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RESUMEN

Las papillas para nifios deben poseer compuestos nutricionales que aporten a su crecimiento y
correcto desarrollo. Por ello, en esta investigacion se evalud la digestibilidad gastrointestinal de
cuatro papillas elaboradas a base de harinas de papas nativas ecuatorianas. La cuantificacion
proteica realizada por el método Dumas determiné que estas papillas poseen un porcentaje de
proteina de entre 28,59% a 36,91%, obteniendo mejores rendimientos a pH de solubilizacion 4.
Los perfiles electroforéticos revelaron presencia de albuminas y globulinas (10,92-134,93 kDa)
en las muestras evaluadas. El contenido de actividad antioxidante se determind por el método
de Thars en tiempos de 24 y 48 h, a diferentes concentraciones de concentrados de proteina y
pH de precipitacion, obteniendo diferencias entre los factores al ser comparados con el
antioxidante comercial. La determinacion de polifenoles se realizé por el método de Folin,
obteniendo mayor contenido de polifenoles a pH 6 para las papillas elaboradas con la variedad
Yema de Huevo (411,46 y 410,16 mg AGE/100 g) y a pH 5 para las papillas elaboradas con la

variedad Santa Rosa (482,02 y 531,90 mg AGE/100 g).

Palabras clave: proteinas, digestibilidad in vitro, actividad antioxidante, polifenoles, papas

nativas ecuatorianas, papillas.
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SUMMARY

Baby food must have nutritional compounds that contribute to their growth and normal
development. The refore this research evaluated gastrointestinal digestibility of four processed
products made with native Ecuadorian potatoes. The protein quantification performed by the
Dumas method determined that these baby foods have a protein percentage of 28.59% to
36.91%, showing better results at solubilization pH of 4. Electrophoretic profiles revealed the
presence of albumins and globulins (10.92-134.93 kDa) in the samples evaluated. Antioxidant
activity was determined by Thars method at times of 24 and 48h, at different concentrations of
isolated proteins and pH of precipitation, obtaining differences between the factors when
compared with the commercial antioxidant. Determination of polyphenols was made by Folin
method, obtaining a higher content of polyphenols at pH 6 for baby food made with “Yema de
Huevo” variety (411.46 and 410.16 mg AGE/100 g) and at pH 5 for baby food made with “Santa

Rosa” variety (482.02 and 531.90 mg AGE/100 g).

Keywords: protein, in vitro digestibility, antioxidant activity, polyphenols, native Ecuadorian

potatoes, porridge.
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INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum) es originaria de los andes de Suramérica y es el cuarto cultivo
alimenticio de mayor importancia, tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo,
después del trigo, arroz y maiz (Horton, 1992). Dentro del extenso catalogo de variedades de
papas, existen cultivos nativos caracteristicos de cada pais de la region. Estos cultivos despiertan
el interés de investigadores debido a que algunas variedades nativas presentan mejores cualidades
nutricionales frente a las variedades comerciales. Por ejemplo, la variedad Yema de huevo
presenta el doble de contenido de proteina (Gémez, 2008).

El desarrollo de productos a partir de papas nativas pretende revalorizar estos cultivos. Y es asi
que debido a la cantidad de proteina, el proyecto considerd pertinente desarrollar papillas
infantiles, con la finalidad de ser el alimento puente entre la lactancia y la alimentacion propia, y
asi contribuir con la correcta alimentacion del infante para evitar un desfase nutricional (Berruezo
et al., 2009; Arizaga & Valencia, 2015).

Dentro del desarrollo del producto es importante conocer la cantidad de nutrientes asimilados por
el infante al ingerir un alimento, es por ello que se realizé el estudio de digestibilidad, simulando
las fases de la digestidn en el ser humano, la primera que consiste en la hidrélisis de las moléculas
complejas de cada alimento y la segunda que consiste en la absorcion de pequefias moléculas

(aminoécidos, &cidos grasos) en el intestino (Manriquez, 1994).

Asi mismo, se evalu6 la actividad antioxidante de compuestos fendlicos debido a que los
antioxidantes contribuyen significativamente en la salud del ser humano, debido a su actividad
bioldgica que actla en la prevencion de algunas enfermedades de origen cardiaco e inmunoldgico
(Zavaleta et al., 2005; Echavarria, 2009). Y se determind la cantidad de polifenoles. Estos
compuestos son un amplio grupo de sustancias quimicas con diferentes actividades bioldgicas,
estructuras y propiedades quimicas. Para su respectiva determinacion se utilizé el método Folin-
Ciocalteu, que se basa en la capacidad de reaccion de los fenoles con agentes oxidativos (Avella
et al., 2008).



CAPITULO |

EL PROBLEMA

1.1 TEMA DE INVESTIGACION

Evaluacién de la digestibilidad gastrointestinal in vitro, actividad antioxidante y determinacion de
polifenoles de las proteinas de papillas para nifios de 6 a 36 meses a base de harina de papas nativas

ecuatorianas (Solanum tuberosum ssp.)

1.2 JUSTIFICACION

La papa (Solanum tuberosum L) es el cuarto cultivo de mayor importancia mundial por ser fuente
de carbohidratos digeribles, proteinas, nutrientes esenciales y vitaminas (Horton, 2016). Ademas,
posee cantidades importantes de minerales y fitoquimicos (compuestos antioxidantes, acidos
fendlicos, carotenoides) necesarios para el correcto funcionamiento del cuerpo humano (Suttle,
2008; Reddivari et al., 2007).

Existen muchas variedades de papas en el mundo entre ellas se encuentran las papas nativas que
son cultivos especificos de cada sector. Las papas nativas tienen diversas formas y colores; ademas
aportan mayor cantidad de proteinas y compuestos funcionales (vitamina C, carotenos) frente a
las variedades comunes (Monteros & Reinoso, 2010; Villacrés et al., 2011). Esta caracteristica
nutricional puede ser aprovechada mediante el desarrollo de productos, como por ejemplo papillas
infantiles, que pueden desarrolladas con la mezcla de otros vegetales que complementen su calidad
alimenticia. En este sentido, Castro (2015), demostr6 que la mezcla de harinas de cereales,
leguminosas y tubérculos aportan un 40% de las necesidades cal6ricas y 100% de necesidades

proteicas de nifios de entre 6 a 36 meses.

