipitation pH 7, a concentration of 521.7 mg GAE/L was obtained. In the
evaluation of lipid peroxidation inhibition, a higher activity (96.78%) was attained
with the protein concentrate produced at precipitation pH 4.0 using a concentration
of 2 mg/mL olive oil, an activity higher than that of the antioxidant BHT.

Keywords: legumes, Phaseolus vulgaris, antioxidant activity, protein concentrates,

electrophoresis.
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INTRODUCCION

El fréjol (Phaseolus vulgaris) originario de América, es conocido en los paises
hispanohablantes con diversos nombres, siendo judias, alubias, habichuelas, frijoles,
fréjoles y porotos los mas comunes. El fréjol rojo moteado es una planta
perteneciente a la familia Fabaceae, con una altura de 45 a 50 cm, con una vaina de
11a13 cm, con 10 a 12 vainas por planta y 4 a 5 granos por vaina (INIAP, 2012).

El fréjol es una leguminosa de gran importancia mundial, siendo en muchos paises,
sobre todo en los paises en vias de desarrollo, un alimento bésico. La produccion
mundial de fréjol seco se estima en 23 millones de toneladas, concentrdndose el 38%
de la produccién en Birmania, India y China (MAGAP, 2013).

En el Ecuador en el afio 2013 se exportaron 12507 toneladas de fréjol (MAGAP,
2013), pero no se exportan productos procesados a partir de fréjol. Por esta razon,
para aumentar el uso de esta leguminosa en la industria es importante estudiar sus

propiedades e identificar sus posibles aplicaciones.

Los concentrados y aislados proteicos de fréjol rojo podrian ser utilizados en la
elaboracion de nuevos productos alimenticios, en sustitucién de las proteinas
tradicionales de leche o soya. Ademas, en la actualidad se considera al fréjol como
un alimento funcional, reportdndose en diversos estudios propiedades terapéuticas y
beneficios para la salud (Xu & Chang, 2008).

El fréjol, ademas de su gran contenido proteico, posee compuestos fendlicos con
propiedades antioxidantes, especialmente los que tienen céscara con colores intensos.
Esto hace que ademéas de proveer proteinas, carbohidratos y fibra, el fréjol rojo
podria ayudar a prevenir enfermedades por sus compuestos bioactivos (Madhujithl
et al., 2004).

Poca informacion se encuentra disponible en literatura sobre concentrados proteicos,
componentes fendlicos y actividad antioxidante en fréjol rojo moteado. Es
importante conocer las proteinas que conforman una leguminosa ya que su calidad
nutricional depende de los aminodcidos que componen la proteina y de la
digestibilidad (Camacho et al., 2010). Ademas, el conocimiento de las propiedades y



caracteristicas de una variedad especifica puede ser aprovechado para la creacion de
nuevas variedades mejoradas. Por todo lo anteriormente mencionado el objetivo del
presente estudio fue la caracterizacién de concentrados proteicos obtenidos de fréjol
rojo moteado, ademas la determinacion de su actividad antioxidante y contenido de

polifenoles totales.



CAPITULO |
EL PROBLEMA

1.1 TEMA

CARACTERIZACION DE CONCENTRADOS PROTEICOS, DETERMINACION
DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y CUANTIFICACION DE FENOLES
SOLUBLES TOTALES DE FREJOL ROJO MOTEADO (Phaseolus vulgaris).

1.2 JUSTIFICACION

Dentro de las leguminosas, el fréjol es una especie importante en la dieta de la
poblacion mundial, especialmente en paises en vias de desarrollo, ya que constituye
una fuente importante de proteinas para poblaciones con escasez de proteina animal
(Mishraet al., 2017).

El contenido de proteina en las leguminosas presenta un rango de 17 a 40%, en
comparacion con el contenido proteico de los cereales (7 a 13%) y las carnes (18 a
25%) (Mallikarjunan et al., 2014), por este motivo, en esta investigacion se
obtendran concentrados proteicos de fréjol rojo moteado (Phaseolus vulgaris) para
su caracterizacion, contribuyendo asi, al estudio de proteinas de origen vegetal,
alimentos funcionales y compuestos bioactivos.

Ademas del contenido proteico, en la composicion del fréjol rojo se encuentran
presentes otros compuestos importantes, como los polifenoles, de los que se ha
reportado poseer propiedades anticancerigenas y antioxidantes, razén por la cual se
ha relacionado al consumo de fréjol rojo con la disminucién del riesgo de padecer
enfermedad cardiaca y cancer de colon (Marathe et al., 2016).

En los ultimos afios existe una creciente preocupacion por la salud, por lo que
mantener una alimentacion saludable se ha convertido en una prioridad para la
sociedad. La disminucion del riesgo de padecer enfermedades y mantener la buena
salud, se han asociado a varios componentes proteicos de origen vegetal,

principalmente de leguminosas, e incluso a varias proteinas y péptidos procedentes



de semillas de leguminosas se les ha llegado a considerar como alimentos
nutracéuticos (Carbonaro et al., 2015).

El estudio del contenido proteico de fréjol rojo moteado (Phaseolus vulgaris) y su
actividad antioxidante aportara informacion valiosa al area de estudio en auge de los
alimentos funcionales, ademas ampliara la informacion cientifica de los alimentos
que forman parte importante de la dieta de los ecuatorianos y poblacion mundial en
general, pudiendo ser guia para futuras investigaciones o desarrollo de aislados
proteicos funcionales de origen vegetal con la finalidad de incrementar la utilizacion

de las proteinas de fréjol rojo moteado en aplicaciones en la industria alimentaria.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo general

Caracterizar las proteinas y determinar el contenido de polifenoles de fréjol rojo
moteado (Phaseolus vulgaris).

1.3.2 Objetivos especificos

e Caracterizar las proteinas solubles de fréjol rojo moteado (Phaseolus vulgaris)

enunrangodepHde3a?7.

e Valorar la actividad antioxidante de la proteina de fréjol rojo moteado

(Phaseolus vulgaris) mediante el método TBARS.

e Determinar la presencia de fenoles totales presentes en el fréjol rojo moteado

(Phaseolus vulgaris).

e Determinar la cantidad de proteina presente en los concentrados de fréjol rojo

moteado (Phaseolus vulgaris) mediante el equipo Dumas



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

Los concentrados y aislados de proteinas vegetales muestran ventajas econdémicas
significativas frente a las proteinas lacteas y carnicas, ademas de los beneficios que
como alimentos funcionales presentan (Jafari et al., 2016). Una excelente fuente de
proteinas vegetales es el fréjol, que posee aminoécidos esenciales importantes para
una buena salud (Reyes-Bastidas et al., 2010).

La demanda de proteinas ha crecido rapidamente en los ultimos afios, los
consumidores toman conciencia de los valores nutricionales y funcionales de los
alimentos. Especialmente buscan el consumo de proteinas vegetales, por muchos
factores importantes, tales como, su alta disponibilidad, su bajo costo de fabricacion,
debido a creencias y tendencias, como el vegetarianismo, y también por los

beneficios que estas proteinas traen consigo (Timilsena et al., 2016).

Por esta razon, se han desarrollado diversos métodos de extraccion o aislamiento de
proteinas vegetales, siendo el mas utilizado el método de precipitacion isoeléctrica,
considerado el método convencional (Castel et al., 2012; Zhu et al., 2010; Boye et
al., 2010; Mondor et al., 2009), por su factibilidad, repetibilidad e incluso, en la
mayoria de los casos por lograr los mejores resultados al obtener la mayor

concentracion de proteina como demuestran diversos estudios.

Una parte importante de la caracterizacion de las proteinas es la cuantificacion
proteica; aunque existen varios métodos de cuantificacién, el método Kjeldahl ha
sido siempre utilizado como referencia, por su repetibilidad y precision en el analisis
cuantitativo de nitrogeno, pero presenta las desventajas de que el analisis requiere de
un tiempo considerablemente elevado y el empleo de reactivos peligrosos. Por esta
razon, en el presente estudio la determinacion del nitrégeno presente en el fréjol rojo

moteado se llevé a cabo mediante la utilizacion del método de Dumas, que en varios



estudios ha demostrado ser tan preciso como el método de Kjeldahl y con un tiempo
de anélisis mucho menor (Saint-Denis & Goupy, 2004; Etheridge et al., 1998).

La electroforesis SDS — PAGE (sodium dodecyl sulphate — polyacrylamide gel
electrophoresis) es una técnica ampliamente utilizada en laboratorios de
investigacion en el campo de los alimentos, ya que sirve, principalmente, para la
separacion de acidos nucleicos y proteinas, se basa en la aplicacion de corriente
eléctrica sobre un gel de poliacrilamida en el que se encuentra depositada la muestra
a analizar, razén por la cual, es un procedimiento crucial en la caracterizacion de
proteinas vegetales. Esta técnica analitica permite identificar la presencia y ausencia
de las proteinas en una muestra. Permite caracterizar las muestras mediante su peso

molecular usando un estandar de referencia (Chevalier, 2011).

