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RESUMEN

El Tocte (Juglans neotropica Diels) es una especie nativa de América del Sur,
especialmente se encuentra en Ecuador, Colombia, Venezuela y Per(. Esta especie se
halla en peligro de extincion. Al analizar la nuez se encontré que posee un 49,1% de
grasa, 14,3% de carbohidratos y 17,7% de proteina. Por esta razon, la nuez de Tocte
se convierte en una fuente de proteina vegetal para consumo humano. En el presente
estudio se caracterizaron las proteinas de reserva Tocte (Juglans neotropica Diels),
para ello las proteinas fueron aisladas mediante el método de precipitacion
isoeléctrica. El aislado proteico obtenido a pH 5,0 presento el mayor rendimiento con
un valor de 21,64% con un elevado contenido de proteina igual a 74,8%. Por el
método de electroforesis SDS-PAGE se identificaron los pesos moleculares
aproximados de las proteinas, observandose bandas entre 10-75 kDa. Mediante
solubilizacion con diferentes solventes se fraccionaron las proteinas de reserva
presentes en la nuez de Tocte, logrando obtener alblminas, globulinas, glutelinas y
prolaminas la fraccion mayoritaria fueron las albiminas con un valor de 34,38% vy la
fraccion minoritaria fueron las prolaminas con un 7,12%. Se evalu6 la digestibilidad
in vitro de las proteinas de Tocte, encontrandose que fue totalmente hidrolizada al
pH 1,0; mientras que a pH 2,0 y 3,0 se observé una banda con peso molecular de 6
kDa y en la digestion duodenal todas las proteinas fueron totalmente hidrolizadas.
Finalmente, se determind la actividad antioxidante mediante el método ABTS* de los

aislados proteicos encontrandose que fueron activos.

Palabras claves: Tocte, proteinas, digestibilidad gastrointestinal in vitro, actividad

antioxidante
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SUMMARY

The Tocte (Juglans neotropica Diels) is a native species from South America,
especially found it in Ecuador, Colombia, Venezuela and Peru. This species is
endangered. Assay shows the nut have 49,1% fat, 14,3% carbohydrate and 17,7%
protein. Therefore, Tocte nut becomes a source of vegetable protein for human. On
this study are characterized Tocte, the protein were separated by isoelectric
precipitation method. The protein solution obtained at pH 5,0 has the highest yield
21,64% with high protein content 74,8%. The approximate molecular weights of
protein were identified by SDS-PAGE electrophoresis method, observed between 10-
75 kDa bands. Proteins storage of Tocte were fractionated with different solvents,
managing to get albumins, globulin, glutelin and prolamin, where albumin was
higher with 34,38% and prolamins was lower 7,12%. Digestibility in vitro of tocte’s
protein was evaluated, it were totally hydrolyzed at pH 1,0, while to pH 2,0 and 3,0
were seen a 6 kDa molecular weight band and the duodenal digestion all proteins
were fully hydrolyzed. Finally, the antioxidant activity was determined by the ABTS

method of protein isolates were found to active.

Keywords: Tocte, proteins, digestibility in vitro, antioxidant activity.
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INTRODUCCION

El Tocte es una especie monoica perteneciente a la familia botanica Juglandaceae y
del género Juglans originario de (Ecuador, Colombia, Venezuela y Perd), en el
Ecuador es conocida con los nombres comunes de Nogal y Tocte. Tiene multiples
usos, genera madera de alta calidad, produce una nuez muy apetecida, contiene
aproximadamente el 66% de &cidos grasos insaturados, 18% de proteinas y es una
fuente importante de potasio, hierro, fosforo y vitaminas E, A, C; la corteza, las hojas
y los frutos son ricos en taninos que se usan como tintes para textiles (Forestal
(2007); (Nieto y Rogriguez, 2010). El fruto es una drupa de color pardo a negro, son
comestibles, pues al romperlas se obtiene una nuez de buen sabor, también usada en
la elaboracion de artesanias; y sus hojas poseen propiedades medicinales (Forestal,
2007; Vargas, 2002).

Desde la antigiiedad se estudian componentes de los alimentos como ingredientes de
interés para la salud de las personas, componentes derivados de las proteinas, lipidos,
oligosacaridos, minerales, vitaminas y antioxidantes, por ejemplo los péptidos que se
encuentran inactivos dentro de las proteinas, pero que pueden liberarse mediante
hidrolisis in vitro y pueden ejercer distintas funciones fisioldgicas en el organismo de
las personas. En estudios recientes se han identificado péptidos con actividad
antihipertensiva péptidos con propiedades antitrombdticas, antimicrobianos,
sedantes, analgésicas y los antioxidantes con beneficios frente ciertos tipos de cancer
y enfermedades cardiovasculares (Juarez y Perote, 2010; M. Juérez, 2007; Rada,
2012). Segun Sakanaka et al., (2004) los aminoacidos de dichas proteinas son
conocidos como efectivos antioxidantes primarios y sinergistas. Tales proteinas
también desempefian un papel importante en la dieta diaria de las personas por su
aporte de aminoacidos esenciales (aminoéacidos que no puede sintetizar el cuerpo
humano). Las proteinas con mejores propiedades son de origen animal debido a que
cumplen con los requerimientos nutricionales para los humanos y presentan
funcionalidades adecuadas pero debido al alto costo de las mismas, las proteinas
vegetales son el principal componente en la dieta equilibrada para gran parte de la
poblacion mundial (Grajales Mufiz, 2005; Mora, 2007; Pilosof y Bartholomai,
2000).
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Las proteinas poseen propiedades y caracteristicas fisico-quimicas que las
diferencian unas de otras, por medio de ellas pueden ser separadas y aisladas de sus
fuentes. Entre las propiedades mas importantes se menciona la solubilidad, el punto
isoeléctrico, la desnaturalizacion, la solvatacion o hidratacion, la densidad y el
comportamiento en presencia de sales. Tales propiedades se pueden aprovechar para
el aislamiento y purificacion, mediante diferentes métodos, uno de los mas utilizados
es el de precipitacidn isoeléctrica, algunos autores utilizan para la precipitacion de
proteinas de origen vegetal (Grajales Mufiiz, 2005). Diferentes estudios utilizan la
solubilidad de las proteinas para obtener diferentes fracciones. Para ello, utilizan
diferentes solventes por ejemplo las albuminas son solubles en agua, pero también
solubles en soluciones salinas, en cambio las globulinas son insolubles en agua, pero
se disuelven en soluciones neutras de sales como el cloruro de sodio y las proteinas
coaguladas son insolubles en agua, soluciones salinas, acidos y alcalis diluidos, estas

proteinas se disuelven en acidos minerales y alcalis fuertes (Rivera, 2005).

Uno de los métodos mas utilizados para la caracterizacion de las proteinas es la
electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato de sodio
(SDS-PAGE) el cual permite determinar el peso molecular (PM) de las proteinas,
donde el SDS es un detergente anionico, que otorga a todas las proteinas de carga
negativa (-) facilitando la migracion hacia el anodo que posee carga positiva (+),

separando las proteinas por tamafio (Arias, 2013).

La obtencion de hidrolizados proteicos se puede llevar a cabo mediante métodos
fisicos, quimicos o enzimaticos, estos ultimos son utilizados especificamente para
producir hidrolizados con finalidades nutricionales. Tal hidrolisis es llevada a cabo
por proteasas, las cuales hidrolizan enlaces peptidicos, dando lugar a la mezcla de
péptidos y aminoécidos (Vioque, 2000). La digestibilidad es uno de los parametros
mas utilizados para determinar la calidad de las proteinas. Uno de los métodos que
generalmente se aplica para la digestibilidad de las proteinas es el enzimatico, ensayo
que se basa en crear un medio muy similar al de las personas con una mezcla de
enzimas y sales biliares (Jiménez et al., 2011). Los métodos in vitro e in vivo tienen
una correlacion entre 0.9 y 0.99, razon por la cual es un método recomendado para
estudios nutricionales, también algunos estudios sugieren como un método de

identificacién de proteinas alergénica (Moreno, 2007).
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CAPITULO |

EL PROBLEMA

1.1 Tema de Investigacion

Caracterizacion de las proteinas de Tocte (Juglans neotropica Diels) y su

digestibilidad gastrointestinal in vitro.

1.2 Justificacién

En la industria alimentaria durante la elaboracion de diversos aceites como el de soja,
girasol o colza se generan productos de desecho Ilamados harina o tortas (Terwitte et
al., 1987; Vioque et al., 2006). Se ha visto que estos sub-productos contienen una
elevada cantidad de proteina que podria ser empleada como ingrediente funcionale.
Sub-productos similares con un elevado contenido en proteina se desechan durante la
obtencion de aceites reconocidos por sus propiedades beneficiosas para la salud,
como podria ser el aceite de Tocte (Juglans neotropica Diels), rico en acidos grasos
insaturados omega 3 y 6. Sin embargo, a pesar del elevado valor potencial de estos
sub-productos, no hay suficiente informacion en la bibliografia, sobre las
caracteristicas y las propiedades de las proteinas contenidas en los mismos. Segun
Valencia et al. (2015) la torta y demas residuos sélidos de la extraccion del aceite de
soya, ingresard al Ecuador sin pagar aranceles hasta diciembre del 2016,
beneficiando asi algunas industrias ecuatorianas, que podrian hacer uso de este sub-
producto para la obtencidon de aislados proteicos para la industria alimentaria. El

aislado proteico de Tocte puede ser una alternativa para sustituir estas importaciones.