El estudio pretendio evaluar si la digestibilidad en las papillas instantaneas es mas elevada frente
a un alimento crudo, debido a que el tratamiento térmico aplicado puede permitir la disminucion

de factores anti nutricionales mejorando asi la digestibilidad (Alvarado, 2004).



Por otra parte, se evaluo la actividad antioxidante, debido a que es una caracteristica importante
de los alimentos por su carécter protector frente a las enfermedades cardiovasculares y el cancer
(Porras & Lopez, 2009). Y la cantidad de polifenoles debido a que se relacionan con la calidad
sensorial de los alimentos de origen vegetal tanto en fresco como procesado (Martinez et al.,
2000).

1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo General

Evaluar la digestibilidad gastrointestinal in vitro, actividad antioxidante y polifenoles de las
proteinas de papillas para nifios de 6 a 36 meses a base de harina de papas nativas ecuatorianas

(Solanum tuberosum ssp.)
1.3.2 Objetivos Especificos

e Determinar la digestibilidad gastrointestinal in vitro de las proteinas de papillas para nifios
a base de harina de papas nativas ecuatorianas simulando condiciones fisiologicas
humanas.

e Determinar la actividad antioxidante de las proteinas de papillas para nifios a base de harina
de papas nativas ecuatorianas utilizando el método TBARS (4cido 2- tiobabitlrico).

e Determinar la cantidad de polifenoles totales presentes en papillas para nifios a base de
harina de papas nativas ecuatorianas.



CAPITULO 1

MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

Las papas nativas tienen alta demanda por sus propiedades organolépticas (sabor, color, textura y
forma). Ademas, tienen un alto contenido de proteinas y sustancias antioxidantes naturales
(carotenoides, flavonoides y antocianinas) frente a variedades comerciales (LoOpez et al., 1998;
Bonierbale et al., 2004). En Ecuador las papas nativas mas cultivadas son las variedades Yema
de huevo, Uvilla, Leona negra, Coneja negra y Santa rosa. Las zonas de mayor produccion son las

provincias de Pichincha, Tungurahua, Cotopaxi, Bolivar y Chimborazo (Monteros et al., 2005).

La ventaja principal de la utilizacion de papa en la formulacion de diversos productos es su
disponibilidad durante todo el afio. Por ejemplo, la harina de papa ha sido incluida en el desarrollo
de diferentes alimentos teniendo resultados importantes. La utilizacion de harina de papa como
sustituto parcial de harina de trigo en la elaboracion de pan tipo enrollado ha dado buenos
resultados sensoriales con una sustitucion del 20% (Villavicencio & Zavala, 2015). Asimismo,
Pazufia (2011) mostrd que los fideos elaborados con sustitucion de harina de papa (20% papa y
80% trigo) presentan mayor aceptabilidad en los consumidores en comparacion de los fideos de
harina de quinua (30% quinua y 70% trigo) y de harina de trigo importado (100%). Ademas,
Coloma (2012), comprobé que la variedad nativa Yema de huevo permite desarrollar tortillas
precocidas enriquecidas con pasta de amaranto blanco (Amaranthus albus) (25 y 30%) con gran
aceptabilidad por parte de los catadores frente a las otras variedades estudiadas (Chaucha roja y

Leona negra).

Por otra parte, la papilla es un alimento de consistencia cremosa que se les da a los nifios de corta
de edad (6 meses a 3 afios) e inclusive a personas con problemas de digestion (Ramirez et al.,
2014). Las papillas para nifios deben poseer compuestos nutricionales que aporten a su crecimiento
y correcto desarrollo. Sin embargo, sin un estudio de digestibilidad gastrointestinal se
desconoceria la cantidad de nutrientes que pueden ser asimilados por el infante durante el consumo
del producto. La digestibilidad de la proteina se puede estimar por métodos bioldgicos, quimicos

y enzimaticos; éste Ultimo es el mas utilizado ya que simula al organismo digiriendo las proteinas
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con enzimas (pepsina y pancreatina) o la vez una mezcla (tripsina, quimotripsina y peptidasa)
(Ceron, 2006).

Complementariamente se debe determinar las proteinas presentes en mayor cantidad en el
alimento, para ello se usa la electroforesis. Este es un método analitico semi-preparativo en el que
se separan biomoléculas de acuerdo a su carga y masa molecular mediante un campo eléctrico.
Fue empleado por primera vez por Tiselius en 1937 y perfeccionado rapidamente hasta lograr la
electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE) (Pérez, 2000).
Por otro lado, la cuantificacion de antioxidantes es de importancia cientifica debido a que estos
compuestos permiten mantener las condiciones fisioldgicas éptimas en el ser humano (Garcia et
al., 2011). Por ejemplo, pueden disminuir o retardar las reacciones de oxidacion, pueden
neutralizar radicales libres y retardar la descomposicion de perdxidos (Montoya et al., 2009).
Dicha actividad antioxidante se debe a las propiedades redox de éstos compuestos (Porras &
Lopez, 2009). La determinacion de antioxidantes por el método espectrofotométrico del radical
cationico ABTS" es el mas usado en la determinacion de la actividad antioxidante total, tanto para

extractos puros, mezclas acuosas y bebidas (Re et al., 1999).

Los polifenoles son un conjunto heterogéneo de moléculas ya que en su estructura poseen varios
grupos bencénicos sustituidos por funciones hidroxilicas (Maureen & Prieto, 1999). Los efectos
de la ingesta de polifenoles son beneficiosos en la salud ya que actlan en procesos celulares
contribuyendo al sistema cardiovascular, este efecto se debe a sus propiedades antioxidantes
(Quifiones et al., 2012). La determinacién de polifenoles se realiza cominmente por el método
de Folin-Ciocalteu mediante reaccion redox, en el que los compuestos fendlicos reaccionan con el
reactivo Folin-Ciocalteu dando lugar a una coloracion azul susceptible de ser determinada
espectrofotométricamente. Una ventaja importante de éste método es que es preciso y sensible
(Garcia et al., 2015).