El método de Folin y Ciocalteu es un muy conocido en la industria de alimentos por
ser utilizado para cuantificar los fenoles totales en vino, y se ha utilizado en diversas
matrices alimentarias (aceites, leche obtenida de diferentes mamiferos, infusiones de
té, tomate, jugo de manzana, etc.), porque proporciona resultados confiables (Rover
& Brown, 2013; Velazquez et al., 2015; Shaghaghi et al., 2008).

Para la determinacién de la actividad antioxidante se usé el ensayo del &cido
tiobarbiturico (TBA), que se ha aplicado ampliamente en la medicién de la oxidacion
de los lipidos en los alimentos (Guzman-Chozas, Vicario & Guillén-Sans, 1997).
Es un método considerablemente sensible y fiable si se lo realiza en condiciones
estandarizadas (Kamal Eldin, 2010), y se lo ha aplicado a diversos aceites de varias

matrices alimentarias.

2.2 HIPOTESIS

2.2.1 Rendimiento de los concentrados proteicos de fréjol rojo moteado

Hipotesis nula
Ho: Las medias de los rendimientos de los concentrados proteicos de fréjol rojo

moteado son iguales en todos los valores de pH de precipitacion.



Hipotesis alternativa
Ha: Por lo menos una de las medias de los rendimientos de los concentrados

proteicos de fréjol rojo moteado no es igual a las demas.

2.2.2 Determinacion cuantitativa de proteina de los concentrados proteicos de

fréjol rojo moteado

Hipotesis nula
Ho: EIl contenido proteico de los concentrados de fréjol rojo moteado es igual en

todos los valores de pH de precipitacion.
Hipotesis alternativa

Ha: Por lo menos una de las medias de los contenidos proteicos de fréjol rojo

moteado no es igual a las demas.

2.2.3 Electroforesis SDS — PAGE en presencia y ausencia del agente reductor

Hipotesis nula
Ho: Las proteinas evaluadas en presencia del agente reductor no difieren de las
proteinas evaluadas en ausencia del agente reductor.

Hipotesis alternativa
Ha: Las proteinas evaluadas en presencia del agente reductor difieren de las
proteinas evaluadas en ausencia del agente reductor.

2.2.4 Fenoles totales en fréjol rojo moteado (Phaseolus vulgaris)

Hipotesis nula



Ho: El contenido de fenoles totales de los sobrenadantes producto de la precipitacion
isoeléctrica de fréjol rojo moteado es igual en todos los valores de pH de
precipitacion.

Hipotesis alternativa

Ha: Por lo menos una de las medias de los contenidos de fenoles totales de los
sobrenadantes no es igual a las demés

2.2.5 Actividad antioxidante de los aislados proteicos de fréjol rojo moteado

(Phaseolus vulgaris)

Hipotesis nula

Ho: La concentracion y el pH de los concentrados proteicos no influyen
significativamente en la inhibicidn de la peroxidacién lipidica.

Hipotesis alternativa

Ha: La concentracion y el pH de los concentrados proteicos influyen

significativamente en la inhibicién de la peroxidacién lipidica

2.3 SENALAMIENTO DE VARIABLES DE LAS HIPOTESIS

2.3.1 Rendimiento de los concentrados proteicos de fréjol rojo moteado

Variable independiente: pH de precipitacion de los concentrados proteicos.

Variable dependiente: rendimiento de los concentrados proteicos

2.3.2 Determinacion cuantitativa de proteina de los concentrados proteicos de

fréjol rojo moteado

Variable independiente: pH de precipitacion de los concentrados proteicos.



Variable dependiente: contenido proteico de los concentrados

2.3.3 Electroforesis SDS — PAGE en presencia y ausencia del agente reductor

Variable independiente: agente reductor

Variable dependiente: perfil proteinico de concentrados de fréjol rojo

2.3.4 Actividad antioxidante de los aislados proteicos de fréjol rojo moteado

(Phaseolus vulgaris)

Variable independiente: La concentracion y el pH de los concentrados proteicos

Variable dependiente: inhibicién de la peroxidacion lipidica



CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES

3.1.1 Materia prima

El fréjol rojo moteado utilizado fue adquirido en la ciudad de Ambato en el

supermercado Megamaxi.

3.1.2 Reactivos

e 2-mercaptoetanol, Bio-Rad

e Aceite de oliva virgen

e Aceite mineral, Bio-Rad

e Acido acético glacial 100 %, Merck

e Acido clorhidrico fumante 37 %, Merck

e Acido etilendiaminotetraacético, Velp

e Acido galico, Merck

e Acido tiobarbitdrico, Applichem Panreac

e Acrilamida, Invitrogen Bio-Rad

e Albdmina de suero bovino, Thermo Scientific
e Azul de bromofenol, Bio-Rad

e Azul de Coomassie, Bio-Rad

e Bicarbonato de sodio

o Butil hidroxi tolueno (BHT), VULKANOX
e Carbonato de sodio, Merck

e Cloruro de sodio, Multiciencias

e Dodecil sulfato de sodio, Invitrogen

e Estandar de proteinas Tri Color, Bioland
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3.1.3

Folin-Ciocalteu, Biomedicals

Glicerol, Invitrogen

Glicina, Sigma

Hidroxido de sodio, Merck

Kit Pierce™ Microplate BCA Protein Assay, Thermo Fisher Scientific
Kit para electroforesis bidimensional de Bio-Rad

Metanol, Merck

N, N’-Metilenbisacrilamida, Invitrogen

Pancreatina de pancreas porcino, Emprove

Pepsina gastrica porcina, Sigma

Peroxido de hidrogeno, Scharlau

Persulfato de amonio, Bio-Rad

Sales biliares (Taurocolato y Glycodesoxicolato de sodio), Sigma
Sulfato de cobre pentahidratado, H.V.O.

Tartrato de sodio y potasio

TEMED (N, N, N’, N’ tetrametiletilendiamina,), Bio-Rad

Tris-HCI, Bio-Rad

Tween, 20 Merck

Yoduro de potasio, Merck

Equipos

Analizador de nitrdgeno Dumas NDA 701

Balanza analitica Mettler Toledo

Centrifuga Eppendorf 5702

Equipo de electroforesis Bio-Rad Mini -PROTEAN® Tetra System
Equipo RP — UHPLC Agilent Technologies 1260 Infinity Series
Espectrofotdmetro HACH DR-500

Estufa VWR

Incubadora VWR

Liofilizador SP Scientific VirTis Bench Top Pro with Omnitronics
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e Microcentrifuga Labnet C2400-B

e Microincubadora Esco Provocell

e Molino IKA M20

e pH-metro Mettler Toledo

e Plancha de agitacion Isotemp (Fisher Scientific)
e Refrigerador, Mabe

e Ultra congelador, Panasonic MDF-U33V -86°

e Vortex Mixer VWR

3.1.4 Insumos y utensilios

e Agua destilada

e Balones aforados de varios volumenes
e Espétulas

e Frascos para muestras

e Frascos para reactivos

e Goteros

e Gradillas

e Guantes quirdrgicos

e Magnetos de agitacion

e Marcadores

e Matraces (varios volimenes)

e Micropipetas

e Micropipetas (varios volimenes)

e Papel aluminio

o Papel filtro

e Parafilm

e Probetas (100, 250, 500 y 1000 mL)
e Puntas de micropipeta

e Toallas absorbentes

e Tubos de centrifuga (50 mL)
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e Tubos de ensayo
e Tubos Eppendorf (1,5y 2,0 mL)
e Varillas de agitacion

e Vasos de precipitacion (250, 500, 1000 mL)

3.2 METODOS

3.2.1 Obtencidén de harina de fréjol rojo moteado (Phaseolus vulgaris)

Se molieron los granos secos de fréjol rojo moteado (1 kg) en un molino de impacto

IKA de 20000 rpm para obtener la harina que se utilizo en los posteriores analisis.

3.2.2 Andlisis proximal

El analisis proximal fue realizado en la estacion experimental Santa Catalina del
Instituto Nacional Auténomo de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), ubicado en
la ciudad de Quito y los métodos utilizados son citados en la tabla 1.

Tabla 1. Métodos de analisis proximal de harina de fréjol rojo moteado

Tipo de analisis Unidad Meétodo
Humedad % MO-LSAIA-01.01
Cenizas % MO-LSAIA-01.02
Extracto etéreo o grasa % MO-LSAIA-01.03
Proteina o nitrogeno total % MO-LSAIA-01.04
Fibra cruda % MO-LSAIA-01.05
Elementos libres de nitr6geno % MO-LSAIA-01.06

Fuente: INIAP (2016)
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Se realizaron ademaés analisis de proteina, humedad, cenizas y grasa de la harina de
fréjol en los laboratorios de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos. Los

métodos utilizados se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Métodos utilizados para cuantificacion de humedad, cenizas y grasa

Tipo de analisis Método
Humedad PEO2-5.4-FQ. AOAC Ed 19, 2012
925.10
Cenizas PEO1-5.4-FQ. AOAC Ed 19, 2012
923.03
Grasa PE12-5.4-FQ. AOAC Ed 19, 2012
2013.06

Fuente: Laboratorios de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos

La proteina se analizo en el equipo Dumas Nitrogen Analyzer NDA 701 que se basa

en el método Dumas, siguiendo el procedimiento establecido por el fabricante.