En la actualidad existe un interés creciente por la obtencion de productos proteicos
vegetales destinados para consumo humano debido, principalmente a los beneficios
que nos pueden aportar las proteinas con sus diferentes propiedades nutricionales
como son los aminodcidos esenciales, propiedades funcionales de hidratacion,
espumante, emulsionante, gelificante y propiedades biolégicas como antioxidante,

antitumural, antitrombdtica, opioide e inmunomoduladora (Afion, 2009).
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Los consumidores estan cada vez méas concienciados de la relacion existente entre la
dieta y la salud, lo que ha impulsado el desarrollo y comercializacion de alimentos
con propiedades beneficiosas como son los alimentos funcionales, que son
componentes biolégicamente activos que ofrecen beneficios para la salud (Juérez y
Perote, 2010).

En el Ecuador el 26 % de nifios sufre de desnutricion por una alimentacion pobre en
proteina animal (MCDS, 2013). El consumo de proteinas de origen vegetal, aunque
bajos en ciertos aminoacidos podria suplementar las proteinas de origen animal
(FAO, 2013). En el pais existe un problema de desnutricion infantil, obesidad y
sobrepeso, donde algunos de los objetivos que plantea Senplades (2013) es erradicar
la desnutricion cronica en nifios menores de 2 afios y revertir la tendencia de la
incidencia de obesidad y sobrepeso en nifios de 5 a 11 afios, para asi mejorar la

calidad de vida y garantizar la salud de la poblacién ecuatoriana.

Actualmente, en el Ecuador el Tocte es una especie en peligro de extincion, se
encuentra afectada por la deforestacion, debido a su alto valor comercial para la
industria maderera (Cardenas y Salinas, 2006; Ortega, 2007; Quintero y Villegas,
2012). Por tal razon, la caracterizacion de las proteinas y la descripcion de sus
actividades biologicas permitiran revalorizar a la nuez de Tocte, incentivando asi a
los agricultores a producir esta planta en peligro de extincién. Otra de las razones por
la que se desea investigar el Tocte es con el fin de brindar a la poblacién nuevas
fuentes alternativas de proteina que tenga un buen balance nutricional, proteinas con
alta digestibilidad y que sean de facil extraccion a nivel industrial, beneficiando asi a
la industria ecuatoriana, siguiendo la linea de la nueva matriz productiva donde el
actual gobierno del Ecuador busca fomentar el consumo de productos elaborados con
materia prima ecuatoriana, aumentando la productividad de los sectores agricolas y
evitando asi las importaciones. También este proyecto sera un aporte en el area de

investigacion de los alimentos funcionales.

19



1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo general

Caracterizar las proteinas de Tocte (Juglans neotropica Diels) y su digestibilidad

gastrointestinal in vitro.

1.3.2 Objetivos Especificos

1. Aislar las proteinas de harina de Tocte.

2. ldentificar el perfil de proteinas mediante electroforesis unidimensional.
3. Evaluar la actividad antioxidante de las proteinas.
4

Determinar la digestibilidad gastrointestinal in vitro de las proteinas.
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CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes investigativos

En lo que se refiere a investigaciones de caracterizacion de las proteinas de Tocte
(Juglans neotropica Diels) no se ha encontrado antecedentes investigativos acerca
del aislamiento de las proteinas, especificamente de la especie que se encuentra en el
Ecuador y se ha tomado como referencia algunas de las investigaciones realizadas

con la especie de (Juglans regia L.).

Segun, Sze-Tao y Sathe (2000), la nuez de Tocte por su valioso contenido en
proteinas de 16,66%, en el estudio encontraron que las glutaminas forman la mayor
parte con el 70,11% seguido de las globulinas con 17,57% y en menor cantidad las
albiminas con 6,81% y finalmente las prolaminas con 5,33%.

Segun un estudio realizado por Mao et al. (2014), en el estudio de composicién de
aminodcidos, distribucion de pesos moleculares de nogal (Juglans regia L.) y el
fraccionamiento de proteinas, las glutaminas representan el 72,06% aisladas con
NaOH seguidas de las globulinas con el 15,67 %, aisladas con NaCl. En el analisis
de (SDS-PAGE) los autores mencionan que las glutaminas se encuentran con bandas
de peso molecular entre 14,4 y 66,2 kDa.

Los primeros estudios de caracterizacion de proteinas se han encontrado wobre el
amaranto (Amaranthus caudatus L). AAon y Martinez (1996) realizaron la
extraccion de la proteina de amaranto a diferentes a pHs de solubilidad y
precipitacion, dichos autores evaluaron la influencia que tiene los pHs en la
composicion y precipitacion de las proteinas de amaranto. También se han realizado
investigaciones de la caracterizacion de otras proteinas de diferentes fuentes
vegetales como la de la quinua, chia, girasol entre otras. (Manzo, 2006; Oliveros y
Paredes, 2012; Salgado, 2009).

Debido a la escases de la planta de Tocte (Juglans neotropica Diels) en toda
Latinoamérica la mayor parte de estudios realizados de esta especie son relacionados

con el rescate y germinacién, por su baja capacidad germinativa (Pefia et al., 2014;
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Villegas, 2012), también en el Ecuador se han realizado estudios de extraccion de

aceite y el respectivo andlisis de &cidos grasos (Calapifia, 2014).
2.2 Hipdtesis
2.2.1 Rendimiento de la proteina de Tocte aislada a diferentes pHs

Hipdtesis Nula

Ho: El pH no tiene influencia en el rendimiento de la proteina de Tocte y en la

cuantificacion proteica.
Hipdtesis Alternativa

Ha: El pH si tiene influencia en el rendimiento de la proteina de Tocte y en la

cuantificacion proteica.
2.3 Sefialamiento de variables de la hipdtesis
2.3.1 Variables independientes

e Diferentes pHs de precipitacion de la proteina.

2.3.2 Variables dependientes

e Rendimiento de la proteina de Tocte

e Contenido proteico de Tocte
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

Las pruebas experimentales se desarrollaron en el laboratorio de Alimentos
Funcionales en el Grupo Biopropepti en la Facultad Ciencia e Ingenieria en

Alimentos de la Universidad Técnica de Ambato.

3.1 Materiales
3.1.1Materia prima

Para los primeros ensayos se utilizé torta de Tocte, luego se utilizé la nuez de Tocte

proveniente de la Provincia Bolivar, Canton San José de Chimbo.

3.1.2 Equipos

e Agitador VWR

e Agitador eléctrico vortex Mixer

e Balanza analitica Precisa gravimétrica AG Pietikon

e Balanza analitica OHAUS Modelo V71P30T

e Balanza granataria Modelo VWR-224AC

e Camara Fotografica

e Congelador Panasonic Healthcare ultra-low Temperature freezer
e Centrifuga, eppendorf Modelo 5702

e Liofilizador Bench Top Pro with Omnitronics Modelo BTP-3ESOVW
e Congelador Mabe

e Equipo de electroforesis, mini-protean, Tetra System, BIO-RAD
e Espectrofotometro convencional de haz simple Modelo DR-500
e Estufa lan incubator Modelo In-010

e Microcentrifuga Labnet Modelo C2400-B

e Micro incubador, Esco, Provolcell Shaking

e pHmetro Mettler Toledo

e pHmetro Thermo SCientific Orion Star A211

e Refrigerador Indurama Modelo RI-470
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¢ Kit para electroforesis Bio-Rad

e Unidad destiladora de agua, Easy Linea 150

3.1.3 Reactivos

e Acido acético glacial

e Azul de bromofenol, # 161-0404, BIO-RAD

e Bis-acrilamida, # 161-0158, BIO-RAD

e Bis-acrilamida, # 15512-023, Invitrogen

e Bicarbonato de sodio

e Cloruro de sodio

e Cloroformo

e Coomassie blue R, Blue R-250, # 161-011, BIO-RAD

e Dodecil sulfato de sodio (SDS) # 161-0302, BIO-RAD

e Estandar de proteinas, Dual Color, # 161-0374, BIO-RAD
e Estandar de proteinas SDS-PAGE, # 161-0318, BIO-RA
e Glicina# 161-0724, BIO-RAD

e Glicerol, Invitrogen # 15514-011

e Hidrdxido de sodio

e Hidroxido de potasio

e 2-B-mercaptoetanol # 161-0710, BIO-RAD

e Persulfato de amonio (PSA), # 161-0700, BIO-RAD

e Pepsina from procine gastric mucosa # P6887-106

e Pancreatina

e Sulfato de cobre pentahidratado

e Tris (C4H11NO3) # 161-0716, BIO-RAD

e TEMED (N,N,N°,N"-Tetramethiletilendiamina), BIO-RAD
e TEMED (N,N,N",N"-Tetramethiletilendiamina), Invitrogen

e Yoduro de potasio

3.1.4 Insumos y utensilios

Agua destilada, guantes, material de vidrio, bandejas plasticas, espéatulas, gradillas,

papel absorbente, papel de filtro, parafilm, tubos eppendorf , tubos para centrifuga de
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50, 1 y 2 mL, micropipetas, puntas, mortero, pistilo, papel filtro, envases de

plasticos, papel de aluminio.
3.2 Métodos

3.2.1 Analisis proximal

Se realiz6 el analisis proximal: humedad, carbohidratos, proteina, grasa y fibra de la
harina de Tocte y del aislado proteico a pH 5.0 en el Laboratorio de Control y
Andlisis de Alimentos (LACONAL), mediante métodos de la (AOAC, 2012).