2.2 HIPOTESIS
Hipdtesis nula (Ho)
El pH de precipitacion aplicado no influye sobre el rendimiento de proteinas, actividad

antioxidante y contenido de polifenoles de las papillas para nifios a base de harina de papas nativas

ecuatorianas (Solanum tuberosum ssp.).

Hipétesis alternativa (Hz)

El pH de precipitacion aplicado influye sobre el rendimiento de proteinas, actividad antioxidante
y contenido de polifenoles de las papillas para nifios a base de harina de papas nativas ecuatorianas

(Solanum tuberosum ssp.).
2.3 SENALAMIENTO DE VARIABLES
2.3.1 Variable Independiente

e pH de precipitacién (pH: 3,4, 5y 6)
2.3.2 Variable Dependiente

e Rendimiento de proteina

e Digestion gastrica y duodenal

e Actividad antioxidante
e Contenido de polifenoles



CAPITULO 1

MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES
3.1.1 Materia Prima

La investigacion forma parte del proyecto “Papilla para nifios de 6 a 36 meses a base de harina
de papa nativa (Solanum tuberosum ssp.) variedades Yema de huevo y Santa rosa con sabor a
mora y taxo” financiado por la Direccion de Investigacion y Desarrollo de 1a Universidad Técnica
de Ambato (resolucion 1149-CU-P-2012). Para la elaboracién se siguio el método reportado por
Robalino et al. (2014), considerando las variables: papa nativa (YH: Yema de huevo y SR: Santa
rosa) y pulpa de fruta (T: taxo y M: mora) (Tabla 1). Siendo asi: Yema de huevo con sabor a
mora (YHM), Yema de huevo con sabor a taxo (YHT), Santa rosa con sabor a mora (SRM),
Santa rosa con sabor a taxo (SRT).

Tabla 1. Formulacién papillas

Material Porcentaje
Variedad de papa (Santa rosa/Yema de huevo) 38,61
Pulpa de fruta (mora/taxo) 17,98
Harina de arroz 10,58
Leche en polvo 9,88
Harina de maiz 6,52
Malta de cebada liquida 5,50
Aceite de girasol 5,08
Yema de huevo 3,22
Leche de soya 1,76
Fosfato tricélcico 0,53
Piro fosfato férrico 0,25
Mezcla de vitaminas/minerals 0,09

TOTAL 100




3.2 METODOS
3.2.1 Aislamiento de las proteinas de la papilla

Se utilizé el método de precipitacion isoeléctrica siguiendo el protocolo reportado por Martinez
& ARdN (1996), con modificaciones. Se peso6 10 g de papillay se afiadié 10 mL de agua destilada.
Se ajustd a pH 8 con una solucién de NaOH 1 M y se agit6 durante 1 h.

Las muestras se centrifugaron a 4400 rpm/30 min. Los sobrenadantes se ajustaron apH: 3,4,5y
6 con una solucion de HCI 1 M. Se dej6 reposar en una refrigeradora a 4 °C por 12 h para lograr
la separacion de fases. Posteriormente los sobrenadantes se refrigeraron (4 °C) y los concentrados

se congelaron a -80 °C y se liofilizaron. Los ensayos se realizaron por triplicado.

3.2.2 Caracterizacion de aislados proteicos
3.2.2.1 Electroforesis (SDS-PAGE)

Se utilizé la metodologia descrita por Laemmli (1970), con modificaciones. La técnica consiste
en la utilizacion de un gel de Dodecil sulfato de sodio poliacrilamida (SDS-PAGE) que es

sometido a campo eléctrico de 200 voltios en un equipo Bio-Rad (modelo Mini Protean II).
a. Preparacion de la muestra

En tubos de 1,5 mL se pesaron 10 mg de los concentrados proteicos a los diferentes pH de
precipitacion (3, 4, 5, y 6) y se afiadié 1 mL de agua destilada. Se agitd y se mezclé 200 pL de las
soluciones con 200 pL de buffer native, 200 puL buffer con 2-B-mercaptoetanol y 200 uL buffer
sin 2-B-mercaptoetanol, y se incub6 a 90 °C por 5 min. Posteriormente se centrifug6 a 500 rpm y

se almacend a -20 °C hasta la determinacion.
a.l. Preparacion de buffer nativa

Se mezcld 4,8 mL agua destilada; 2 mL de Tris-HCI 0,5 M pH 6,8; 1 mL de glicerol puro y una
punta de espatula de azul de bromofenol.



a.2. Preparacion de buffer con 2-g-mercaptoetanol

Se mezcl6 4,8 mL de agua destilada; 2 mL de Tris-HCL 0,5 M pH 6,8; 1 mL de glicerol puro, 2
mL de SDS al 10%, 0,6 mL de 2-ME y una punta de espatula de azul de bromofenol.

a.3. Preparacion de buffer sin 2-p-mercaptoetanol

Se mezcl6 4,8 mL de agua destilada; 2 mL de Tris-HCL 0,5 M pH 6,8, 1 mL de glicerol puro, 2
mL de SDS al 10% y una punta de espatula de azul de bromofenol.

b. Preparacion de los geles

El gel inferior se prepard a 16% de concentracion (1,2 mL agua destilada, 1,3 mL Tris HCL pH
8,8 1 M, 2,7 mL de acrilamida al 30%, 75 puL SDS al 10%, 10 uL TEMED y 20 uL PSA). El gel
superior se prepar6 a 4% de concentracion (2,2 mL agua destilada, 0,42 mL Tris HCI pH 6,8 1 M,
0,7 mL acrilamida al 30%, 3,3 uL SDS al 10%, 6 uL TEMED y 20 uL PSA), formando asi un solo

gel de 1 mm de espesor.
b.1. Preparacion de la solucion buffer running

Se mezcl6 3 g de Tris-HCI, 15 g de glicinay 1 g de SDS en un litro de agua destilada. Esta

preparacion se utiliz6 para los geles con y sin 2--mercaptoetanol.

b.2. Preparacion de la solucion nativa

Se mezcld 3 g de Tris-HCI y 15 g de glicina en un litro de agua destilada.
b.3. Anélisis de las muestras

Los geles se ubicaron en el equipo de electroforesis mini-protean Tetra System BIO-RAD con
las soluciones de buffer running y buffer native. En los geles se colocd 15 uL de las muestras
preparadas y se analizo con un voltaje continuo de 200 V por 30 min. Posteriormente los geles
se llevaron a una solucién de azul Coomassie (0,1 g de azul de Coomassie R 250, 50 mL de
metanol, 10 mL 4&cido acético glacial y 40 mL de agua destilada) por 2 horas a 350 rpm.
Finalmente los geles se llevaron a una solucién de destefiido (50 % metanol, 5 % de &cido acético

glacial y 45 % agua destilada) y se fotografiaron. Para la interpretacion se midio la distancia de
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cada banda y se determiné la medida convencional de movilidad de la proteina relativa frente a
la migracion (RF). Los valores RF se compararon con los pesos moleculares estandares.