3.2.3 Concentrado de proteinas de fréjol rojo moteado (Phaseolus vulgaris)

A partir de la harina de la molienda del fréjol rojo moteado (Phaseolus vulgaris) se
concentraron las proteinas mediante precipitacion isoeléctrica, segin el método de
Martinez y Afdn, (1996), con ciertas modificaciones. Se disolvieron 10 g de harina
en 100 mL de agua ultra pura, posteriormente se ajust6 el pH 8.0 con NaOH 1 M, se
mantuvo durante una hora en una plancha de agitacion Isotemp (Fisher Scientific) a
800 rpm, esta solucién se centrifugd durante 20 minutos a 4400 rpm. El sobrenadante
obtenido después del centrifugado se ajusto a pH 3.0 con HCI 1 N, y se refrigerd por
72 horas, tiempo en el que ocurrid la precipitacion del concentrado proteico, que a
continuacion fue congelado a -80 °C y liofilizado.

El procedimiento realizado después del centrifugado se repitié a pH 4, pH 5, pH 6 y
pH 7, por triplicado.
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3.2.4 Rendimiento en la obtencion de concentrados proteicos de fréjol rojo
moteado

El calculo del rendimiento en la obtencion de concentrados proteicos de harina de
fréjol rojo moteado fue calculado en base a la masa del concentrado, mediante la

aplicacion de la férmula:

%R Y 100
=—X
T w

Donde:
%R: Rendimiento de la concentracion de proteina de fréjol rojo moteado.
Ws. masa en gramos del concentrado liofilizado.

Wo: masa inicial de la harina de fréjol rojo moteado.

Los promedios de los rendimientos se sometieron a un analisis de varianza
(ANOVA) de un solo factor, permitiendo asi comprobar si las diferencias entre las
medias de los rendimientos obtenidos a diferentes pH de precipitacion son

estadisticamente significativas.

3.2.5 Caracterizacion del concentrado proteico de fréjol rojo moteado
(Phaseolus vulgaris)

3.2.5.1 Determinacion cuantitativa de proteina de los concentrados mediante el

método Dumas

Se realizé mediante el método Dumas, para ello primero fue necesario realizar una
curva de calibracion del equipo, siguiendo el procedimiento establecido por el

fabricante para este fin. La curva de calibracion se realiz6 varias veces hasta obtener
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un coeficiente de determinacion (r?) de 0,999. Posteriormente se pesaron 50 mg de
las muestras de concentrado proteico liofilizado y se analizaron en el equipo Dumas

Nitrogen Analyzer NDA 701, configurado con las siguientes condiciones:

- Factor de oxigeno: 1,8 mL O2/mg de muestra
- Tasa de flujo de oxigeno: 400 mL O2/min
- Factor de proteina (fp) 5,70 (%N x fp = % prot.)

Este método consiste en la combustion a 1030 °C de una muestra de masa conocida,
para obtener compuestos elementales, después de la combustion el agua es removida,
primero, mediante una trampa fisica y después por una quimica. Entre estas dos
trampas los analitos pasan por un horno de reduccion y el nitrogeno es detectado
mediante un detector de conductividad térmica. El porcentaje de proteina es

calculado y presentado por el software del equipo.

3.2.5.2 Digestibilidad gastrointestinal in vitro de la proteina de fréjol rojo
moteado (Phaseolus vulgaris)

El proceso de digestion gastrointestinal in vitro fue desarrollado y descrito
previamente por Jiménez-Saiz et al (2011).

3.2.5.2.1 Digestion gastrica

Esta digestion se realizé disolviendo los concentrados proteicos liofilizados en fluido
gastrico simulado, cloruro de sodio (NaCl) 0,35 M, a tres diferentes pH (1,2 — 2,0 —
3,2) y con 50 pL de pepsina porcina (2000 U/mL), se incub6 a 37 °C durante 120
minutos a 500 rpm. Las muestras para determinar el grado de hidrdlisis se tomaron a
60, 90 y 120 minutos. Para detener la hidrolisis se afiadieron 200 uL de bicarbonato
de sodio (NaHCO3) 1 M y se incubo por 5 minutos a 90 °C y a 500 rpm.

El grado de hidrolisis fue determinado mediante UHPLC vy electroforesis SDS-
PAGE.
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3.2.5.2.2 Digestion duodenal

La digestion duodenal simulada se realizd con 1 mL de los productos de la digestion
gastrica de los concentrados proteicos de Phaseolus vulgaris, al que se le afiadio 1
mL de pancreatina de pancreas de cerdo (100 U/mL). Las soluciones resultantes se
ajustaron a pH 7 y se incubaron a 37 °C por 3 horas a 500 rpm. La digestion se
detuvo incrementando y manteniendo la temperatura a 90 °C durante 5 minutos a
500 rpm.

El grado de hidrdlisis fue determinado mediante UHPLC.

3.2.5.3 Electroforesis SDS - PAGE

Los concentrados proteicos de Phaseolus vulgaris y sus hidrolizados fueron
analizados mediante el uso de electroforesis SDS-PAGE en gel de poliacrilamida, la
cual se realizo en un equipo BioRad Mini — PROTEAN® Tetra System. Se
prepararon soluciones de 10 mg/mL de los concentrados proteicos, a partir de las que
se obtuvieron tres muestras. Las muestras fueron preparadas en el tampdn para

electroforesis en presencia y ausencia de un agente reductor (2-mercaptoetanol).

En presencia de agente reductor: Las muestras fueron preparadas con 200 pL de la
solucion original en un tubo Eppendorf de 1,5 mL, 4,8 mL de agua destilada, 1,2 mL
de Tris-HCI con pH 6,8 y 0,5 M, 1 mL de glicerol puro, 2 mL de SDS al 10%, 0,6
mL de 2-mercaptoetanol, una punta de espatula de azul de bromofenol y se mantuvo

durante 5 minutos a 90 °C y en agitacion a 500 rpm.

En ausencia de agente reductor: Las muestras se prepararon colocando los
ingredientes del procedimiento anterior con excepcion de 2-mercaptoetanol, Las
muestras fueron calentadas a 90°C durante 5 minutos con agitacion constante a 500

rpm.
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En la tercera muestra (native) se colocaron los mismos ingredientes que en la primera
receta, a excepcion de 2-mercaptoetanol y SDS, con la finalidad de mantener la

proteina en su estado natural.

El gel de poliacrilamida, estuvo compuesto de dos geles, concentrador y separador.
El primero con 4% de acrilamida, compuesto de: 2,2 mL de agua destilada, 0,42 mL
de Tris-HCI 1,5 M con pH 6,8, 0,7 mL de acrilamida al 30%, 3,3 xL de SDS al 10%,
6 uL de TEMED y 20 uL de PSA al 10%. EIl segundo gel, separador, con 12% de
acrilamida, compuesto de: 1,425 mL de agua destilada, 3 mL de Tris-HCI 1 M con
pH 8,8, 3 mL de acrilamida al 30%, 75 xL de SDS al 10%, 9 uL de TEMED y 30 uL
de PSA al 10%. Las soluciones antes descritas se gelificaron en la cuba del equipo de
electroforesis vertical BioRad Mini — PROTEAN® Tetra System, colocando primero
la solucion del gel separador y después la solucion del gel concentrador. Se
colocaron en el gel 15uL de cada muestra de los concentrados, considerando que el
gel dispone de una capacidad de 4 muestras mas el estandar de pesos moleculares. La

separacion de las proteinas se efectu6 a un voltaje de 200 V por 45 minutos.

El tampdn afiadido para la corrida (buffer running) de las muestras en presencia y
ausencia del agente reductor se conformé de Tris-HCI (5 g/L), glicina (7,5 g/L) y
SDS (0,5 g/L).

El tampon para la corrida de la tercera muestra (native) estuvo compuesto de Tris-
HCI (1,5 g/L) y glicina (7,5 g/L)

Después de retirar los geles del equipo, para su correcta visualizacion, fueron
sumergidos y mantenidos en una solucién de azul de Coomassie (95% metanol, 5%
azul de Coomassie) durante 12 horas con agitacion constante para tefiir las proteinas
de las muestras, una vez cumplido este proceso, se retird el exceso de azul de
Coomassie con una solucion de destefiido compuesta de 50 % de metanol, 5 % de

acido acético y 45 % de agua destilada.

3.254RP - UHPLC (reverse phase - ultra high-performance liquid
chromatography)
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Para la técnica de RP-UHPLC se utilizaron 5 mg de muestra (concentrados e
hidrolizados) disueltos en un mililitro de agua Mili-Q. Estas soluciones se
centrifugaron a 13000 rpm durante un minuto para luego ser filtradas con membranas

con poros de 0.45 pm.

Se emplearon dos fases: la fase A, constituida por agua Mili-Q y 0.27% de &cido
trifluoroacético (TFA). La fase B, constituida de metanol y 0.27% de TFA.

El gradiente de anélisis fue de 0% hasta 70% de B en una rampa de un lapso de 12
minutos con flujo de un mililitro por minuto y la columna utilizada fue EC C18

(Agilent Poroshell 120, 4.6 x 50 mm, 2,7 um de tamafio de particula).