3.2.2 Precipitacion Isoeléctrica

10 g de harina de Tocte R Pesado

v

Harina y cloroformo, 1/10 (p/v) —> Desengrasado

v

Filtrado —— Harina desengrasada

v

Secado 40°C

v

Agua destilada y Harina, 1/10 (p/v) —»‘ Mezclado ‘
v
KOH (1 N) —» Ajustado pH 8,0
v

‘ Centrifugado ‘ 4.400 rpm por 30 min

v

Sobrenadante enriquecido de :
proteinas, HCI (2 N) *{ Ajustado 11 ‘ pH 4,0
v

‘ Centrifugado 11 ‘ 4.400 rpm por 30 min

v

KOH@AN) —» Neutralizado pH 7,0

v

Liofilizado

v

Almacenado - 20°C.

Figura 1. Diagrama de flujo para la precipitacion isoeléctrica de la proteina.
Elaborado por: Silvia Leodn.

Fuente: Laboratorio de Alimentos Funcionales (Ambato-2016).
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3.2.3 Desengrasado de la harina de Tocte

La harina de Tocte se desengraso con solvente (cloroformo) en relacion 1:10 (p/v),
con agitacion constante durante 12 horas, a continuacion se filtré en papel de filtro y

se sec6 en una estufa de conveccion lan incubator Modelo In-010 a 40°C. .

3.2.4 Aislamiento de la proteina de Tocte

Para el aislamiento de la proteina se aplico el método de precipitacidn isoeléctrica
descrito por (AAGN y Martinez, 1996) con algunas modificaciones. Se disolvié la
harina de Tocte en agua destilada en una relacion 1:10 (p/v) y se ajustd a pH 8,0 con
KOH 1,0 N a continuacién se realiz6 una agitacion constante durante 10 minutos,
centrifugando a 4.400 rpm durante 30 minutos, el sobrenadante resultante se ajusté a
pH 4,0 con HCI 2,0 N y se mantuvo por 20 minutos en agitacion constante, a
continuacién se realiz6 una segunda centrifugacion a 4.400 rpm durante 30 minutos,
posteriormente se retird el sobrenadante para desecharlo, finalmente la proteina
aislada se ajusto a pH 7,0 con KOH 2,0 N con el fin de neutralizar la proteina. En un
liofilizador Bench Top Pro with Omnitronics modelo BTP-3ESOVW las muestras
aisladas fueron liofilizadas y se almacen6 -20°C hasta sus respectivos analisis. Se
realizd por triplicado a los pHs de 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 y se calculé el porcentaje de

proteina en peso seco de Harina de Tocte liofilizada. (Anexo A).

Figura 1. A: nuez de Tocte (Juglans neoropica Diel), B: proceso de desengrasado de
la harina de Tocte, C: Harina de Tocte después del desengrasado y secado a 40°C, D:
aislado de Tocte liofilizado.

3.2.5 Fraccionamiento de la proteina de Tocte

Para el fraccionamiento de la proteina de Tocte se utilizd el método de (Osborne,

1924) con algunas modificaciones.
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Se realiz6 la fracciéon de (albuminas+globulinas) con NaCl 1,0 M en una relacion
1:10 (p/v), se ajust6 a pH 8,0 con agitacion constante por 10 minutos, se centrifugo a
4400 rpm durante 30 minutos, el precipitado (albuminas) y sobrenadante
(globulinas) se ajusté a pH 5,0 también se fracciond con NaOH 0.1 M para la
extraccion de las (gluteninas) y el etanol al 70% para las (prolaminas), los

precipitados se almacenaron a -86 °C para luego ser liofilizadas.

3.2.6 Cuantificacién proteica

El método utilizado para la cuantificacion de la proteina aislada de Tocte fue el

método de Biuret descrito por (Gornall et al., 1949).

Reactivo Biuret: para la solucion se utilizo tartrato sodico-potasico (9 g), sulfato de
cobre pentahidratado (3 g) y yoduro de potasio (5 g). Los reactivos mencionados se
disolvieron en el orden mencionado en 400 mL de NaOH 0,2 M y se agregé 600 mL
de agua destilada.

Preparacion de la muestra: en un tubo eppedorf se pesé entre 7,8 a 8 mg de
proteina aislada, se agregd 1 mL de agua destilada a continuacion se adicion6 0,75

NaOH 0,2 M y se mantuvo en agitacion por 15 minutos.

Se prepard una segunda muestra en una relacion 1:5 (1,25 ml de reactivo de Biuret +
250 pl de muestra), luego se centrifugd por 30 minutos a 13.000 rpm, durante este
tiempo la base de los tubos eppendorf se dejo reposar en congelacion, luego con
mucho cuidado se procede a realizar la lectura en un espectrofotometro modelo DR

5000 a 550nm frente a un blanco sin proteina.
Preparacién del Blanco: 1 mL de agua destilada + 75 pl NaOH 0,2 M.

Los resultados obtenidos se extrapolaron a una grafica patrén elaborada con

concentracion conocida de albimina de suero bovino (BSA).

3.2.7 Electroforesis SDS-PAGE 1D

Para el analisis de las proteinas del Tocte se utilizo el método descrito por (Laemmli,
1970).

Se prepard una solucion de Tocte a una concentracion de 10 mg/mL, luego para la

preparacion de la muestra se tomaron 200 ul de la solucion y se mezclo con 200 pl
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de una solucion tampon (agua destilada, Tris-HCI 0,5 M pH 6,8; glicerol, SDS al
10%, 2-B-mercaptoetanol y azul de bromofenol), calentando la muestra en un
microincubador por 10 minutos, 400 rpm a 80°C.

Para el analisis de la muestra se utilizd un equipo de electroforesis Mini-protean
Tetra System, formando geles con 1mm de espesor, a diferentes concentraciones de
poliacrilamida, el gel concentrador o superior se realiz6 con una concentracion del
4% vy el gel separador o inferior del 12%, algunos geles también se realizaron a una
concentracion del 16%, en ausencia y presencia de 2-p-Mercaptoethanol (B-ME) para
la reduccion de los puentes disulfuro S-S. En el gel separador se utilizd agua
destilada, Tris HCI 1M pH 8,8; acrilamida (30%), SDS (10%),
tetrametiletilenediamina (TEMED), persulfato amonico, PSA, (10%) y para el gel
separador Tris-HCI 1,5 M pH 6,8; acrilamida (30%), SDS (10%), TEMED, PSA
(10%). Para determinar los pesos moleculares de las proteinas del Tocte se utiliz6 un
estandar pesos moleculares de la marca Bio Rad # 161-0317 el cual abarca la franja
de pesos moleculares de 6 a 198 kDa, también se utilizé para algunos ensayos un
estandar con franjas de colores Dual Color de Bio Rad # 161-03734 el cual abarca las
franjas de 10 a 250 kDa.

La separacion de las proteinas de Tocte se realiz6 en una camara de electroforesis
vertical utilizando el equipo BIO-RAD Mini-protean Tetra System, con una solucion
de tampon de corrida (Tris-HCL, Glicina, SDS).

El volumen de la muestra que se adiciono en los pocillos para el analisis fue de 20 pl,
las corridas se llevaron a 200 [V] continuos durante 30 minutos. Finalizada la
electroforesis los geles fueron tefiidos con una solucién de Coomassie brilliant blue
R-250 durante toda la noche. Al dia siguiente los geles fueron destefiidos con una
solucion formada por (50 % Metanol, 5% Acido acético y 45% Agua). Una vez
destefiidos se realiza un lavado con agua destilada y se procedié a realizar las
fotografias de los geles con una cdmara digital de 5 megapixeles.
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3.2.8 Digestibilidad gastrointestinal in vitro

Digestion gastrica

v

10 mg de aislado proteico de Tocte —

Pesado

v

SGF (NaCl 0.35M) con pepsina
(2,000 U/ml)

Mezclado

v

HCIAM) —>

Ajustado

v

Incubado

v

pH 3,0

37°C; 450 rpm, por 2 h.

Digestion Duodenal

v

Pancreatina (100 U/ml)
en unarelacion 1:1 v/iv

Mezclado

NaOH (1 M) — |

Ajustado

v

Incubado

v

Bicarbonato de sodio (1,0 M) —>|

Neutralizado

v

Almacenado

pH 7,0

37°C; 600 rpm, por 2 h.

-20°C

Figura 1. Diagrama de flujo para la digestibilidad gastrointestinal de las proteinas

de Tocte (Juglans neotropica Diels)
Fuente: (Minekus et al., 2014).

3.2.9 Digestidn gastrica

Para la digestion gastrica se pes6 10 mg/ml de la proteina de Tocte liofilizada, en

tubos eppendorf de 2 mL, luego las muestras fueron sometidas a digestion gastrica en
(SFG) formado por NaCl 0,35 M a los pHs de 1,2; 2,0; 3,0. La mezcla se realiz6 en
una relacién 1:1 (2,000 U pepsina/mL de SGF). La digestion se llevo a cabo en un

microincubador Esco, Provolcell Shaking a 37°C por 2 horas y 450 rpm, una vez

terminada la digestion se adiciond 200 pl de bicarbonato de sodio 1 M para la

inactivacion de la enzima. A continuacion se llevo a 80°C a 450 rpm por 10 minutos

para asegurarnos que la enzima se inactive completamente. Las muestras se

almacenaron a -20°C hasta su respectivo analisis en electroforesis SDS-PAGE.
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3.2.10 Digestion duodenal

Para la fase duodenal se realizd la mezcla en una relacion 1:1 v/iv, 1 mL de
hidrolizado de la fase gastrica con 1 mL de una solucion formada por (100 U de
pancreatina, 10nM de sales biliares, 1,5 mM CaCly) y se ajusté a pH 7,0. La
digestion se llevo a cabo en el microincubador Esco, Provolcell Shaking en las
mismas condiciones de la digestion gastrica. De igual manera se almacenaron las

muestras a -20°C hasta su analisis en electroforesis SDS-PAGE.