3.2.2.2 Cromatografia liquida de ultra alta eficiencia en fase reversa (RP-UHPLC)

Los concentrados proteicos de las papillas fueron analizados mediante la técnica RP-UHPLC, el
cual, se pesd 5 mg de concentrado proteico y se afiadié 1 mL de agua Milli-Q en tubos de 1,5 mL.
Las muestras se centrifugaron a 13000 rpm por 1 min y se filtraron con membranas de poros de
0,45 um en los viales correspondientes, posteriormente los viales se cerraron mediante presion.
Los viales se trasladaron al equipo Agilent technologies -1200 infinity series. Se trabajo con una
fase A con agua Milli-Q y 0,27 % de TFA y una fase B con metanol y 0,37% de TFA. El gradiente
de trabajo fue de 0% B hasta 70% B en una tiempo de 12 min con un flujo de 1 mL/min. Finalmente

se obtuvieron los cromatogramas de las muestras.
3.2.3 Cuantificacion proteica por el método Dumas

Se utiliz6 la metodologia descrita por Bellomonte et al. (1987). El método permite la
cuantificacion de nitrogeno orgénico y nitrogeno inorganico, y tiene la ventaja de no poner en

riesgo al analista con cidos fuertes en comparacién con el método Kjeldahl.

Se realiz6 una curva de calibracion con cido etilendiaminotetracético (EDTA) a concentraciones
de 10 a 100 mg. La curva estandar se analizé hasta obtener un coeficiente de determinacion de
0,999.

Para la determinacion con las muestras se pesé 50 mg del concentrado proteico y se formé una
pastilla bajo presion. Las pastillas se colocaron en los carretes correspondientes para su respectiva

calcinacion. Finalmente se obtuvo las mediciones de cada muestra.
3.2.4 Simulacién de la digestibilidad gastrointestinal in vitro

3.2.4.1 Digestion gastrica

Se aplicé el método descrito por Jiménez-Saiz (2012), con modificaciones. Para la simulacién se

trabajo con los concentrados proteicos del mejor rendimiento de extraccion (pH 4). Se pes6 10 mg
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del concentrado proteico en tubos de 1,5 mL y se afiadié 1 mL de SGF (cloruro de sodio 0,35 M
pH 3,2) y 100 uL de solucion pepsina U/mg.

La mezcla se agito y se incubd a 37 °C por 1 h a 500 rpm. Para detener la reaccion se afiadieron
200 uL de una solucién de bicarbonato de sodio 1 M y se incub6 a 90 °C por 10 min a 500 rpm.
Finalmente para realizar el analisis de electroforesis SDS-PAGE en 200 uL de la solucién anterior

se afladié 200 pL de buffer con 2-B-mercaptoetanol y se calent6 a 90 °C por 5 min a 500 rpm.

3.2.4.2 Digestion Duodenal

En 10 mg de concentrado proteico se afiadié 1 mL de SGF (cloruro de sodio 0,35 M pH 3,2) y 100
uL de solucion pepsina U/mg. Se agitd y se incub6 a 37 °C por 1 h a 500 rpm. Posteriormente en
1 mL de solucidn anterior se afiadié 1 mL de pancretina 100 U/mg y se incub6 a 37°C por 2 h a
500 rpm; recorrido ese tiempo se elevo la temperatura a 90 °C por 10 min a 500 rpm. Finalmente
para realizar el anlisis de electroforesis SDS- PAGE a 200 pL de la solucién anterior se afiadio
200 puL de buffer con 2-B-mercaptoetanol y se llevo a calentamiento de 90 °C por 5 min a 500

rpm.
3.2.5 Actividad antioxidante de los aislados proteicos por el método TBARS
Se aplicé el método TBARS descrito por Guzméan- Chozas et al. (1997), con modificaciones.

Se prepararon soluciones de concentrados proteicos en agua destilada (0,2; 0,4; 1y 2 ug/mL). En
tubos de 2 mL se colocaron 500 pL de las soluciones anteriores y 500 uL de aceite de oliva
oxidado, y se llevaron a un calentamiento a 28 °C durante 24 y 48 horas. Posteriormente, se afiadio
1 mL de acido 2-tiobarbitdrico (TBA) al 1% (0,5 g TBA, 40 mL de acido acético y 10 mL agua
destilada), y se realiz6 un control positivo (1 mL de aceite oxidado y 1 mL de TBA al 1%) y un
control negativo (1 mL de aceite no oxidado y 1 mL de TBA al 1%). La mezcla se calentd a 95 °C
por 1 h a 300 rpm seguido de un enfriamiento en agua helada por 5 min. Finalmente, se leyo la
absorbancia de la muestra en un espectrofotometro a 532 nm. El proceso se repitid para las
diferentes concentraciones y para un blanco con BHT. La determinacion se realiz6 a 24 y 48 horas

a pH de precipitacion de: 3, 4,5y 6.
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3.2.6 Determinacion de polifenoles totales

Se utilizé la metodologia descrita por Vasco et al. (2008), con modificaciones. Se utilizaron los
sobrenadantes a cada pH (3, 4, 5y 6). Se colocd 0,1 mL de muestra en un balon de aforo de 5 mL
y se afiadié 0,1 ml de Folin-Ciocalteu. La mezcla se agité por 3 min en un Vortex y se afiadi6 2
ml de Bicarbonato de sodio (Na2COs) al 7,5% Yy se aford con agua destilada. Las preparaciones
reposaron por 1 hora a temperatura ambiente y se llevaron a un espectrofotometro a 750 nm de

absorbancia. Los resultados se expresaron como equivalentes de acido galico.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS
4.1.1 Aislamiento de las proteinas de las papillas

Para la obtencion de los concentrados proteicos de las papillas se trabajo a pH de solubilizacion
igual a 8, debido a que Callisaya et al. (2009) mencionan que trabajar con pH alcalinos (mayor a
9) afecta los aminoacidos azufrados (lisina) e inclusive llega a desnaturalizar e hidrolizar las

proteinas, obteniendo asi un concentrado proteico de baja calidad.