3.2.5.5 Evaluacion de la inhibiciébn de peroxidacion lipidica (TBARS) de

concentrados proteicos de fréjol rojo moteado.

Se determind la actividad antioxidante de los concentrados proteicos de fréjol rojo
moteado usando aceite de oliva previamente oxidado, mediante el método TBARS
(Thiobarbituric acid reactive substances) basado en el protocolo de Guzman-Chozas
et al. (1997).

Se diluyeron 200, 400, 1000 y 2000 g de cada concentrado proteico en un mililitro
de agua destilada. De las soluciones realizadas se tomaron 500 xL y se mezclaron
con 500 uL de aceite de oliva previamente oxidado durante 5 dias en una estufa a 68
°C.

Las mezclas se incubaron con agitacion constante a 500 rpm durante 8 h a 28 °C, y
en cada una se afiadio 1 mL de TBA al 1 % preparado con 0,59 de TBA, 40 mL de
acido acético y 10 mL de agua destilada.

Ademas de las muestras, se prepar0 un control compuesto por 500 uL de aceite de
oliva oxidado, 500 xL de agua destilada con BHT (2 mg/mL) y 1 mL de TBA al 1%.

Posteriormente las muestras se mantuvieron durante 60 minutos a 95 °C y se

enfriaron a temperatura ambiente para finalmente realizar la lectura de las

absorbancias de la emulsién a 532 nm de longitud de onda.
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3.2.5.6 Determinacion de compuestos fenodlicos solubles totales en fréjol rojo
moteado (Phaseolus vulgaris)

Se determinaron mediante el método de Folin y Ciocalteu (1927). Para esta
determinacion se utilizaron los sobrenadantes obtenidos en el proceso de concentrado
de las proteinas de fréjol rojo moteado. Se tomaron 0,1 mL de cada sobrenadante y se
les afiadié un volumen igual de reactivo de Folin, inmediatamente se agitaron en un
Vortex Mixer VWR durante 3 minutos y se afiadieron 2mL de carbonato de sodio
(Na2COg) al 7,5%. Esta mezcla se realiz6 en balones de aforo de 5 mL, que se

completaron con agua ultrapura, para luego mantenerse en reposo por 60 minutos.

Las muestras se analizaron en un espectrofotometro calibrado para medir la
absorbancia a una longitud de onda de 750 nm. Se us6 una curva de calibracion

realizada con concentraciones de 50, 100, 150 y 200 mg/L de &cido galico.

3.2.6 Andlisis Estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente mediante analisis de
varianza de uno y dos factores (ANOVA) en el software cientifico estadistico
GraphPad Prism en su versién 6.01 para Windows de GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA, EUA. Se determinaron diferencias significativas entre las medias con el
test de comparacion maltiple de Tukey a un nivel de significancia de 0,05.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Analisis y discusion de los resultados

4.1.1 Andlisis proximal de fréjol rojo moteado (Phaseolus vulgaris)

Los resultados del andlisis proximal realizados por el INIAP, de la harina de fréjol

rojo moteado se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Analisis proximal de harina de fréjol rojo moteado

Tipo de analisis Contenido (%)
Humedad 12,62 %
Cenizas 4,02 %
Extracto etéreo o grasa 1,35 %
Proteina o nitrégeno total 25,50 %
Fibra cruda 5,14 %
Elementos libres de nitrégeno 64,00 %

Fuente: INIAP (2016)

Los resultados obtenidos de los analisis realizados en los laboratorios de la Facultad

de Ciencia e Ingenieria en Alimentos se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Contenido promedio de andlisis realizados en harina de fréjol rojo moteado

Tipo de analisis Contenido (%)
Humedad 10,99 % + 0,41
Cenizas 3,79 % £ 0,20
Grasa 6,9% +0,6
Proteina 23,72% £ 0,13

Fuente: Laboratorios de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos
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El fréjol rojo es un alimento béasico y una fuente importante de proteina para los
paises de América Latina, por ende, este estudio provee informacion significativa
para la optimizacion del uso de la proteina de esta leguminosa en productos
alimenticios. En la tabla 3 se muestra el contenido de proteina de la harina de fréjol
rojo moteado de 25,5%, similar al obtenido en los andlisis realizados en el
laboratorio de alimentos funcionales mediante el método Dumas, en los que se
obtuvo un promedio de 23,72%. Estos datos son semejantes a los obtenidos por
Barampama y Simard (1993) que varian desde 17,75% hasta 24,31% en trece
variedades analizadas de Phaseolus vulgaris, reportan ademas que las variaciones de
contenido de proteina se deben a la localidad y la variedad.

4.1.2 Rendimiento de los concentrados proteicos de fréjol rojo moteado

Los promedios de los rendimientos de los concentrados de harina de fréjol rojo se
muestran en la figura 1 y los datos obtenidos (rendimientos, promedios y desviacion

estandar) se muestran en la tabla 9 de Anexos.

14,43 %
12,70 % 13,70 %

-
(8)]
]

8,66 %

Rendimiento (%)
@ 5

© © A
& & &

pH de precipitacion

>
N

Figura 1. Promedios y desviacion estandar de los rendimientos en base a la masa de

los concentrados proteicos de fréjol rojo moteado, a los distintos pH de precipitacion.

En la figura 1 se observa que se obtuvo un mayor rendimiento de concentrado con

pH de precipitacion 5,0 y 6,0 con 14,43 % y 13,70 %, respectivamente. Esto puede
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deberse a que las proteinas mayormente presentes en las leguminosas son globulinas
y albiminas y su punto isoeléctrico es de alrededor de pH 5,0 (Boye et al., 2010). Sin
embargo, Teniente-Martinez et al., (2016) reportaron que el punto isoeléctrico varia
segun la calidad de los reactivos utilizados y la variedad de la leguminosa. El analisis
de varianza de una via (tabla 13 y 14 en Anexos) muestra que las diferencias entre
las medias son estadisticamente significativas, esto quiere decir que el pH de

precipitacion de los concentrados proteicos si influye en el rendimiento.

4.1.3 Determinacion cuantitativa de proteina de los concentrados mediante el

método Dumas

En la figura 2 se muestran los promedios de los porcentajes de contenido de
proteinas de los concentrados. Los resultados fueron obtenidos mediante el método

Dumas.
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Figura 2. Promedio y desviacion estandar de los contenidos proteicos de los

concentrados de harina de fréjol rojo moteado.

El proceso de precipitacion isoeléctrica de la harina concentrd las proteinas casi 3

veces, se observa en la figura 2 los resultados obtenidos de los concentrados con
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contenido de proteina que vario entre el 57,4% y el 69,1%, siendo el concentrado a
pH 6,0 el que mayor contenido proteico presentd. Ademés, los datos fueron
sometidos a un andlisis de varianza de una via (tabla 16) y se determin6 mediante el
test de comparacion multiple de Tukey (tabla 17) que existen diferencias
significativas entre los promedios (Tabla 5) a un nivel de significacion de 0,05, es
decir que el pH de precipitacion de los concentrados influye significativamente sobre

su contenido proteico.

Tabla 5. Contenido promedio de proteinas en concentrados de fréjol rojo moteado.

Muestra R1 (%) R2 (%) Media (%)
Harina 23,810 23,620 23,715+0,13
pH 3.0 64,484 64,466 64,475 + 0,01
pH 4.0 64,188 66,889 65,539 + 1,91
pH 5.0 57,381 57,684 57,533 +0,21
pH 6.0 68,631 69,48 69,056 + 0,60
pH 7.0 65,268 65,054 65,161 + 0,15

Fuente: Laboratorio del proyecto de canje de deuda FCIAL

Resultados similares fueron obtenidos en concentrados de diferentes especies de la
familia Fabaceae (arveja, garbanzo y lenteja) en un estudio realizado por Boye et al

(2010), en el que el contenido proteico vario entre el 63.9 % y el 88.6 %.

4.1.4 Electroforesis

4.1.4.1 Electroforesis Native — PAGE

La electroforesis Native-PAGE (Figura 3) se realiz6 con la finalidad de separar las
proteinas preparandolas en un buffer no desnaturalizante ni reductor, que mantiene la

estructura de las proteinas, para conocer su peso real.
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Figura 3. Electroforesis Native-PAGE de proteinas concentradas de fréjol rojo

moteado, obtenidas mediante precipitacion isoeléctrica a diferentes pH.

En la figura 3 del gel Native-PAGE se observan facilmente multiples bandas porque
las proteinas que se encuentran en formas polimerizadas han sido separadas. Las
bandas que presentaron mayor intensidad en todos los pH de precipitacion son las

que se corresponden con los pesos moleculares de 50 y 100 kDa.

El perfil de todos los concentrados proteicos fue idéntico. Esto nos indica que en el
rango de los pH 3,0 a 7,0 se lograron obtener el mismo tipo de proteinas con puntos

isoeléctricos distintos. Pueden ser isoformas moleculares.

Segin Boye et al. (2010), las proteinas que mayormente se encuentran en las

leguminosas son las albiminas y las globulinas.