3.2.11 Actividad antioxidante del aislado proteico de Tocte

Se estudio la actividad antioxidante de la proteina aislada, mediante el método de
ABTS™ (Re et al., 1999).

Segun la metodologia desarrollada por Re et al. (1999). El radical ABTSe++ se obtuvo
tras la reaccion de ABTS (7 mM) con persulfato potasico (2,45 mM, concentracion
final), donde se incubado a temperatura ambiente 25°C y en la oscuridad durante 16
horas. Una vez formado el radical ABTS™" se diluye con etanol hasta obtener un

valor de absorbancia de 0,70 a 754 nm.

Con el fin de evaluar la capacidad antioxidante de la proteina liofilizada a pH 5,0 de
Tocte, se prepard mezclas de 1 mL de la solucion diluida de ABTS™ con 7-8 mg de
proteina de Tocte se diluyo con etanol hasta que se producir una inhibicion del 20%,
en comparacion con la absorbancia del blanco, tras afadir 20 pL de la muestra, a 980
uL de la dilucion del radical ABTSe<+ asi generado se determind la absorbancia 754
nm, y se procedio a afiadir 20 puL de la muestra y nuevamente se repitio la
absorbancia 754 nm pasado 1 minuto. La absorbancia se mide de forma continua

transcurridos 7 minutos.
3.2.12 Analisis estadistico

Las variables de respuesta fueron el rendimiento de la proteina aislada a los pHs 3,0;
5,0; 5,0; 6,0 y la cuantificacion de la proteina mediante el método de Biuret, a los
resultados se les aplico un andlisis de varianza, utilizando statgraphics Centurion
XV.11 con el fin de determinar la diferencia estadisticamente significativa entre los

valores obtenidos para cada variable respuesta.
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CAPITULO IV

RESUSTADOS Y DISCUSION

4.1Anélisis y discusion de resultados

4.1.1 Analisis proximal

Alimentos como el huevo y la leche contienen entre un 13% y 3,5% de proteina
respectivamente (FAO, 2015). La albdmina en el huevo y la caseina en la leche
tienen un valor bioldgico entre 0,9 y 1 (eficacia del 90-100%, por lo que se usan
como proteinas de referencia), se consideran asi por poseer todos los aminoacidos
esenciales en buenas proporciones y nutricionalmente son superiores a otras
proteinas como el maiz, trigo, soja entre otras (FAO, 1992). En cuanto a la calidad
proteica de la nuez de Tocte existen muy pocas investigaciones y se ha tomado de
referencia algunas investigaciones de la especie de (Juglans regia L) y de otras

fuentes proteicas.

Tabla I. Composicion proximal de la harina y del aislado de Tocte

Componente | Proteina | Grasa | Cenizas | Fibra | Carbohidratos | Humedad
(%) (%0) (%) | (%) (%0) (%)
Harina 17,7 49,1 2,10 10,6 14,3 6,22
Aislado 74,8 10,5 2,66 0,13 6,7 5,23

Fuente: Laboratorio de control y Anélisis de Alimentos (LACONAL).

La Tabla I muestra los resultados de la composiciéon proximal en base seca de la
nuez de Tocte (Juglans neotropica Diels), los andlisis revelaron que la nuez posee un
alto contenido en grasa de 49,1% seguido de un contenido significativo de proteina
de 17,7%, un valor cercano a la especie de (Juglans regia L) la cual contiene 16,66%
de proteina descrito por Sze-Tao y Sathe (2000). Se puede considerar un valor alto
de proteina con respecto a las reportadas de otras fuentes vegetales como son los
cereales entre el 7-13% (Vioque et al., 1999). Los pseudocereales como la quinoa
(Chenopodium quinoa Willd) con el 15% de proteina y el amaranto (Amaranthus
caudatus L) aproximadamente con el 14-18 % (Abugoch James, 2009; Bressani et
al., 1989).

31



http://es.wikipedia.org/wiki/Pseudocereal

También se realizo el analisis proximal del aislado (ANEXO 1) con el fin de analizar
el contenido de proteina y los componentes no proteicos. La Tabla I muestra el
analisis proximal del aislado a pH 5,0 presentando una riqueza proteica del 74,8%,
un valor cercano a la especie (Juglans regia L) el cual contiene una riqueza de
75,56%, descrito por Mao y Hua (2012). Comparando con otras fuentes vegetales
como el amaranto (Amaranthus caudatus L) que posee el 90% reportado por Afién y
Martinez (1996) y el de quinua (Chenopodium quinoa) con 83,5% (Manzo et al.,
2006), todos estas especies vegetales presentan valores altos en comparacion con el
Tocte. La concentracion proteica puede variar dependiendo de la especie, el método
aplicado o el pH del aislado usado para el analisis proximal. El aislado también posee
un contenido alto de grasa con un 10,5%, esto podria deberse a que la nuez de Tocte
que se utilizé sin un prensado previo para la eliminacion del aceite, también tiene un

contenido bajo en carbohidratos con 6,7% y cenizas con un valor de 2,66%.

4.3 Aislamiento de la proteina de Tocte

Se utilizé la harina desengrasada de Tocte para obtener aislados proteicos, aplicando
el método de precipitacion isoeléctrica, uno de los primeros trabajos con dicho
método es de los autores Afion y Martinez (1996) que evaluaron el efecto de las
condiciones de la extraccion de la proteina, eligiendo diferentes combinaciones de
pH de solubilidad y precipitacion. En el presente trabajo también se tomaron en
cuenta diferentes pHs de precipitacion (pl) con el fin de determinar si el pH influye
en el rendimiento de la proteina de Tocte. En la Figura 2, se observa la precipitacion
de la proteina a los pHs 3,0; 4,0; 5,0; 6,0. La proteina precipitada a los pHs
mencionados presentaron un color blanco y en el sobrenadante se visualiza cambios
de color especialmente a los pH 3,0 y 4,0 presentando un color mas trasparente lo
que no sucede a los pHs 5,0 y 6,0 esto podria deberse a las proteinas que no lograron
precipitar (proteinas solubles). Algunos autores mencionan que el punto isoeléctrico
de la proteina (pl), el pH de solubilidad y el de precipitacion influye en los atributos
de calidad de un aislado como por ejemplo el contenido de proteina, indice de
blancura, temperatura de desnaturalizacion y en el rendimiento (Callisaya y
Alvarado, 2009; Salcedo et al., 2002).
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Fraccion pH 8.0
——
P =y = = 1

pH 3.0 pH 4.0 PH 5.0 pH 6.0

Figura 2. Aislados de proteina de Tocte a los pHs de 3,0; 4,0; 5,0; 6,0.

Tras aislar la proteina de Tocte se calcularon los rendimientos en porcentaje de los
pHs 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 realizado con tres réplicas. El aislado a pH 5,0 presento el
mayor rendimiento con un 21,64%, seguido del pH 6,0 con 20,46% y en menor
cantidad los pH 3,0 y 4,0 con 15,79 y 16,72% (Tabla I1). Segun Angélica et al.
(2014) es fundamental conocer su punto isoeléctrico, el pH en el cual la proteina
presenta su minima solubilidad y por tanto precipita, lo que significa que el aislado a
pH 5,0 podria encontrarse cerca del punto isoeléctrico, por su alto rendimiento de
proteina de Tocte (Junglan neotropica Diels). Finalmente, se determind la existencia
de diferencias significativas entre los valores obtenidos (% rendimiento) de los
aislados a los pHs 3.0, 4.0, 5.0, 6.0. (Ver Tabla XI, XII, Anexo E)

Tabla I1. Rendimiento de la proteina de Tocte en base a 10 g

Parametro Rendimientos (%0) Ccv
pH 3,0 15,793 £ 0,2° 1,46
pH 4,0 16,724 + 0,52 3,58
pH 5,0 21,648 + 0,4° 2,27
pH 6,0 20,468 +0,2° 2,35

Los resultados son los promedios + desviacién estandar. Se realiz6 un ANOVA y comparacion de
medias por prueba del test de Tukey al 95% de confianza, las letras diferentes (en superindices) en un
misma columna indican diferencias significativas

3.2.5 Fraccionamiento de la proteina de Tocte (Juglans neotropica Diel)

Para la caracterizacion de las proteinas de la nuez de Tocte se fraccionaron en base a
su solubilidad, mediante el método de (Osborne, 1924). Se utilizaron diferentes
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solventes para la extraccion de (globulinas + albuminas) en cloruro de sodio, las
(glutelinas) en hidréxido de sodio y en etanol al 70% para las (prolaminas). Los
ensayos se realizaron por triplicado. La Tabla I, contiene los diferentes valores en
porcentaje de las fracciones, siendo las globulinas la fraccidbn mayoritaria con un
34,38% seguido de las albuminas con un 20,21%, gluteninas con un 14,13% Yy en
menor cantidad las prolaminas con un 6,69 %, los datos para el analisis se presenta
en el (ANEXO B). Al comparar con la especie (Juglans regia L) la fraccion
mayoritaria son las glutelinas con el 72,06%, globulinas con 15,67%, (Mao et al.,
2014). Estas diferencias podrian deberse a la fuente boténica, a la metodologia
aplicada para la extraccion de la harina y aislado (Betancur et al., 2004; Delgado y
Cecilia, 2015). El patron del fraccionamiento del Tocte (Juglans neotropica Diels)
que se presenta en la Tabla Il es casi similar a otra fuente vegetal como es el
amaranto (Amaranthus caudatus L) presentando la mayor fraccién a las albuminas
(49-65%), globulinas (22-42%), glutelinas (14-18%) y las prolaminas en menor
proporcién (1-3,2%) descrito por Delgado (2015).