En las cuatro muestras evaluadas se observé mayor rendimiento al trabajar a pH de precipitacion 4
(Tabla 2). Por el contrario, a pH 6 se observé menor rendimiento en todas las muestras, con
diferencia significativa con los otros valores de pH (3, 4 y 5). Similar al presente estudio Munive
(2009), demostro que la precipitacion acida (pH 4,5) permite obtener mayor rendimiento
(82,96%) en hidrolizados de soya y maiz, debido al punto isoeléctrico de las proteinas
predominantes en la muestra. Una vez realizado el analisis por electroforesis se encuentra
relacion con el rendimiento hallado, debido a que las muestras contienen globulina y patatina,
con un punto isoeléctrico de 4,2-4,8 y 4,5-5,2 respectivamente (Dominguez, 2006; Van
Koningsveld, 2001).
Tabla 2. Rendimiento (%) de los aislados proteicos

YHM YHT SRM SRT
pH 3 6,16 +1,21° 531+1,02° 3,88+0,75° | 3,81+0,34"
pH 4 6,43 +£1,50° 5,55+0,79° 416+0,89° | 440+131°
pH 5 5,06 +0,86° 4,75+ 0,44 " 2,64+0,43° | 3,29+0,79"
pH 6 0,10 + 0,05 0,28 +0,11° 0,13+0,12% | 0,32+0,11°

*Promedio + desviacion estandar. Letras diferentes en columnas indican diferencias significativa al 95% de
confianza evaluado mediante test Tukey.

Notese en la llustracion 1 la cantidad de precipitado formado a cada pH evaluado (3, 4,5y 6). El
mayor rendimiento obtenido a pH 4 es evidente y se observd similar comportamiento en las

cuatro muestras evaluadas.
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pH 4 pH6

llustracién 1. Precipitacion isoeléctrica de la papilla SRM

4.1.2 Caracterizacion de los concentrados proteicos

4.1.2.1 Electroforesis (SDS-PAGE)

En la muestra YHT se observan dos bandas a una rango de peso molecular entre 117 - 134,9 kDa
que podrian corresponden a globulinas 7 S que se poseen peso moleculares de entre 150— 190
kDa (Shewry et al., 1995). Ademas, se encuentran bandas a un rango de 34 - 77,8 kDa que
corresponden a globulinas acidas 11 S (37 - 40 kDa). Tendencia similar se observé a pH 3, 4y
5, en los tres tipos de geles evaluados (llustracion 2, 3y 4).

PM (kDa) Estandar pH3 pH4 pH5 pH6

180

135 Globulinas 7S

100

75 —

63 .

48 Globulinas
acidas 11S

35

25

11

lustracion 2. Gel Native-PAGE YHT pH de solubilizacion 8 y diferentes pH de precipitacion
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En la determinacion realizada con el agente reductor (2-p-mercaptoetanol) se observan bandas
maés claras, debido a que el agente reductor permite la ruptura de los puentes disulfuro (Carrillo
et al., 2013). Ademas, aparece una banda a un peso molecular de 14,9 kDa que podria
corresponder a albdminas 2 S que presentan peso molecular menor a 14 kDa (Abdel-Aal et al.,
1997) (llustracion 3). A pH 6 no se observa ninguna banda en los tres tipos de geles trabajados.

PM (kDa) Estandar
180

pH3 pH4 pH5

pH6

135
100
75
63
48
Globulinas
35 acidas 11 S
25
17
AlbUminas

llustracién 3. GI SDS-PAGE con 2-B-mercaptoetanol YHT a pH de solubilizacién 8 y
diferentes pH de precipitacion.

PM (kDa) Estandar

180

135

17050 Globulinas 7 S

63

48

35 .
Globulinas

25 4cidas 11 S

17

11 L T

llustracion 4. Gel SDS-PAGE sin 2-B-mercaptoetanol YHT pH de solubilizaciéon 8 y
diferentes pH de precipitacion.



En el caso de YHM se observan bandas a una rango de peso molecular entre 26,8 — 89,3 kDa
correspondientes a globulinas &cidas 11 S, a pH 3, 4 y 5 en los tres tipos de geles evaluados

(llustracion 5, 6 y 7). Similarmente a la muestra YHM, no se observa ninguna banda a pH de
solubilizacidn 6 en los tres tipos de geles trabajados.

PM (kDa) Estandar
180

pH3 pH4 pH5 pH6

135

Globulinas
acidas 11 S

11

llustracién 5. Gel Native-PAGE YHM pH de solubilizacion 8 y diferentes pH de precipitacion.

PM (kDa) Estandar
180

pH3 pH4 pH5 pH6

135

Globulinas
11S acidas

11

llustracion 6. Gel SDS-PAGE con 2-B-mercaptoetanol YHM pH de solubilizacion 8 y diferentes
pH de precipitacion.



PM (kDa) Estandar pH3 pH 4 pHS5 pH6
180

135

Globulinas
11S 4cidas

11

lustracion 7. Gel SDS-PAE sin 2-B-mercaptoetanol YHM pH de solubilizacion 8 y diferentes
pH de precipitacion.