4.1.4.2 Electroforesis SDS — PAGE en ausencia del agente reductor

En la figura 5 se muestran los perfiles de proteinas en condiciones no reductoras de

los concentrados proteicos de fréjol rojo.
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Figura 4. Electroforesis SDS-PAGE en ausencia del agente reductor 2-
mercaptoetanol de proteinas aisladas de fréjol rojo obtenidas mediante precipitacion

isoeléctrica a diferentes pH.

Las bandas mas visibles se encuentran en el rango de peso molecular de 35 y 48 kDa
en todos los pH, ademas se pueden observar claramente, pero en menor proporcion

franjas en los pesos moleculares de 75 y 100 kDa en todas las muestras.

4.1.4.3 Electroforesis SDS — PAGE en presencia del agente reductor

Las distribuciones de los pesos moleculares de los concentrados proteicos se
evaluaron también con SDS - PAGE bajo condiciones reductoras y se muestran en la

figura 4.
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Figura 5. Electroforesis SDS-PAGE, en presencia del agente reductor
2-mercaptoetanol, de proteinas aisladas de fréjol rojo obtenidas mediante

precipitacion isoeléctrica a diferentes pH.

Las bandas que se observan con mayor intensidad en todos los pH se encuentran en
el peso molecular de 48 kDa, pero ademas se observan bandas claras en los pH 5,0 y
6,0 en los pesos moleculares de 63 y 75 kDa. Otras bandas son también visibles en

todas las muestras, pero en menor proporcion.

Las muestras con agente reductor no difieren mayormente de las muestras sin agente
reductor, esto se debe a que las proteinas no estan unidas en gran medida por puentes
disulfuro. En ambos geles existe mayor concentracion de proteina de peso molecular
de alrededor de 50 kDa, estos resultados son similares a los obtenidos por Camacho
et al. (2010) en un estudio realizado en tres variedades de Phaseolus vulgaris, en los

que se observo que las proteinas predominantes son las de peso molecular de 50 kDa.

En base al estudio de Camacho et al. (2010) se puede deducir que las proteinas de
peso molecular de 50 kDa observadas en las figuras 4 y 5 corresponden a la familia
de las faseolinas y las proteinas que se encuentran en la banda de 30 kDa

corresponden a las lectinas.

En un estudio realizado por Blair et al. (2007) en 180 accesiones cultivadas de fréjol

se reporta que la faseolina representa mas del 50% de la proteina en Phaseolus
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vulgaris y que el tipo de faseolina encontrado con mayor concentracion en el fréjol
rojo moteado es la faseolina T.

De Toledo et al. (2013) realizaron un estudio en el que aislaron la faseolina de tres
variedades de Phaseolus vulgaris y en el gel obtenido mediante electroforesis SDS-
PAGE se observa que la faseolina se corresponde con el peso molecular de 50kDa.

4.1.5 Digestibilidad gastrica in vitro de los concentrados proteicos de fréjol

rojo moteado (Phaseolus vulgaris)

La digestibilidad de proteinas evalla el uso de una fuente de proteina, y puede verse
afectada por diversos factores, siendo uno de ellos la presencia de compuestos
fenolicos (De Toledo et al., 2013).

En la figura 6 se presenta el gel de la digestion géstrica, en el que constan muestras
tomadas a tiempos de 60, 90 y 120 minutos de iniciada la simulacion de la digestion.
La fraccion mayormente visible es la de 48 kDa, se observa que no existe diferencia
significativa entre los digeridos producidos a los distintos tiempos de digestion y
ademas no presenta mucha diferencia con los concentrados sin digerir (Figuras 4 y
5), segin De Toledo et al. (2013) esto puede deberse a que las faseolinas son

altamente resistentes a la hidrélisis in vitro.
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Figura 6. Electroforesis SDS-PAGE en presencia de 2-mercaptoetanol del

concentrado de proteinas de fréjol rojo hidrolizadas in vitro a pH 1,2.

En la figura 6 se comparan los concentrados digeridos con el concentrado sin digerir,
todos obtenidos del concentrado de pH 6,0 por ser el que mayor cantidad de proteina
presentd. Las bandas de peso molecular de 50 kDa de los concentrados digeridos son
levemente mas delgadas que la franja del concentrado sin digerir, esto indica su baja
digestibilidad. Lo mismo se puede observar en la figura 7 del gel obtenido con
concentrados proteicos digeridos a pH 2,0, indicando que esta variacion de pH no
influye sobre la digestion. Sin embargo, las demas proteinas encontradas si se
digieren, observable en las figuras 6 y 7. Las fracciones de peso molecular 35 kDa,
correspondientes a las lectinas si presentan un decrecimiento de la banda después de

la digestion, lo que indica su mayor facilidad de ser digeridas.
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Figura 7. Electroforesis SDS-PAGE en presencia de 2-mercaptoetanol del

concentrado de proteinas de fréjol rojo hidrolizadas in vitro a pH 2,0.

416 RP-UHPLC

La cromatografia liquida de alta eficacia de fase inversa separa los péptidos de los
concentrados analizados segun las diferencias de sus propiedades hidrofébicas
(Ajibola et al., 2013). En la figura 8 se muestra el cromatograma obtenido mediante
RP-UHPLC del concentrado proteico de pH 6, por ser la muestra que mayor
contenido de proteina present6. Todos los péptidos fueron eluidos en 12 minutos.
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Figura 8. Cromatograma que muestra la separacion peptidica del concentrado
proteico de fréjol rojo moteado.

Las primeras fracciones (a partir del minuto dos) tienen el menor caracter hidréfobo
en comparacion de los siguientes picos, es decir que son mas solubles y son eluidas
con la fase A. La fraccion retenida, que es detectada en el minuto 8 es muy
hidrofobica y ha sido eluida con la fase B. Realizando estudios mas especificos,
probablemente se encontraria que las primeras fracciones estarian compuestas de
menor cantidad de aminoécidos hidr6fobos. Resultados similares se describieron por
Ajibola et al. (2013) en un estudio realizado en Sphenostylis, una leguminosa de la
misma familia de Phaseolus vulgaris, en el que para obtener resultados mas
especificos separaron el cromatograma en fracciones mediante un colector
automatico de fracciones y determinaron la cantidad de proteina en cada fraccion
mediante el método modificado de Lowry (Markwell et al., 1978).

En las figuras 9, 10 y 11 se presentan los cromatogramas de los hidrolizados
gastricos de concentrados de frejol rojo moteado obtenidos a pH de 1,2; 2,0 y 3,2
respectivamente. Todos los péptidos fueron eluidos en 12 minutos. Los picos
cromatograficos no se pudieron separar con mayor definicion, segin Toapanta
(2016), las proteinas vegetales son muy complejas para ser analizadas mediante RP —
HPLC. El contenido de péptidos formados por amino&cidos hidrofdbicos presento un

incremento progresivo hasta el minuto 4,6 en la figura 9, hasta el minuto 4,7 en la
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figura 10 y hasta el minuto 5,6 en la figura 11, a partir de estos tiempos en cada
cromatograma la concentracion de péptidos hidrofébicos empezd a decrecer.

Resultados similares fueron reportados por Ajibola et al. (2013).

El perfil de los hidrolizados géstricos es totalmente distinto al compararlo con el
perfil del concentrado a pH 6 sin hidrolizar. Existi6 mayor hidrolisis en el
concentrado digerido a pH 1,2 (Figura 9).

En la figura 10 existi6 menos hidrdlisis que a pH 1,2 pero existié concentracion de
péptidos en los tiempos de retenciéon de 6,10 y 8,77 minutos solo en el pH de
hidrolisis 2,0.
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Figura 9. Cromatograma que muestra la separacion peptidica de los hidrolizados

gastricos del concentrado proteico de fréjol rojo moteado, obtenido a pH 1,2.
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Figura 10. Cromatograma que muestra la separacion peptidica de los hidrolizados
gastricos del concentrado proteico de fréjol rojo moteado, obtenido a pH 2,0.
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Figura 11. Cromatograma que muestra la separacion peptidica de los hidrolizados

gastricos del concentrado proteico de fréjol rojo moteado, obtenido a pH 3,2.

En las figuras 12, 13 y 14 se muestran los cromatogramas de los hidrolizados
duodenales obtenidos a pH de 1,2; 2,0 y 3,2 respectivamente. Todos los péptidos
fueron eluidos en 12 minutos. Al igual que en los cromatogramas de los hidrolizados

gastricos, los picos cromatograficos no se pudieron separar con mayor definicién.
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El perfil de los hidrolizados duodenales es totalmente distinto al compararlo con el
perfil del concentrado a pH 6 sin hidrolizar.

Existio concentracion de péptidos en los hidrolizados duodenales de pH 1,2y 3,2 en

tiempos de retencion de 7,12 y 8,7 minutos.

Los cromatogramas de los hidrolizados gastricos y duodenales (Figuras 9, 10, 11, 12,
13 y 14) presentaron mas picos que el cromatograma del concentrado proteico
(Figura 8), comprobando que presentaron mayor hidrélisis porque fueron

previamente digeridos in vitro.
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Figura 12. Cromatograma que muestra la separacion peptidica de los hidrolizados
duodenales del concentrado proteico de fréjol rojo moteado, obtenido a pH 1,2.
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Figura 13. Cromatograma que muestra la separacién peptidica de los hidrolizados
duodenales del concentrado proteico de fréjol rojo moteado, obtenido a pH 2,0.
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Figura 14. Cromatograma que muestra la separacion peptidica de los hidrolizados

duodenales del concentrado proteico de fréjol rojo moteado, obtenido a pH 3,2.