Tabla I11. Rendimiento de la proteina fraccionada de Tocte en base a 10 g.

Parametro Rendimiento (%) CcVv
Globulinas 45,591 + 0,62 0,717
Albuminas 26,798 + 0,7 0,697
Glutelinas 18,736 + 0,3° 0,308
Prolaminas 8,873+ 0,5 0,575

Los resultados son los promedios + desviacién estandar. Se realiz6 un ANOVA y comparacion de
medias por prueba del test de Tukey al 95% de confianza, las letras diferentes (en superindices) en un
misma columna indican diferencias significativas

4.3 Cuantificacion proteica

Una vez realizado el aislamiento de la proteina se analiz6 el contenido de proteina a
los pHs 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 mediante el método colorimétrico de Biuret, en la Figura 5,
se observa la curva estandar de albumina de suero bovino (BSA), utilizada para el

calculo de la concentracion de proteina de Tocte.
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Figura 3. Curva estandar de albumina de suero bovino (BSA)

En la curva estandar se observa una correlacion (R?) de 0.996 que revelan una
correlacién superior al 99%, mostrando una relacion directamente proporcional entre
el color y las concentraciones seleccionadas de pepsina dando como resultado la
ecuacion de la recta y= 0,031x + 0,013 (Figura 3). El ensayo de la cuantificacion

proteica de Tocte se realiz6 por cuadriplicado, (ANEXO C).

Tabla I'V. Concentracion de la proteina de Tocte en base a 10 g

Parametro Concentracién (mg/mL) CcVv
pH 3,0 1,154 + 0,06? 0,05
pH 4,0 1,116 + 0,02° 0,02
pH 5,0 1,154 + 0,09 0,08
pH 6,0 0,667 + 0,06° 0,09

Los resultados son los promedios + desviacién estandar. Se realiz6 un ANOVA y comparacion de
medias por prueba del test de Tukey al 95% de confianza, las letras diferentes (en superindices) en un
misma columna indican diferencias significativas

Para la proteina de Tocte el ensayo de Biuret no fue el mas adecuado, la Tabla IV
desglosa los resultados donde a pHs 3,0; 4,0 y 5,0 el porcentaje es mayor al 100%, en
cambio a pH 6,0 presenta una concentracién del 66,7% que podria ser un valor real,
comparando con el contenido de proteina a pH 5,0 de 74,8%, (Anexo I). Estos
resultados pocos satisfactorios para la cuantificacion de la proteina de Tocte podria
deberse a la interferencia de la grasa o moléculas que se encuentran interfiriendo al
momento de medir la absorbancia de la proteina. Estas moléculas podrian ser los
acidos nucleicos que se encuentran asociadas a la proteina de Tocte, como es la

guanina que producen 50% mas de color. Los frutos secos son una excelente fuente
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de proteinas y la mayor parte de las variedades de nueces contienen altos niveles de

acidos nucleicos (Arellano y Duhalt, 1998; Morato y Barrios, 2015).

Segun (Salvador, 2006) el desarrollo de colores diferente para cada proteina, y los

lipidos e hidratos de carbono interfieren al formar complejos con el idén coordinado.

4.4 Electroforesis SDS-PAGE 1D
4.5 Geles SDS-PAGE a diferentes concentraciones de proteina de Tocte

Para la caracterizacion de la proteina mediante electroforesis SDS-PAGE
primeramente se realiz0 las siguientes diluciones (10, 5,0; 2,5; 1,25 mg/ml) del
aislado de Tocte a pH 5,0. En la linea 2, con la concentracion de 10 mg/ml de
proteina de Tocte se observaron bandas cercanas a 21 kDa (Figura 4), con alta
expresion. En la linea 5, con la concentracion de 1,25 mg/ml las bandas que se
aproximan a 45 kDa no se lograron observar claramente, concluyendo que, a medida
que la concentracion de la proteina disminuye el ancho de las bandas y la intensidad
se reducen, identificando que la concentracion de 10 mg/ml de proteina es la méas

adecuada para colocar en los pocillos de los geles de poliacrilamida.
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Figura 4. Electroforesis SDS-PAGE en presencia de 2-B-mercaptoetanol. Linea 1:
estandar de proteinas; linea 2: aislado de Tocte a 10 mg/ml; linea 3: aislado de Tocte
a 5,0 mg/ml; linea 4: aislado de Tocte a 2,5 mg/ml; linea 5: aislado de Tocte a 1,25
mg/ml.

4.6 Electroforesis (SDS-PAGE) en ausencia y presencia de 2-p-mercaptoetanol

Segun Shewry y Halford (2002) las proteinas de reserva que se encuentran en

leguminosas y oleaginosas son las globulinas y albuminas. Las albdminas se

36



clasifican en base al coeficiente de sedimentacion en 2S albuminas, las globulinas en
7S o vicilinas y en 11S o leguminas. Las globulinas son hexameros que contienen
dos subunidades y cada una esta formada por una subunidad acida con pesos
moleculares entre (29-35 kDa) y la subunidad béasica (18-28 kDa) estas subunidades
se encuentran unida entre si mediante uno o mas puentes disulfuro descrito por
(Zepeday Lopez, 1995).

En la Figura 5, se muestra el perfil de los aislados proteicos de Tocte en condiciones
reductoras en presencia de (+2BME). Las bandas tienen mayor expresion y son mas
definidas en el aislado proteico de Tocte a pH 5,0. A todos los pHs ensayados se
observaron un conjunto de bandas de bajo peso molecular comprendido entre 10-15
kDa. Estas bandas corresponden a la 2S albuminas. Esta banda es muy intensa
especialmente a los pHs 4,0 y 6,0. Se identificé un primer conjunto de bandas con
pesos moleculares comprendidos entre 18-20 kDa. Estas bandas corresponden a las
11S globulinas basicas. También se identificé un segundo conjunto de bandas con
pesos moleculares entre los rangos de 35-37 kDa. Estas bandas fueron identificadas
como la fraccién 11S globulinas &cidas. Un tercer conjunto de bandas con pesos
moleculares entre los rangos de 50-70 kDa fueron identificadas a todos los pHs

ensayados, estas bandas corresponden a la fraccion 7S globulinas.

kbDa PM pH3 pH4 pH5 pH6
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Figura 5. Electroforesis SDS-PAGE en presencia de 2-B-mercaptoetanol. Linea 1:
estandar de proteinas; linea 2: aislado de Tocte pH 3,0; linea 3: aislado de Tocte pH
4,0; linea 4: aislado de Tocte pH 5,0; linea 5: aislado de Tocte pH 6,0.
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En la Figura 6 se observa el perfil de las proteinas de aislados proteicos de Tocte
obtenidos por precipitacion isoeléctrica a pH 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; en condiciones no
reductoras sin (-BME). El perfil de las proteinas se comprende de bandas entre los
rangos de 10-50 kDa. Se logr6 identificar dos bandas entre 10-15 kDa, otras dos
bandas entre 35-37 kDa y tres bandas con alto peso molecular de 50 kDa, con un
total de siete bandas. Estos resultados indican que las proteinas de Tocte se
encuentran conformadas por puentes disulfuro (-S - S-) y al romper los enlaces con el
agente reductor (SDS), las proteinas de mayor peso molecular se convirtieron en
proteinas de menor peso.
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Figura 6. Electroforesis SDS-PAGE en ausencia de 2-f-mercaptoetanol. Linea 1:
estandar de proteinas; linea 2: aislado de Tocte pH 3,0; linea 3: aislado de Tocte pH
4,0; linea 4: aislado de Tocte pH 5,0; linea 5: aislado de Tocte pH 6,0.

Las proteinas de la variedad de (Juglans neotropica Diels) muestra un perfil
electroforético que se encuentra distribuido en un conjunto de tres bandas proteicas
con pesos moleculares entre 10 a 75 kDa, (Figura 6), similar al presentado por Mao y
Hua (2012) de la variedad de (Juglans regia L), el peso molecular de dicha especie
presenta bandas entre 12 a 67 kDa.

4. Fraccionamiento de las proteinas con diferentes solventes

El fraccionamiento de las proteinas de reserva de la nuez de Tocte pertenecientes a la
especie (Juglans neotropica Diels) se realiz6 con el fin de investigar las proteinas
mayoritarias presentes en la nuez de Tocte, para asi continuar sus estudios
caracterizando el peso molecular de cada una de ellas y la digestibilidad que podrian
poseer las diferentes fracciones. La Figura 7, presenta el gel realizado al 12% de
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acrilamida de las diferentes fracciones, en el gel se observa (linea 3), las albuminas
con tres juegos de proteina que se encuentran entre 14-70 kDa, las glutelinas
fraccionadas con hidroxido de sodio, linea 4, se visualiza dos bandas intermedias con
pesos moleculares entre 30-70 kDa. Para las globulinas extraidas con cloruro de
sodio, linea 5, se aprecia un perfil de proteinas con bandas similares al de las
albiminas con pesos moleculares entre 14-70 kDa. Por altimo, tenemos en la linea 6,
a las prolaminas aisladas con el 70% de etanol, las bandas que se observa son poco
definidas pero se puede ver una banda de bajo peso molecular aproximadamente de

31 kDa.

kDa NacCl-P NaOH NacCl-S Etanol

Figura 7. Electroforesis SDS-PAGE en presencia de 2-B-mercaptoetanol. Linea 1:
estandar de proteinas; linea 2: aislado con Agua; linea 3: aislado con cloruro de sodio
precipitado (albiminas); linea 4: aislado con hidroxido de sodio (glutelinas) linea 5:
aislado con cloruro de sodio sobrenadante (globulinas); linea 6: con etanol
(prolaminas).