En la muestra SRT se observan bandas a una rango de 35,4 — 93,3 kDa que corresponden a

globulinas acidas 11 S. Ademas se observan bandas a un rango de 15,4 — 25 kDa correspondientes

a globulinas basicas 11 S 20 kDa) (Shewry et al., 1995). Tendencia similar se observo a pH 3,

4y 5, en los tres tipos de geles evaluados (llustracion 8, 9 y 10). Ademas, aparece una banda que

corresponde a proteinas con un peso molecular de 10,9 kDa, que podria corresponder a albiminas

2 S que presentan peso molecular menor a 14 kDa (Abdel-Aal et al., 1997) (llustracion 10). A

pH 6 no se observa ninguna banda en los tres tipos de geles trabajados.

PM (kDa) Estandar
180

pH3 pH4 pH5 pH6

135

Globulinas
11S &cidas

11

lustracion 8. Gel Native-PAGE SRT pH de solubilizacion 8 y diferentes pH de
precipitacién



PM (kDa) Estandar pH3 pH4 pHS pH6

180
135
100
gg lobulinas
48 11S &cidas
35
35

Globulinas
17 118 bésicas

11

lustracion 9. Gel SDS-PAGE con 2-B-mercaptoetanol SRT pH de solubilizacion 8 y
diferentes pH de precipitacion.

PM (kDa) Estandar pH3 pH4 pH5 pH 6

180

1 Globulinas
11S &cidas

100

75

63

48

35 Globulinas
11S bésicas

25

17
AlbUminas

11

llustracion 10. Gel SDS-PAGE sin 2-B-mercaptoetanol SRT pH de solubilizacion 8 y
diferentes pH de precipitacion.

En la muestra SRM se observan bandas a una rango de peso molecular entre 30,8 - 100 kDa que
corresponden a globulinas 11 S &cidas. Ademas, se visualizan bandas a un rango de 21,8 — 26,8
kDa correspondientes a las globulinas 11 S bésicas. Tendencia similar se observé apH 3,4y 5,
en los tres tipos de geles evaluados (llustracion 11, 12 y 13).



En la determinacion realizada con el agente reductor (2-B-mercaptoetanol) se observan bandas
méas marcadas; ademas, aparece una banda que corresponde a proteinas con un peso molecular
de 11,7 kDa, que podria corresponder a albiminas 2 S que presentan peso molecular menor a
14 kDa (Abdel-Aal et al., 1997) (llustracién 12). Este efecto es debido a que el agente reductor

actué en la ruptura de los puentes disulfuro. A pH 6 no se observa ninguna banda en los tres
tipos de geles trabajados.

PM (kDa) Estandar pH3 pH 4 pH5 pH 6
180
135
100
75
63 Globulinas
%% 11S 4cidas
35
25
17
11 !
lustracién 11. Gel Native-PAGE SRM pH de solubilizacion 8 y diferentes pH de
precipitacion.
PM (kDa) Estandar pH3 pH 4 pH5 pH6
180
135
100
75
63
48
> Globulinas
25 11S bésicas
17
i L AlbGminas

11

| :
llustracién 12. Gel SDS-PAGE con 2-B-mercaptoetanol SRM pH de solubilizacion 8 y
diferentes pH de precipitacion.
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PM (kDa) Estandar pH3 pH 4 pH5 pH6
180 v

135

Globulinas
11S 4cidas

Globulinas
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sk .
llustracion 13. Gel SDS-PAGE sin 2-B-mercaptoetanol SRM pH de solubilizacion 8 y
diferentes pH de precipitacion.

4.1.2.2 Cromatografia liquida de ultra alta eficiencia en fase reversa (RP-UHPLC)

La lustracion 14 muestra los cromatogramas para todas las muestras evaluadas. Para la muestra
SRM, SRT, YHM Yy YHT alos pH de precipitacién trabajados de 3, 4, 5 y 6 se pueden visualizar
la variacion de las intensidades (menores de 50 Ua) y la formacion de picos altos y bajos a partir
de tiempos mayores de 2 minutos ya que el primer pico que aparece en todos los perfiles
cromatograficos antes del minuto 2 se omite porque es el tiempo muerto (elucién de la fase
movil), estos picos empiezan a formarse a partir de los 2 hasta los 12 min aproximadamente. En
todos los concentrados proteicos a todos los pH analizados, se observa un pico similar con un
tiempo de retencion de 3,6 min aproximadamente. Los aminoacidos se clasifican: hidrofilos
(polares) e hidrofobos (apolares) (Voet & Voet, 2006), mediante esta clasificacion se podria
mencionar que los primero picos que se fueron formando pertenecen a péptidos polares
seguidamente de los péptidos apolares. Campos et al. (2003), en su investigacién utilizando la
técnica HPLC aplicado en las semillas de la moringa identificaron 17 aminoacidos (Asparagina,
glutamina, serina, glicina, histidina, arginina, treonina, alanina, prolina, tirosina, valina,
metionina, cistina, isoleucina, leucina, fenilalianina y lisina), los primeros en aparecer son

polares seguidamente de los apolares.
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llustracion 14. Pefiles cromatogréaficos (lineas negras pH 3-5) (lineas rojas pH 4-6)
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En la llustracion 15 se muestra cromatogramas de la simulacion gastrica y duodenal de SRM,
SRT y YHM, YHT a pH 3,2, los picos en la digestion gastrica tienen mayor intensidad a
diferencia de la digestion duodenal que posee menor intensidad, los picos aparecen a partir del
minuto 2,6 hasta el minuto 7,5 aproximadamente. Lo cual, se pudo apreciar la diferencia entre
las dos digestiones por los picos altos y bajos que se fueron formando a través de un cierto

tiempo.

La pepsina logra romper cadenas de polipéptidos en unidades méas pequefias que viene hacer
aminoacidos libres. Mientras que la hidrolisis con pancreatina con lleva a oligopéptidos y
aminoacidos libres que estos a su vez son digeridos en el intestino delgado (Bojérquez et al.,
2013). Debido a la accién de la pepsina en la simulacion géstrica se pueden observar picos con
mayores intensidades a diferencia de la digestion duodenal debido a la accidn de la pancreatina

que la intensidad de los picos es minima.