Estudios realizados en hidrolizados de Sphenostylis y Phaseolus lunatus, muestran
contenidos elevados de aminoacidos esenciales tales como lisina, leucina, arginina y
fenilalanina (Ajibola et al., 2013; Seidu et al., 2015), realizando una investigacion
mas extensa, probablemente son los aminoacidos que se encontrarian en los

cromatogramas presentados.

4.1.7 Determinacion de fenoles totales en fréjol rojo moteado (Phaseolus

vulgaris)

Los polifenoles son una familia heterogénea de compuestos bioactivos ampliamente
distribuidos en el reino vegetal. Se han documentado estudios de los efectos de los
polifenoles en la prevencion de enfermedades cardiovasculares, coronarias e
hipertension y los efectos parecen estar relacionados con la actividad antioxidante y

anti-inflamatoria (Martini et al., 2017).
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En la tabla 6 se muestran las medias del contenido de polifenoles totales en fréjol

rojo.
Tabla 6. Contenido de polifenoles totales en fréjol rojo
FENOLES FENOLES FENOLES PROMEDIO [mg DS
[R1] [R2] [R3] GAE/L]
pH7 521,4789 522,5958  520,9204 521,6651° 0,8531
pH6 165,1711 159,5864 160,1448 161,6341¢ 3,0758
pH5 204,8229 204,8229  204,8229 204,8229° 0,0000
pH4 136,1304 135,0134 135,5719 135,5719° 0,5585
pH3 245,5917 246,7086  246,1502 246,15022 0,5585

Fuente: Laboratorio del proyecto de canje de deuda de la FCIAL. (Letras diferentes

indican que existen diferencias significativas.

Las unidades de los resultados obtenidos estdn expresadas en miligramos de
equivalentes de acido galico por cada litro de muestra. El contenido de polifenoles en
las muestras obtenidas de los sobrenadantes de la concentracion de proteinas varia de
135,57 a 521, 66 mg GAE/L. El tratamiento que presentd mayor contenido de
polifenoles fue el del sobrenadante a pH 7,0, este resultado es cercano comparado al
valor de contenido total de polifenoles reportado en la base de datos ORAC, 637 mg

GAE/100 g en muestras de fréjol rojo.

Madhujith et al. (2004) reportaron mayor cantidad de polifenoles para fréjol negro y
cantidades menores para fréjoles blancos, y el contenido de polifenoles de fréjol rojo

y café estuvo entre los valores reportados para fréjol blanco y negro.

El contenido de polifenoles varia de acuerdo al color de la cascara debido a que en
ella se encuentran la mayor cantidad de polifenoles, por ejemplo, para el fréjol negro
se reporta en la base de datos Phenol explorer, una cantidad de polifenoles de
1390,75 mg GAE/100 g, mientras que para el fréjol blanco se reporta una cantidad de
polifenoles de 137,75 mg GAE/100 g, indicando que al ser mas colorida la cascara

del fréjol, mayor es su contenido de polifenoles.
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El medio neutro fue el mejor para la extraccion de los polifenoles, en la figura 15 se
muestran las coloraciones de los sobrenadantes después de haberles afiadido el
reactivo de Folin. EI color mas intenso coincide con la muestra de mayor contenido
de polifenoles, sin embargo, no existe tendencia alguna en relacion con el ph de

precipitacion.

Figura 15. Reaccion con Folin-Ciocalteu en los sobrenadantes separados de la
precipitacion isoeléctrica de proteinas. pH de izquierda a derecha van desde el 3 al 7.

4.1.8 Actividad antioxidante de los aislados proteicos de fréjol rojo moteado

(Phaseolus vulgaris)

El método TBARS se basa en la coloracién rosa formada por la reaccion de
malonaldehido con TBA. ElI malonaldehido es uno de los productos formados
durante la oxidacién de lipidos, es decir que, mientras mayor sea la intensidad del

color rosa existira mayor oxidacién lipidica.

En la figura 16 se muestra el porcentaje de inhibicion lipidica ejercida por los
concentrados proteicos de fréjol rojo moteado, a diferentes concentraciones de cada

pH de precipitacion.
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Figura 16. Inhibicidn de peroxidacion lipidica (TBARS) de concentrados proteicos
obtenidos de fréjol rojo a concentraciones de 0,25; 0,5; 1,0 y 2,0 mg/mL. BHT
antioxidante sintético (control). Los resultados fueron representados como media de
tres replicas experimentales + SD (n= 3). ***Indica diferencias estadisticas P <0.05

comparada con el control positivo.

En todos los pH y concentraciones existieron diferencias significativas al
compararlos con el BHT. Para todos los pH con concentraciones de 0,25 mg/mL la
inhibicion de peroxidacion lipidica fue menor que con el BHT (tablas 17 y 18 de
Anexos). Sin embargo, en las deméas concentraciones (0,5; 1,0 y 2,0 mg/mL) la
inhibicién fue mayor que la actividad del control. La inhibicién de peroxidacion
lipidica fue directamente proporcional con la concentracion, en todos los pH. La
concentracion y pH que mayor actividad presentaron fue de 2 mg/mL a pH 4,0 con
un valor de 96,78% (tablas 17 y 18 de Anexos).

El estudio realizado por Madhujith et al. (2004) también reporté que los fréjoles
especialmente los de cascara con color méas intenso poseen una fuerte actividad

antioxidante.
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4.2 Verificacion de la hipotesis

4.2.1 Rendimiento de los concentrados proteicos de fréjol rojo moteado

El andlisis de varianza de una via mostro que las diferencias entre los promedios de
los porcentajes de los rendimientos de concentrados proteicos de fréjol rojo son
estadisticamente significativas, es decir, que el pH de precipitacion de los
concentrados proteicos influye significativamente en el rendimiento, rechazando la

hipétesis nula.

4.2.2 Determinacion cuantitativa de proteina de los concentrados proteicos de

fréjol rojo moteado

De acuerdo al analisis de varianza de una via, el contenido proteico de los
concentrados de fréjol rojo moteado no es igual en todos los pH de precipitacion, es
decir que el pH de precipitacion influye significativamente en el contenido proteico
de los concentrados.

4.2.3 Electroforesis SDS — PAGE en presencia y ausencia del agente reductor

Al realizar una comparacién visual entre el gel de electroforesis en presencia del
agente reductor en comparacion con el gel que carece del agente reductor (Figuras 4
y 5), se puede observar claramente que no difieren mayormente, es decir que la

hipotesis nula es aceptada.

4.2.4 Fenoles totales en frejol rojo moteado (Phaseolus vulgaris)

El pH de precipitacion influye significativamente en el contenido de fenoles totales

de los sobrenadantes producto de la precipitacion isoeléctrica de frejol rojo moteado.
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4.2.5 Actividad antioxidante de los aislados proteicos de fréjol rojo moteado
(Phaseolus vulgaris)

La concentracion y el pH de los concentrados proteicos influyen significativamente
en la inhibicion de peroxidacion lipidica.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

e El concentrado proteico de fréjol rojo obtenido por precipitacion a pH 6,0 de
precipitacion presentd un contenido de proteinas del 69,1% + 0,60 y fue el

valor mas alto de todos los pH ensayados.

e En los ensayos de electroforesis SDS-PAGE con presencia y ausencia de
agente reductor se obtuvo que las proteinas del fréjol rojo no estan unidas en
gran medida por puentes disulfuro.

e Enladigestion de las proteinas de fréjol rojo se observo que las faseolinas no
fueron hidrolizadas a ningn pH, pudiendo deberse a que las faseolinas son
altamente resistentes a la hidrolisis in vitro. Las demas proteinas presentes en

pequefas concentraciones fueron totalmente digeridas a pH 2,0.

e El tratamiento que presentd mayor contenido de polifenoles fue el del
sobrenadante a pH 7,0, con un contenido de 521,6651 mg GAE/L. Existieron
diferencias significativas entre los contenidos de polifenoles a diferentes pH,

indicando que el pH es un factor influyente en la extraccion de polifenoles.
e Los concentrados obtenidos a pH de precipitacion de 3,0; 4,0; 5,0; 6,0y 7,0

presentaron actividad antioxidante determinada mediante el método de

sustancias reactivas del acido tiobarbiturico.
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5.2 Recomendaciones

Ensayar otros métodos de concentracion de las proteinas para comparar y

obtener los mejores rendimientos, por ejemplo, con ultrafiltracion.