El perfil electroforético de las globulinas y albuminas de Tocte (Juglans neotropica
Diels) son casi similares con pesos moleculares entre 14 a 70 kDa (Figura 7), un
rango similar a la nuez de (Juglans regia L) de 14 a 66 kDa reportado por Sze-Taoy
Sathe (2000).

4.8 Digestibilidad gastrointestinal in vitro de las proteinas de Tocte

La digestion de los alimentos empieza en la boca con hidrolisis parcial de
carbohidratos por accion de la a-amilasa, razon por la cual se ha omitido este paso.
El proceso digestivo de las proteinas empieza en el estémago (Minekus et al., 2014).
Segun lo descrito por Carrillo (2014) el pH aplicado en los estudios de digestion con
pepsina influye en la digestibilidad de ciertas proteinas. A pH 2,0 algunas proteinas

alergénicas presentan resistencia a la digestion por la pepsina, en algunos casos se
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forman fragmentos estables que conservan el potencial alergénico de la proteina
nativa, por ejemplo la lisozima de clara de huevo presenta resistencia a la hidrélisis

con pepsina a pH 2.

Simulando las condiciones del estomago con un fluido gastrico simulado (SGF)
compuesto por 0,35 M NaCl. Con este mdldelo se evalu6 la influencia del pH desde
valores méas bajos 1,0 y 2,0 y valores mas altos, caracteristicos en estomagos de
nifos. La pepsina hidrolizo casi totalmente los tres grupos de bandas comprendidas
entre 15-50 kDa. Mientras que se observa una banda con peso molecular de 6.5 kDa

que podrian corresponderse con la 2S albaminas, (Figura 8).

Segun Orruiio y Morgan (2011) las 2S albuminas presentan resistencia a la
hidrolisis con pepsina por ejemplo el mani y de ajonjoli presentan albiminas 2S

extremadamente resistentes a la hidrolisis con pepsina.

KDa PM 2 3 4q 5

Figura 8. Electroforesis SDS-PAGE en presencia de 2-B-mercaptoetanol.
Simulacion géstrica de aislados proteicos de Tocte (Juglans neotropica Diels) Linea
1: estandar de proteinas; linea 2: aislado de Tocte a pH 5,0 (10 mg/ml); linea 3:
digestion géstrica de Tocte a pH 1.0; linea 4: digestion gastrica de Tocte a pH 2,0;
linea 5: digestion gastrica de Tocte a pH 3,0.

Astwood y Fuchs (1996) Compararon la digestibilidad de proteinas alimentarias
alergénicas frente a proteinas no alergénicas, en SGF (Fluido Gastrico Simulado
consistente de 0,035 M NaCl a pH 1,2 con pepsina). En el estudio algunos alérgenos
fueron estables durante 60 minutos de digestion. Mientras, que las proteinas no
alergénicas fueron digeridas facilmente, sin formar fragmentos peptidicos estables.

El Codex (2003) recomiendan para los ensayos de seguridad alimentaria de proteinas
modificadas genéticamente usar pH 1,2 — 2 en los ensayos de digestion y sugiere pH

1,2 como el pH 6ptimo para las condiciones de la digestion gastrica.
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Para la digestion duodenal se utilizd una solucion de pancreatina de origen porcino
compuesta por una serie de enzimas proteoliticas que participan en la digestién
duodenal (lipasa, colipasa, tripsina) esta solucion contiene ademas CaCl, y sales
biliares. En la Figura 9 se puede observar en la (linea 4), las proteinas fueron
hidrolizadas totalmente. Concluyendo que la 2S aliminas de Tocte presentan
resistencia a las hidrolisis con pepsina. Mientras que todas las proteinas de Tocte

fueron facilmente digeridas con pepsina mas pancreatina incluida las 2S albuminas.
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Figura 9. Electroforesis SDS-PAGE en presencia de 2-B-mercaptoetanol.
Simulacion géstrica de aislados proteicos de Tocte (Juglans neotropica Diels) Linea
1: estandar de proteinas; linea 2: aislado de Tocte a pH 5,0 (10 mg/ml); linea 3:
digestion géastrica de Tocte a pH 3,0; linea 4: digestion duodenal a pH 7,0.

4.8 Digestibilidad gastrointestinal in vitro de las proteinas fraccionadas

4.8.1 Digestibilidad gastrointestinal de la fraccion proteina (albuminas)
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Figura 5. Electroforesis SDS-PAGE en presencia de 2-B-mercaptoetanol.
Simulacion gastrointestinal de albuminas aisladas con cloruro de sodio. Linea 1:
estandar de proteinas; linea 2: aislado de Tocte a pH 5,0 (10 mg/ml); linea 3:
proteinas aisladas con cloruro de sodio (albuminas), linea 4: digestion gastrica de
Tocte a pH 3,0; linea 5: digestion duodenal a pH 7,0.
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Segun Osborne (1924) las albuminas son proteinas solubles que se pueden extraer
con agua y soluciones salinas. La Figura 10 muestra el gel de SDS-PAGE al 16% de
acrilamida. En el gel se puede observar la digestibilidad gastrointestinal de las
albuminas. La fase gastrica fue realizada con pepsina a pH 3,0 (linea 3), observando
una banda de bajo peso molecular aproximadamente de 6 kDa que se corresponde
con 2S albuminas. Esta banda muestra resistencia a la hidrolisis con pepsina.
Mientras que en la digestion duodenal con pepsina mas pancreatina todas las bandas
son totalmente hidrolizadas. La banda correspondiente a la 2S albumina fue
susceptible a la hidrolisis a duodenal a estas condiciones.

4.8.1 Digestibilidad gastrointestinal de la fraccion proteina (globulinas)
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Figura 6. Electroforesis SDS-PAGE en presencia de 2-B-mercaptoetanol.
Simulacién gastrointestinal de globulinas aisladas con cloruro de sodio (1 M). Linea
1: Estandar de proteinas; linea 2: aislado de Tocte a pH 5,0 (10 mg/ml); 3: proteinas
aisladas con cloruro de sodio (globulinas); linea 4: digestion gastrica de Tocte a pH
3,0; linea 4: digestién duodenal a pH 7,0.

Las globulinas y albuminas son proteinas ampliamente estudiadas ya que se
encuentran abundantemente presentes en cereales y leguminosas representando
alrededor del 10% de proteinas en granos de cereales y mas del 85% en leguminosas
(Fujiwara et al., 2002). Segun Johnson (2002) la pepsina sélo inicia la digestion de
las proteinas y contribuye con un 10 a 20 % del proceso total de conversion de estas
macromoléculas en proteosas, peptonas y algunos polipéptidos. En la fase duodenal a
pH 7,0 las diferentes enzimas proteoliticas hidrolizaron totalmente a las proteinas de
Tocte, linea 4, (Figura 11).
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Las bandas que se lograron observar en la Figura 11 podrian contener péptidos
bioactivos, que pueden ejercer su accion en el tracto gastrointestinal (Vermeirssen et
al., 2004), dichos péptidos pueden atravesar el epitelio intestinal y llegar a tejidos
periféricos a través de la circulacién sanguinea (Teschemacher et al., 1997;
Vermeirssen et al.,, 2004). Para comprobar esta hipétesis es necesario realizar
pruebas in vitro e in vivo de algunas de las actividades biol6gicas (antitumural,
antimicrobina, antihipertensiva, antitrombotica, antioxidante, entre otras) que en la
actualidad son de gran interés, actividades que podrian poseer los péptidos de la
proteina de Tocte liberados tras la digestion gastrica.

4.8.1 Digestibilidad gastrointestinal de la fraccion proteina (glutelinas)
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Figura 7. Electroforesis SDS-PAGE en presencia de 2-B-mercaptoetanol.
Simulacion gastrointestinal de globulinas aisladas con hidroxido de sodio (1 M).
Linea 1: estandar de proteinas; linea 2: aislado de tocte a pH 5,0 (10 mg/ml); linea 3:
digestion gastrica a pH 3,0; linea 4: digestion duodenal a pH 7,0

Las glutelinas son proteinas solubles en soluciones alcalinas o &cidas, razon por la
que se aislaron en hidréxido de sodio 0,5 M. Segun herrera (2003) las glutelinas son
proteinas importantes para la industria alimentaria ya que se encargan de conferir
viscosidad y elasticidad a los alimentos y cada vez se investigan mas las fracciones
de proteinas de origen vegetal.