SRM G-D pH 3,2 SRT G-D pH 3,2

J00

50

=
\

;.-"u--_lj'l"vll'\;.', '( b' B 100 soordib 1

Intensdaa (ua)

2 ' . . r———r——r—
10 V2 0 2 ] 8 0 10 12

Tiempo (min) flempo (min)

YHM G-D pH 3,2 YHT G-D pH 3,2

NN

X
INensicas (1)

Tempo (mn ) Tiempo {min)

llustracion 15. Perfiles cromatograficos simulacion gastrica (linea negra) y duodenal (linea roja)
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4.1.3 Cuantificacion proteica por el método DUMAS

Por lo cual para la cuantificacion proteica de los concentrados de las papillas se determino por
dicho método como se muestra en la Tabla 2 obteniendo asi un mayor porcentaje de proteinas a
pH 4, para YHT un 28,595 %; YHM 33,6%; SRT 36,561 % y SRM 36,913% a diferencia del

pH 3y pH 5 que obtuvieron porcentajes de proteina menores.

Sallato (2017), recopila informacion mencionando que ambos métodos (Kjeldahl — Dumas)
entregan resultados de N total comparables y presentan una diferencia insignificante, por tanto
Dumas tiene menos riesgo de error y su automatizacion implica mayor rapidez y menor costo

del analisis. Teniendo en cuenta todo esto se realizd una sola corrida en las muestras analizadas.

Tabla 3. Cuantificacion proteica (%) por método DUMAS

YHT YHM SRT SRM
pH 3 26,92 32,99 35,19 34,60
pH 4 28,60 33,60 36,56 36,91
pH 5 24,84 26,67 36,37 29,93

4.1.4 Simulacién de la digestibilidad gastrointestinal in vitro

4.1.4.1 Digestion gastrica-duodenal

En la lHustracion 16 y 17, se muestran las digestiones gastricas y duodenales de los concentrados
proteicos de SRT, SRM y YHM, YHT a pH 3,2. Se puede visualizar las bandas en la digestion
gastrica en los concentrados proteicos evacuados a diferencia de la digestion duodenal que no
presenta ninguna banda, los pesos moleculares para las digestiones gastricas son de 28,7; 40,6 y
21,8; 28,7 kDa respectivamente que corresponden a globulinas 11 S &cidas. La digestibilidad
gastrointestinal in vitro de las proteinas de papillas para nifios a base de harina de papas nativas
ecuatorianas simuladas a condiciones fisiol6gicas humanas se trabajé a pH de 3,2 porque las
condiciones son menos agresivas. Los perfiles cromatogréaficos (Ilustracion 15) en las digestiones
gastricas se pudo evidenciar la formacion de picos con altas intensidades a diferencia la digestion
duodenal que presento picos con bajas intensidades, en comparacion con los perfiles
electroforéticos que presentan bandas en las digestiones gastricas a diferencia de las digestiones
duodenales, como se mencioné anteriormente en los perfiles cromatograficos esto se debe a la

accion de las enzimas utilizadas en las digestiones.
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PM (kDa) Estandar YHT G YHTD YHM G YHM D
180

135

Globulinas
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11

lustracion 16. Gel SDS-PAGE con 2-f-mercaptoetanol digestion gastrica (G) y duodenal
(D) de los concentrados proteicos a pH 3,2.

PM (kDa) Estandar SRT G SRT D SRM G SRM D
180 .
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11

lustracién 17. Gel SDS-PAGE con 2-B-mercaptoetanol digestion gastrica (G) y duodenal
(D) de los concentrados proteicos a pH 3,2



4.1.5 Actividad antioxidante de los aislados proteicos por el método TBARS

Los concentrado proteicos de YHM y YHT a pH de precipitacion 3 y 4 a las concentracion de
0,2 y 0,4 mg/mL tienen mayor actividad antioxidante a las 24 y 48 h al igual que presento el
antioxidante comercial a diferencia de los pH 5 y pH 6 con concentraciones de 1y 2 mg/ mL
que tienden a su disminucion (llustracion 18 y 19). Para los concentrados proteicos de SRM y
SRT, a pH de precipitacién 3, 4 y 5 a concentracion de 0,2; 0,4 y 1 mg/mL tienden al aumento
de los valores de actividad antioxidante a las 24 y 48 h a diferencia del pH 6 a la concentracion
de 2 mg/mL que disminuye, el antioxidante comercial a las 24 h es mayor en las cuatro
concentraciones frente a los pH de precipitacion y a las 48 h este disminuye frente a los demas
pH (llustracion 20 y 21).

En las llustraciones 18, 19, 20 y 21 para la determinacion de la actividad antioxidante se utiliz6
diferentes concentraciones, pH y tiempo, estos son factores que influyen directamente sobre la
actividad antioxidante en todos los concentrados proteicos. Zuleta & Frigola (2009),
mencionan que en el ensayo que se utiliza el radical ABTS, el grado de inhibicion de dicho
radical estard en funcion de la concentracion y el tiempo. Con lo mencionado se podria deducir
gue a mayor concentracion el efecto antioxidante tiende a disminuir, como es el caso de la
concentracion de 2 ug/mL la actividad antioxidante es menor frente a las demas

concentraciones.

100,00 100,00
95,00 95,00
90,00 90,00
85,00 85,00
80,00 80,00
75,00 75,00
70,00 70,00
pH3 pH 4 pH5 pH 6 BHT pH3 pH 4 pH5 pH 6 BHT
H 0,2ug/mL ®O0,4ug/mL m1ug/mL m2ug/mL m0,2 ug/mL WO,4 ug/mL lug/mL W 2ug/mL

llustracién 18. Actividad antioxidante YHM (a: 24 horas; b: 48 horas)
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a b