Realizar estudios de las propiedades funcionales de los concentrados
proteicos, como solubilidad de las proteinas, capacidad de absorcién de grasa,
capacidad de retencién de agua, propiedades emulsionantes, propiedades

espumantes, etc.
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ANEXOS



ANEXO A. DATOS OBTENIDOS

Tabla 7. Datos para el célculo de contenido de humedad en harina de fréjol rojo

MUESTRA VX&A CP+M  MUESTRA CP+R RESIDUO HUMEDAD
R1 38,6470 39,6634 1,0164 39,5498 0,1136 11,18
R2 39,1132 40,1072 0,9940 39,9954 0,1118 11,25
R3 39,1788 40,2215 1,0427 40,1054 0,1161 11,13
R4 38,6179 39,6284 1,0105 39,5131 0,1153 11,41
R5 38,6430 39,6395 0,9965 39,5342 0,1053 10,57
R6 38,6138 39,5641 0,9503 39,4654 0,0987 10,39
Promedio 10,99
Desv. Est. 0,41

Fuente: Laboratorios de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos

Tabla 8. Datos para el calculo de contenido de ceniza en harina de fréjol rojo

MUESTRA C\I/?AI\?:CI’)(I)_ MUESTRA CR+R  RESIDUO CENIZAS
R1 39,5388 1,9995 39,6141 0,0753 3,77
R2 41,6505 2,0054 41,7323 0,0818 4,08
R3 34,7366 1,0255 34,7737 0,0371 3,62
R4 37,6578 1,0024 37,6949 0,0371 3,70

PROMEDIO 3,79

DESV. EST. 0,20

Fuente: Laboratorios de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos

49



Tabla 9. Datos del rendimiento de los concentrados proteicos de fréjol rojo

Réplicas

pH 3,0:

pH 4,0:

pH 5,0:

pH 6,0:

pH 7,0:

Fuente: Laboratorio de Alimentos Funcionales FCIAL

1
2
3
1
2
3
1
2
3
1
2
3
1
2

3

Peso
harina

[a]
10,0021

10,0012
10,0018
10,0030
10,0053
9,9999

10,0008
10,0006
10,0001
10,0015
9,9998

10,0014
10,0000
10,0002
10,0012

Peso
concent.

[a]
1,3461

1,4321
1,0329
1,2303
1,2914
1,3525
1,1447
1,4960
1,6887
1,1748
1,4505
1,4831
0,7726
0,9807
0,8438

Rendimiento [%0]

13,46
14,32
10,33
12,30
12,91
13,53
11,45
14,96
16,89
11,75
14,51
14,83
7,73
9,81
8,44

Promedio Desv. Est.

12,70

12,91

14,43

13,69

8,66

2,1000

0,6150

2,7580

1,6930

1,0570

Tabla 10. Datos obtenidos por el equipo Dumas Nitrogen Analyzer

NDA Dumas Nitrogen Analyser

Laboratory information:

Name:
Address:
Phone:
E-mail:
Notes:

S/N:

BIO-PROPEPTI

Software version: 3.15.0
Roberto Moran

Operator Name:

Working Calibration:

Y = 2,169345E-1 + X * 1,656455E-4 + X2 * 4,484405E-9 + X~3 * -7,101828E-14

Temperature [°C]:
Combustion furnace: 1029,8
Reduction furnace: 643,7
Flow rate [ml/min]:

MFC1 carrier: 190,0
MFC2 carrier: 220,0

Date Time Sample Weight O2 Flow Rate 02 Factor Analysis Calibration Proteins [¢ N Area N N Proteins |
[dd/mm/yy] [hh:mm:ss] Name [mg] [ml/min] [ml/mg] Time[s] Number Factor [mVxs] [mg] [%] [%]

16/06/16 18:08:03 FRpH 3 49,79 400,0 1,8 236,0 13 5.7 233776 5,6328 11,313 64,484
16/06/16 18:17:50 FRpH 4 54,15 400,0 1,8 254,0 13 5,7 21509,3 5,1478 9,507 64,188
16/06/16 18:28:01 FRpH 5 50,28 400,0 1,8 254,0 13 5,2 21177,6 5,0616 10,067 57,381
16/06/16 18:38:04 FRpH 6 49,76 400,0 18 2418 13 57 24767,1 5,9913 12,04 68,631
16/06/16 18:52:56 FR2pH 7 50,97 400,0 1,8 233,6 13 57 24165,2 15,8363 11,45 65,268
16/06/16 18:12:46 FR2 pH 3 49,96 400,0 1,8 230,2 13 57 234458 5,6504 11,31 64,466
16/06/16 18:22:50 FR2 pH 4 53,91 400,0 1,8 236,6 13 57 26076,0 6,3263 11,735 66,889
16/06/16 18:33:01 FR2 pH 5 51,44 400,0 1,8 230,6 13 5.7 21732,0 5,2057 10,12 57,684
16/06/16 18:42:52 FR2 pH 6 50,86 400,0 1,8 253,2 13 5,7 25579,1 6,1995 12,189 69,48
16/06/16 18:48:19 FRpH7 50,68 400,0 1,8 231,2 13 57 23962,9 15,7841 11,413 65,054

Average 11,114 63,352

Standard deviation 0,903 5,151

RSD [%] 8,129 8,130

Fuente: Laboratorio del proyecto de canje de deuda (FCIAL)
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Tabla 11. Datos obtenidos por el equipo Dumas, para la curva de calibracion con

EDTA
Number Standard Standard Weigth  Area N theoretical N N Blank  Residual error Relative error Show
[mg] [mVxs] [mg] [mg] [%] [mVxs] [mg] [%] |
1 Calibration blank 0,000 108,5 0,0000 0,8857 ND 0,0 0,8857 ND Yes
2 EDTA 10,270 110,6 0,9859 08862 8,629 0,0 -0,0997 -10,110 Yes
3 EDTA 20,210 4292,8 1,9402 1,9206 9,503 0,0 -0,0196 -1,010 Yes
4 EDTA 30,210 8286,8 2,9002 2,9083 9,627 0,0 0,0082 0,282 Yes
5 EDTA 39,840 123138 3,8246 39043 9,800 0,0 0,0796 2,082 Yes
6 EDTA 50,010 16115,2 4,8010 4,8444 9,687 0,0 0,0434 0,905 Yes
7 EDTA 60,300 20045,1 5,7888 5,8163 9,646 0,0 0,0275 0,475 Yes
8 EDTA 70,220 239936 6,7411 67928 9,674 0,0 0,0517 0,767 Yes
9 EDTA 80,370 27868,3 7,7155 7,7511 9,644 0,0 0,0356 0,461 Yes
10 EDTA 90,100 31488,3 8,6496 8,6464 9,596 0,0 -0,0032 -0,037 Yes
11 EDTA 100,640 350931 9,6614 95379 9,477 0,0 -0,1235 -1,279 Yes

Fuente: Laboratorio del proyecto de canje de deuda (FCIAL)

Figura 17. Curva de calibracién del equipo Dumas

NDA Dumas Nitrogen Analyser - Calibration

Calibration blank: Yes CF: 1,000 R2: 0,999496  Polynomial: Y = 8,588983E-1 + X * 2,473134E-4

10,0000-
9,0000- e
8,0000- —
7,0000- s? =ik
6,0000- T

5,0000- T

N weight [mg]

4,0000- T
3,0000- -
2,0000- e
1,0000-8

0’DU[lo-l. | | | 1 1 I 1 1 1 | I I | | 1 I 1 1
0,0 20000 40000 6000,0 80000 10000,0 12000,0 14000,0 16000,0 18000,0 20000,0 22000,0 24000,0 26000,0 28000,0 30000,0 32000,0 34000,0 36000,0
Area [mV x 5]

Fuente: Laboratorio del proyecto de canje de deuda FCIAL
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Tabla 12. Datos obtenidos para la curva de calibracion con acido gélico para la

W
Estandar

[a]
0,0000

0,0249
0,0491
0,0732
0,0975

w
total

(9)

0,0981
0,0979
0,0967
0,0975

cuantificacion de fenoles

Ac. wW
Galico  solucién
[mg/L] [9]
50,76 5,1843

100,31  5,2094
151,40 5,1763
200,00  5,2700

P.
tedrico

[a]

5,1690
5,1693
5,1645
5,1644

Concentracion  Absorbancia

Factor real [mg/L] 750 nm
0,00 0,0000

0,997048782 50,61 0,0955
0,992302376 99,53 0,1865
0,997720379 151,05 0,2630
0,979962049 195,99 0,3565

Fuente: Laboratorios de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos

Absorbancia (750 nm)

0,4000
0,3500
0,3000
0,2500
0,2000
0,1500
0,1000
0,0500
0,0000

Abs = 0,0018 GAE[mg/L] + 0,0026
R*=0,998

0,00 50,00

100,00

150,00 200,00

Concentracién de Acido galico (ppm)

250,00

Figura 18. Curva estandar de acido galico para calculo de polifenoles

Tabla 13. Absorbancias de las muestras a pH 3 para la determinacion de la

inhibicidn de peroxidacion lipidica.

Concentracion

Absorbancia [532 nm]

[mg/mL] R1
0,25 0,705
0,5 0,434
1,0 0,304
2,0 0,165

R2 R3
0,703 0,705
0,435 0,432
0,302 0,305
0,165 0,164

Fuente: Laboratorio del proyecto de canje de deuda FCIAL
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Tabla 14. Absorbancias de las muestras a pH 4 para la determinacion de la
inhibicion de peroxidacion lipidica.