En la fase gastrica con (SGF 0,35 M NaCl) se evalu6 la digestion de las proteinas de
Tocte, mediante el uso de electroforesis SDS-PAGE en presencia del agente reductor
2-B-Mercapthoetanol en un gel de poliacrilamida al 16%. En el gel se observaron dos
bandas, comprendidas entre 31 a 45 kDa. En la fase duodenal realizada a pH 7,0
(Figura 12) se observaron que las proteinas fueron totalmente hidrolizadas.
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4.8.1 Digestibilidad gastrointestinal de la fraccidn proteina (prolaminas)

KDa PM 2 3 a4 5

Figura 8. Electroforesis SDS-PAGE en presencia de 2-B-mercaptoetanol.
Simulacion géstrica de aislados proteicos de Tocte (Juglans neotropica Diels) Linea
1: estdndar de proteinas; linea 2: aislado de Tocte a pH 5,0 (10 mg/ml); linea 3:
prolaminas extraidas con etanol al 70%; linea 4: digestion gastrica de Tocte a pH 3,0;
linea 5: digestion duodenal a pH 7,0.

En el Tocte (Juglans neotropical Diel) las prolaminas representaron una
concentracion de 7.12%. En la Figura 13 se aprecia el gel de electroforesis (SDS-
PAGE), observando en la linea 3, bandas poco visibles lo que da a entender que
existe muy poca cantidad de dicha proteina. Comparando con la variedad de (Juglans
regia L), presenta tres bandas con pesos moleculares de bajo peso molecular entre 10
a 14 kDa (Sze-Tao y Sathe, 2000). Esta diferencia podria deberse al método
aplicado para la extraccion de las prolaminas o a la especie diferente con la que se
realizo el estudio. En la digestion gastrica y duodenal no se observa ninguna banda

concluyendo que la pepsina consumié en su totalidad a las prolaminas.
4.8.3 Actividad antioxidante

Actualmente el estudio de alimentos con propiedades antioxidantes ha aumentado
considerablemente debido al interés que se tiene sobre los efectos benéficos a la
salud. EI método ABTS es un ensayo de decoloracion que permite determinar la
capacidad de neutralizar radicales libres de antioxidantes de carécter hidrofilico e
hidrofébico (Delgado y Cecilia, 2015). En la Tabla V se muestra los resultados de la
capacidad antioxidante de los aislados proteicos de Tocte a los pHs 3,0; 4,0; 5,0; 6,0.
Se puede ver claramente que el pH 3,0 posee una alta capacidad antioxidante con un
valor de 130,40 uM Trolox/L seguido del pH 4,0 con 123,40 uM Trolox/L y los pH
5,0 y 6,0 presentaron valores mas bajos de 32,55y 97,07 uM Trolox/L.
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Tabla V. Capacidad antioxidante de la proteina de Tocte.

Parametro Capacidad antioxidante uM Trolox/L
pH 3,0 130,40 £ 0.3
pH 4,0 124,40 + 0.4
pH 5,0 32,55+0.2
pH 6,0 97,07+ 0.3

Los resultados son los promedios + desviacion estandar.

No se encontrado estudios de evaluacion antioxidante de aislados proteicos. La
mayor parte de investigaciones se han realizado en hidrolizados proteicos de
diferentes fuentes vegetales. Segin Moure et al. (2006) los hidrolizados proteicos de
soja posee una alta actividad antioxidante entre 820 y 3280 uM Trolox/L, frente a los
radicales ABTS. La evaluacion antioxidante de Tocte se realizo en los diferentes
aislados extraidos a diferentes pHs obteniendo valores més bajos que los hidrolizados
de soja, estos resultados podria deberse a que los péptidos producidos durante la
hidrélisis enzimatica poseen propiedades fisicoquimicas Unicas conferidas por su

secuencia de aminoacidos (Piga et al., 2003).

4.7 Verificacion de Hipotesis

Para el andlisis de varianza realizado a la variable de respuesta rendimiento, el
analisis mostro diferencias significativas entre los tratamientos (pHs). Por lo tanto, a
un nivel de confianza del 95% se acepta la hipdtesis alternativa que indica que el pH
si influye en el rendimiento de los aislados proteicos de Tocte (ANEXO D).

Para el andlisis de varianza realizado a la variable de respuesta concentracion
proteica, el analisis mostro diferencias significativas. Por lo tanto, a un nivel de
confianza del 95% se acepta la hipotesis alternativa que indica que el pH si influye

en la concentracion de los aislados proteicos de Tocte. (ANEXO E).
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

e Dentro de la caracterizacion de las proteinas de Tocte (Juglans neotropica
Diels) se evalud diferentes tratamientos determinando que al aplicar el
método de precipitacion isoeléctrica (pH 5,0) se obtuvo mayor rendimiento
(21,64%) de aislado proteico; la nuez es considerada una fuente proteica
importante; estos resultados fueron confirmados mediante un analisis
proximal donde se establecié que la harina de nuez presenta un 17,7% de
proteina; en la digestibilidad gastrointestinal in vitro, el aislado proteico se
hidrolizo totalmente al pH 1,0.

e La fraccion con mayor presencia en la nuez de Tocte fueron las globulinas
con 34,38%; ademas mediante electroforesis SDS-PAGE se identificaron
bandas con alta expresion de las cuales destacaron ocho mayoritarias con
pesos entre 6-70 kDa.

e Mediante electroforesis SDS-PAGE se determind que los aislados proteicos
de Tocte a pHs 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 presentaron bandas de alto y bajo peso
molecular comprendidas entre 6 a 75 kDa, identificando las proteinas 7S
globulinas, 11S subunidad 4cida y béasica y las 2S albuminas .

e Los aislados proteicos de Tocte realizado a los pH 3,0; 4,0; 5,0; 6,0
presentaron una alta capacidad antioxidante realizado por el método ABTS™;
el aislado a (pH 3,0) presento mayor actividad con un valor de 130,40 uM
Trolox/L.

e En la digestibilidad gastrointestinal in vitro, la fraccién 2S albuminas de
Tocte presento resistencia a la hidrolisis con pepsina a los pHs ensayados 1,0;
2,0; 3,0; esta fue susceptible a la hidrolisis duodenal con pepsina mas
pancreatina, lo cual se le considera como buena digestibilidad que se
considera como un parametro de calidad nutrimental de las proteinas de Tocte
(Juglans neotropica Diels).
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5.2 Recomendaciones

e Se recomienda ampliar el rango de pH de solubilizacion de las proteinas y de
precipitacion.

e Para el andlisis de cuantificacién proteica mediante el método de Biuret en el
estudio el método no fue satisfactorio y se recomienda realizar estudios de las
moléculas que podrian estar interfiriendo con el mencionado método.

e Determinar el perfil de aminoacidos que puede poseer la proteina de Tocte.

e Realizar estudios de los péptidos liberados tras la digestion gastrica de los
hidrolizados de Tocte variedad (Juglan neotropica Diel) con el fin de conocer

las propiedades bioldgicas que pueden poseer estos péptidos.
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ANEXOS
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ANEXO A

RENDIMIENTOS A LOS DIFERENTES pHs
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Tabla V1. Datos de pesos a los diferentes pHs analizados para la determinacion del
rendimiento (en base a 10 g de muestra).

Parametro | Replical | Replica?2 Replica 3 “Media “S.D
pH 3,0 1,604 1,576 1,558 1,579 0,023
pH 4,0 1,685 1,725 1,607 1,672 0,059
pH 5,0 2,148 2,126 2,220 2,165 0,049
pH 6,0 2,073 2,076 1,991 2,047 0,048

“Valores promedio y desviacion estandar de tres repeticiones

A partir de los diferentes pesos se calcul6 el rendimiento con la siguiente formula:

% de Proteina =

proteina aislada (g)

cantidad de harina (g) i

100

Tabla VII. Rendimientos en (%) calculados de lo pHs analizados, (en base a 10 g de

muestra)
Parametro Replical | Replica2 | Replica3 *Media *S.D
pH 3,0 16,038 15,761 15,581 15,793 0,230
pH 4,0 16,850 17,251 16,072 16,724 0,599
pH 5,0 21,480 21,261 22,202 21,648 0,492
pH 6,0 20,730 20,761 19,912 20,468 0,481

“Valores promedio y desviacion estandar de tres repeticiones
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ANEXO B

FRACCIONAMIENTO DE LA PROTEINA
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Tabla VI11. Datos de pesos de proteina fraccionada con diferente solvente

*

Parametro | Replical Replica 2 Replica 3 *Media SD
Globulinas 3.510 3.389 3.516 3.472 0.072
Albdminas 2.102 1.982 1.979 2.021 0.070
Glutelinas 1.421 1.379 1.439 1.413 0.031
Prolaminas 0.712 0.604 0.692 0.669 0.057

“Valores promedio y desviacion estandar de tres repeticiones
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ANEXO C

CUANTIFICACION PROTEICA MEDIANTE EL METODO DE BIURET
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Tabla IX. Datos para la construccion de la curva estandar de BSA

Concentraciéon de BSA

Absorbancia

(mg/ml) (nm)
0,000 0,000
3,794 0,139
7,656 0,265
11,402 0,373
15,324 0,479

0,6
£
S 0,5
<
O 0,4
.©
% 03
8 0,2
-
g 0,1
< 0

Estandar de BSA

y =0,031x + 0,013
R*=0,996

5 10

15

BSA (mg/mL)

20

Figura 9. Curva estandar de albumina de suero bovino (BSA)

De la curva de calibracion se obtuvo la siguiente ecuacion

A: Absorbancia

A=mx*xC+B

m: Pendiente de la ecuacion de calibracion

C: Concentracién (mg/mL)

B: Interaccion del valor de la absorbancia
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ANEXO D

CURVA ESTARNDAR UTILIZADA PARA LA CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE DE TOCTE
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Figura 10. Curva estandar de Trolox (umoles/g)
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ANEXO E
ANALISIS ESTADISTICO PARA LA DETERMINACION DEL MEJOR
TRATAMIENTO A PARTIR DEL PORCENTAJE DEL RENDIMIENTO DE
PROTEINA DE TOCTE
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Tabla X. Valores de rendimientos en (%)

Parametro Replica 1 Replica 2 Replica 3 *Media *S.D
pH 3,0 16,038 15,761 15,581 15,793 0,230
pH 4,0 16,850 17,251 16,072 16,724 0,599
pH 5,0 21,480 21,261 22,202 21,648 0,492
pH 6,0 20,730 20,761 19,912 20,468 0,481
“Valores promedio y desviacion estandar de tres repeticiones
Tabla X1I. ANOVA para el rendimiento (%)
Factor Sumade |g.l| Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Tratamientos 72,475 3 24.1584 108,99 0,000
Replicas 1,773 8 0.221655
Total(Corregido) 74,248 11
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ANEXO F
ANALISIS ESTADISTICO PARA LA DETERMINACION DEL MEJOR
TRATAMIENTO A PARTIR DE LA CONCENTRACION PROTEICA DE
TOCTE
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Tabla XI1. Valores de concentracion de proteina de Tocte mediante el método
Biuret.

*

Parametro [Replica 1| Replica2 |Replica 3| Replica 4 | *Media S.D
pH 3,0 1,224 1,065 1,143 1,186 1,154 0,059
pH 4,0 1,150 1,150 1,113 1,096 1,117 0,020
pH 5,0 1,179 1,208 1,221 1,011 1,155 0,085
pH 6,0 0,597 0,670 0,654 0,642 0,640 0,027
“Valores promedio y desviacion estandar de tres repeticiones
Tabla XI11. ANOVA para la cuantificacion proteica de Tocte (%)
Factor Suma de gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Tratamientos 0.766 3 0.255 64.39 0,000
Replicas 0.047 12 0.003
Total(Corregido) 0.813 15
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ANEXO G
ANALISIS ESTADISTICO PARA EL FRACCIONAMIENTO DE LAS
PROTEINAS DE TOCTE CON DIFERENTES SOLVENTES
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Tabla XIV. Rendimientos en (%) de la proteina fraccionada de Tocte en base a 10 g.

Parametro Replical | Replica2 | Replica3 *Media *S.D
Globulinas 34,100 33,890 35,160 34,383 0,683
Albluminas 21,020 19,820 19,790 20,210 0,702
Glutelinas 14,210 13,790 14,390 14,130 0,307
Prolaminas 7,120 6,040 6,920 6,693 0,575

“Valores promedio y desviacion estandar de tres repeticiones

Tabla XV. ANOVA para el rendimiento de la proteina de Tocte fraccionada (%).

Factor Sumade |g.l| Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Tratamientos 1239,59 3 413.197 1197.09 0.0000
Replicas 2,761 8 0.345
Total(Corregido)| 1242,352 |11
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ANEXO H
RESULTADOS DE ANALISIS PROXIMAL DE LA HARINA DE TOCTE
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UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO
FACULTAD DE CIENCIA E INGENIERIA EN ALIMENTOS

LABORATORIO DE CONTROL Y ANALISIS DE ALIMENTOS fecqer
Dir: Av. Los Chasquis y Rio Pay Huachi, dor Telefonos: 2 7 Correo: | edu.ec
CERTIFICADO DE ANALISIS DE LABORATORIO
[ Certificado No:15-292 RO1-5.10 06
Solicitud N°: 15-292 Pig: 1 de |
Fecha recepcién: 27 octubre 2015 Fecha de ejecucion de ensayos: 27 -30 oct 2015
Informacién del cli
Empresa: C.1/RUC: 0202089397
IR P Silvia fania Le6n Morejo TIf: 097923179
Direccion: Arequipe y Rivera Email: leon.silvia.e@gmail.com
Ciudad: Riobamba
Descripcién de las muestras:
Producto: Tocte Peso: 400g
Marca comercial: Tipo de envase:
Lote: n/a No de muestras:
F. Elb.: n/a F. Exp.: n/a
Conservacion: Ambiente: X  Refrigeracion:  Conge Almac. en Lab: 7 dias
Cierres seguridad: Ninguno: X Intactos: _ Rotos: Muestreo por el cliente: 27 octubre 2015
RESULTADOS OBTENIDOS
Caédigo del Cédigo Ensayos "
Muestras el et solicliades Métodos utilizados Unidades | Resultados
PE01-5.4-FQ . AOAC Ed 19, 2012
% 21
[PE03-5.4-FQ . AOAC Ed 19, 2012
%(Nx6.25) 17.7
PE02-5.4-FQ. AOAC Ed 19, 2012
Tocte 29215885 Ninguno % 6.22
e :g;;uo. AOACE4Y9, 2012 % 29.1
*Fibra cruda INENS522—7 % 10.6
'cwoue‘s"'—_[cm ; [ y % 143
Conds. Ambientales: 19.2 °C; 49%HR 7 ATREC IS
pt o
X \
‘ -
: Ing.\Gladys Risuefio
Directora de Calidad
Autorizacion para de resultados: Si | GR
Nota: Los resultados s refieren a Ia mucstra recibida. EJ Laboratorio no es por el uso de este certificado.

No es un documento negociable. Solo se permite su reproduccion sin fines de lucro y haciendo referencia a la fuente.

para su de

“La informacion que se estd enviando es

= La distri

Documento original de LACONAL

, ¥ no puede ser vinculante. Si usted no es el destinatario de esta informacion
0 copia del mismo estd prohibida y serd sancionada segin el proceso legal pertinente .




ANEXO |
RESULTADOS DE ANALISIS PROXIMAL DEL AISLADO DE TOCTE A
pH 5,0
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UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO
FACULTAD DE CIENCIA E INGENIERIA EN ALIMENTOS

LABORATORIO DE CONTROL Y ANALISIS DE ALIMENTOS

Dir: Av. Los Chasquis y Rio Payamino, Huachi, Telf.: 2 400987 ext. 114, il:l ! edu.ec; I com
CERTIFICADO DE ANALISIS DE LABORATORIO
Certificado No:15-344 RO1-5.10 06
Solicitud N°: 15-344 Pig: | de |

Fecha recepcién: 14 diciembre 2015

Fecha de ejecucion de ensayos: 15-18 diciembre 2015

Informacion del cli

Empresa: C.I/RUC: 0202089397

Repi Silvia Estefania Leon Morej TIf: 0997923179

Direccion: Arequipa y Rivera Email:leon.silvia.e@gmail.com
Ciudad: Riobamba

Descripcién de las muestras:

Producto: Aislado de tocte

Peso: 12 g aprox

Marca comercial: n/a

Tipo de envase: pléstico

Lote: n/a No de una
F. Elb.: n/a F. Exp.: n/a
Conservacion: Ambiente: x Refrigeracion: Congelacion: Almac. en Lab: 15 dias
Cierres seguridad: Ninguno: x Intactos:  Rotos: Muestreo por el cliente: 14/12/2015
RESULTADOS OBTENIDOS
6digo del i E i "
Muestras Coigs e C(?dtgo .“,’y e Métodos utilizados Unidades | Resultados
laboratorio cliente solicitados
PE01-5.4-FQ . AOAC Ed 19, 2012
Cenizas 923.03 % 2.66
PE03-5.4-FQ . AOAC Ed 19, 2012
Proteina 2001.11 %(Nx6.25) 748
PE02-5.4-FQ. AOAC Ed 19, 2012
Aislado de Tocte 344151078 Ninguno  |umedad 925.10 % 523
PE13-5.4-FQ. AOAC 19 2012
Grasa 2003.06 % 10.5
*Fibra cruda mNens2 g ) % 0.13
+Carbohidratos Totales -~ |Célculo /7 ,4 % 6.7
Conds. Ambientales: 19.8 °C; 52%HR A
Ing. Glddys Risuefio
Directora de Calidad
Autorizacién para fe ia electrénica de resultados: No GR|
Nota: Los resultados se refi 2 la muestra recibida. El Laboratorio no es responsable por el uso incomrecto de este certificado.
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No es un documento negocisble. Séhwpamiummoduwsbﬂsinﬁmdclmyhdendnrefmnhﬁnm:
“La informacion que se estd enviando es

, ¥ no puede ser vinculante. Si usted no es el destinatario de esta informacion
La distribucion o copia del mismo estd prohibida y serd sancionada seguin el proceso legal pertinente "




ANEXO J
FOTOGRAFIAS
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Aislamiento de la proteina de Tocte

Figura 16. Proceso de filtrado Figura 17. Secado de la Harina después
del desengrasado

Figura 18. Harina desengrasada

Figura20. Agitacion de la muestra Figura 21. Determinacion del pH
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Figura 22. Centrifugacion Figura 23. Precipitado de la proteina

Figura 24. Proteina congelada a -86°C Figura 25. Liofilizando la proteina

Figura 26. Proteina Liofilizada
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Electroforesis (SDS-PAGE)

Figura 27. Equipo listo para agregar el Figura 28. Peines colocados para la

gel de separacion formacién de los pocillos

Figura 29. Pocillos listos para agregar las Figura 30. Corriendo la electroforesis

muestras

Figura 32. Tefiido con Coomassie, Blue

R-250 Figura 33. Destefiido de la muestra
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Cuantificacion de las proteinas de Tocte mediante el método de Biuret

Figura 36. Muestras de proteina de Tocte Figura 37. Corriendo la electroforesis

y blanco
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