Concentracion Absorbancia [532 nm]
[mg/mL] R1 R2 R3
0,25 0,732 0,755 0,735
0,5 0,338 0,339 0,337
1,0 0,187 0,187 0,185
2,0 0,156 0,156 0,156

Fuente: Laboratorio del proyecto de canje de deuda FCIAL

Tabla 15. Absorbancias de las muestras a pH 5 para la determinacion de la

inhibicidn de peroxidacion lipidica.

Concentracién Absorbancia [532 nm]
[mg/mL] R1 R2 R3
0,25 0,89 0,89 0,891
0,5 0,505 0,505 0,505
1,0 0,458 0,458 0,459
2,0 0,332 0,334 0,333

Fuente: Laboratorio del proyecto de canje de deuda FCIAL

Tabla 16. Absorbancias de las muestras a pH 6 para la determinacion de la

inhibicion de peroxidacion lipidica

Concentracion Absorbancia [532 nm]
[mg/mL] R1 R2 R3
0,25 1,112 1,112 1,112
0,5 0,396 0,396 0,395
1,0 0,374 0,373 0,374
2,0 0,311 0,312 0,311

Fuente: Laboratorio del proyecto de canje de deuda FCIAL
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Tabla 17. Porcentajes de inhibicion de peroxidacion lipidica de los concentrados

Concentracién
[mg/mL]
0,25
0,5
1,0
20

0,25
0,5
1,0
2.0

0,25
0,5
1,0
2,0

0,25
0,5
1,0
2,0

% Inhibicién (pH 3) N
R1 R2 R3
85,468 85,509 85.468 85,482
91,054 91.033 91.095 91,061
93,734 93,775 93,713 93,741
96,599 96,599 96,619 96,606
% Inhibicion (pH 4)
84,911 84,437 84,850 84,733
93,033 93,012 93,053 93,033
96,145 96,145 96,187 96,159
96,784 96.784 96,784 06,784
% Inhibicién (pH 5)
81,655 81.655 81,634 81,648
89,590 89,590 89,590 89,590
90,559 90,559 90,539 90,552
93,157 93,115 93,136 93,136
% Inhibicion (pH 6)
77.078 77.078 77.078 77.078
91.837 91,837 91,858 91,844
92,291 92311 92,291 92,298
93,589 93.569 93.589 93,583

proteicos de fréjol rojo.

Fuente: Laboratorio del proyecto de canje de deuda FCIAL

DE

0,024
0,031
0.031
0.012

0.258
0.021
0,024
0.000

0.012
0,000
0.012
0.021

0.000
0.012
0,012
0,012

VAR

0,001
0.001
0.001
0.000

0.066
0.000
0,001
0.000

0.000
0,000
0.000
0.000

0.000
0.000
0,000
0,000

Férmula utilizada para el calculo de la inhibicion de la peroxidacion lipidica:

En donde:

AbsC: Absorbancia del control

AbsM: Absorbancia de la muestra

% inhibicion =

54

AbsC — AbsM

AbsC * 100



Tabla 18. Porcentajes de inhibicion de peroxidacion lipidica del BHT

Concentracio Promedi
R1[%] R2[%] R3[%] DE VAR
n [mg/mL] 0 [%]
0,25 80,583 81,428 81,407 81,139 0,482 0,232
0,5 82,026 82,211 82,500 82,245 0,239 0,057
1,0 82,953 83,242 83,716 83,304 0,385 0,148
2,0 85,221 85,385 85,489 85,365 0,135 0,018
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ANEXO B. ANALISIS ESTADISTICO

Tabla 19. Andlisis de varianza de una via de los promedios del rendimiento de los

concentrados proteicos.

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment (between 60,38 4 15,09 F(4,10)=4,608 P =0,0228
columns)

Residual (within 32,76 10 3,276

columns)

Total 93,14 14

Tabla 20. Prueba de comparacion multiple de Tukey de los promedios de

Tukey's multiple

comparisons test

pH4 vs.
pH5 vs.
pHG6 vs.

pH 3
pH 3
pH 3
pH 3
pH4
pH4
pH4
pH5
pH5
pHG6

pH7 vs.
pH5 vs.
pHG6 vs.
pH7 vs.
pH6 vs.
pH7 vs.
pH7 vs.

rendimiento de los concentrados proteicos.

Mean
Diff,

0,21
1,73
0,9933
-4,043
1,52
0,7833
-4,253
-0,7367
-5,773
-5,037

95% CI of diff,

-4,654 t0 5,074
-3,134 to 6,594
-3,870 to 5,857
-8,907 to 0,8203
-3,344 t0 6,384
-4,080 to 5,647
-9,117 to 0,6103
-5,600 to 4,127
-10,64 to -0,9097
-9,900 to -0,1730

Significant? Summary Adjusted P
Value
No ns 0,9999
No ns 0,7672
No ns 0,9581
No ns 0,1173
No ns 0,8369
No ns 0,982
No ns 0,0945
No ns 0,9857
Yes * 0,0193
Yes * 0,0417

Tabla 21. Promedios y desviacion estandar de los rendimientos de los concentrados

proteicos
Mean 12,7 1291 14,43 13,7 8,66
Std. Deviation 21 0615 2,758 1,693 1,057
Std. Error of Mean 1,212 0,3551 1,592 0,9777 0,6104
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Tabla 22. Analisis de varianza de una via de los promedios del contenido proteico de

los concentrados

ANOVA table SS DF
Treatment 141,4 4 35,35
(between

columns)

Residual 4,077 5 0,8154
(within

columns)

Total 145,5 9

F (DFn, P value
DFd)

F (4,5) = P =0,0005
43,36

Tabla 23. Prueba de comparacién multiple de Tukey de los promedios del contenido

proteico de los concentrados

Tukey's
multiple
comparisons
test

Mean 95% CI of diff,
Diff,

pH 4 vs. pH 3 1,063 -2,559 to 4,686
pH5vs. pH 3 -6,943  -10,56 to -3,320
pH 6 vs. pH 3 4,580 0,9581 to 8,203
pH 7 vs. pH 3 0,6860 -2,936 to 4,308
pH 5 vs. pH 4 -8,006  -11,63to0-4,384
pH 6 vs. pH 4 3,517  -0,1054 to 7,139
pH 7 vs. pH 4 -0,3775 -4,000 to 3,245
pH 6 vs. pH 5 11,52 7,901 to 15,15
pH 7 vs. pH 5 7,629 4,006 to 11,25
pH 7 vs. pH 6 -3,895 -7,517t0-0,2721

Significant? Summary

No
Yes
Yes

No
Yes

No

No
Yes
Yes
Yes

Adjusted

P Value

ns

**

ns
*k
ns

ns
*khk

**

0,7643
0,0032
0,0198
0,9321
0,0016
0,0558
0,9916
0,0003
0,0021
0,0379

Tabla 24. Promedios y desviacién estandar del contenido proteico de los

concentrados

Mean

Std. Deviation

64,48 65,54
0,01273 1,910

Std. Error of Mean 0,008999 1,350
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57,53
0,2143
0,1515

69,06
0,6003
0,4245

65,16
0,1513
0,1070



Tabla 25. Analisis de varianza de una via de los promedios del contenido de

polifenoles de los sobrenadantes

ANOVA table SS DF MS
Treatment 290044 4 72511
(between columns)

Residual (within 2162 10 2,162
columns)

Total 290065 14

F (DFn, DFd) P value
F (4,10)= P <0,0001
33532

Tabla 26. Prueba de comparacién maultiple de Tukey de los promedios del contenido

de polifenoles de los sobrenadantes

Tukey's multiple Mean
comparisons test Diff,
pH 4 vs. pH 3 -110,6
pH5vs. pH3 -41,33
pH 6 vs. pH 3 -84,52
pH7vs.pH3 275,5
pH5vs. pH 4 69,25
pH 6 vs. pH 4 26,06
pH 7 vs. pH 4 386,1
pH 6 vs. pH5 -43,19
pH 7 vs. pH 5 316,8
pH 7 vs. pH 6 360,0

95% CI of diff,

-114,5to -106,6
-45,28 t0 -37,38
-88,47 to -80,56
271,6 t0 279,5
65,30 to 73,20
22,11 t0 30,01
382,110 390,0
-47,14 10 -39,24
312,910 320,8
356,1 to 364,0

Significant?

Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes

Summary

*kkk
*kk*k
*kkk
*kk*k
*kk*k
*kk*k
*kk*k
*kk*k
*kk*k

*kk*k

Adjusted P Value

< 0,0001
<0,0001
< 0,0001
<0,0001
<0,0001
< 0,0001
<0,0001
<0,0001
< 0,0001
<0,0001

Tabla 27. Promedios y desviacion estandar del contenido de polifenoles de los

sobrenadantes
Mean 246,2 135,6
Std. Deviation 0,5584 0,5585

Std. Error of Mean 0,3224 0,3225
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204,8
0,0
0,0

161,6
3,076
1,776

521,7

0,8531
0,4925



ANEXO C. FOTOGRAFIAS

Figura 19. Precipitacion isoeléctrica de proteinas

Figura 20. Liofilizacion de los concentrados proteicos
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Figura 21. Concentrados proteicos de fréjol rojo moteado liofilizados

Figura 22. Digestion de los concentrados proteicos de fréjol rojo moteado
liofilizados
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Figura 23. RP — UHPLC
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