100,00
100,00

95,00
80,00

90,00
60,00

85,00
80,00 40,00
75,00 20,00
0,00

70,00 H3 H4 H5 H6 BHT
pH3  pH4 pH5 pH6  BHT P P P P
m 0,2ug/mL mO0,4ug/mL m1ug/mL m2ug/mL m 0,2ug/mL mO0,4ug/mL 1lug/mL m2ug/mL
lustracién 19. Actividad antioxidante YHT (a: 24 horas; b: 48 horas)
a b
100,00 100,00
95,00 95,00
90,00 90,00
85,00 85,00
80,00 80,00
75,00 75,00
70,00 70,00
pH 3 pH4  pHS5 pH 6 BHT pH 3 pH 4 pH5 pH6 BHT
m 0,2ug/mL m0,4ug/mL m1ug/mL m2ug/mL H 0,2ug/mL m0,4ug/mL m1lug/mL ®2ug/mL
llustracion 20. Actividad antioxidante SRM (a: 24 horas; b: 48 horas)
a
100,00 100,00
95,00 95,00
90,00 90,00
85,00 85,00
80,00 80,00
75,00 75,00
70,00 70,00
pH3 pH 4 pH5 pH 6 pH3 pH 4 pH5 pH 6
m 0,2ug/mL mO0,4ug/mL lug/mL m2ug/mL H 0,2ug/mL ®M0,4ug/mL ®m1lug/mL H2ug/mL

llustracion 21. Actividad antioxidante SRT (a: 24 horas; b: 48 horas)
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4.1.6 Determinacion del contenido de polifenoles totales

En la lustracion 22 se muestra el contenido de polifenoles de los sobrenadantes de las muestras

analizadas.

El mayor contenido de polifenoles en YHM se observa en el pH 5y 6 con 323,03 y 411,46 mg
GAE/100 g muestra respectivamente a diferencia del pH 3 y 4 que sus contenidos fendlicos son
menores con 229,4 y 192,72 mg GAE/100 g muestra respectivamente. Para YHT el mayor
contenido de polifenoles observa en el pH 3y 6 con 363,24 y 410,16 mg GAE/100 g muestra
respectivamente a diferencia del pH 4 y 5 que sus contenidos fenolicos son menores con 260,67

y 331,23 mg GAE/100 g muestra respectivamente.

Para SRM el mayor contenido de polifenoles observa en el pH 5y 6 con 305,91 y 482,02 mg
GAE/100 g muestra respectivamente a diferencia del pH 3 y 4 que sus contenidos fenolicos son
menores con 222,88y 227,35 mg GAE/100 g muestra respectivamente. Mientras que contenido
de polifenoles para SRT se observaen el pH 4 y5 con 423,56 y 531,90 mg GAE/100 g muestra
respectivamente a diferencia del pH 3 y 6 que sus contenidos fenolicos son menores con 399,73

y 337,0 mg GAE/100 g muestra, respectivamente.

El contenido de fenoles totales en futas como el mortifio es elevada (609 mg GAE/100 g) y de
la uva esta entre 151 - 246 mg GAE/100 g (Gaviria et al., 2009). Estas frutas presentan valores
altos porque son evaluados sin ninguna mezcla a diferencia de los sobrenadantes evaluados que
provienen de una mezcla de una formula infantil y estan en un rango de 192,72 - 531,90 mg
GAE/100 g.

El método de Folin-Ciocalteu es un método comun estandarizado en el &rea alimenticia. La
reaccion de este método depende factores como la composicion fendlica y su pH de cada
solucion (Cicco et al., 2009). Asi en los resultados obtenidos en los concentrados proteicos en
la llustracién 22 se observan los contenidos fenélicos de los sobrenadantes a los diferentes pH
de precipitacion, los pH 6 de los contenidos fendlicos fueron altos en YHM, YHT y SRM, SRT
(411,46; 410,16 y 482,02; 337,0 mg AGE/ 100 mg de muestra) a diferencia de los otros pH que

sus valores son bajos.

27



YHM YHT

422,53 D T 417,92 D
= g
()]
£ g
= ] O 376,74
S 36235 g : c
w o
: c g
< n )
()] _ _
£ 30216 Q 33555
()]
o g
2 g
L 241,974 B 2 294,37
B c
o L
A S A
o
181,78 253,18
4 3 5 6 4 5 3 6
pH pH
SRM SRT
495,27 b 544,41 5
>
> o
o -
S 423,931 o 49009
= i}
v O
O <
5 2 43577
2 352,59 £ , c
TS %)
%] (] B
S c S
2 5
£ 281,05 i yan
[e]
a o
A B A
209,91 327,12 6 3 4 5
3 4 5 6
pH PH

lustracion 22. Contenido de polifenoles (letras diferentes indican diferencia significativa al 95%
de confianza).

4.2 VERIFICACION DE HIPOTESIS

Los datos obtenidos fueron analizados mediante un ANOVA a un nivel de significancia del 95%
concluyendo que existe diferencia significativa por lo cual se procede a la aceptacion de la
hipédtesis alternativa, esta menciona que los pH de precipitacion aplicados influyen sobre el
rendimiento de proteinas, la actividad antioxidante y el contenido de polifenoles de las papillas

para nifios a base de harina de papas nativas ecuatorianas (Solanum tuberosum ssp.)

28



CAPITULO V

CONCLUSIONES

5.1 CONCLUSIONES

Después del proceso de digestibilidad in vitro, se determind la presencia de globulinas 11S &cidas
(pesos moleculares de 21,8 y 40,6 kDa) para todas las muestras evaluadas. La determinacion en
condiciones duodenales no reflej6 bandas debido a la hidrdlisis causada por las enzimas

utilizadas.

En la determinacion de actividad antioxidante se observdO mejor comportamiento a

concentraciones de 0,2; 0,4 y 1 ug/mL y pH’s de precipitacion de 3, 4, 5.

La determinacién de polifenoles totales mostré mejor resultado a pH 6. La papilla elaborada con
la variedad Yema de huevo y edulcorada con mora presentd 441,46 mg AGE/100 mg vy la
edulcorada con taxo 410,16 mg AGE/100 mg. Mientras que la papilla elaborada con la variedad
Santa rosa edulcorada con mora present6 482,02 mg AGE/100 mg y la edulcorada con taxo 337,0
mg AGE/100 mg.
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ANEXOS



ANEXO A:

A.1. RENDIMIENTO EN EL AISLAMIENTO DE PROTEINA

Para la determinacion del rendimiento de los aislados proteicos se utilizo la Ecuacion 1.

peso despues del liofilizado (g)

%R = x 100

(1)

peso inicial (g)

Tabla 4. Datos promedios de los concentrados proteicos de las papillas

pH | Rt | R: | Rs | Promedio D.S
YHT
3 |528 16,344,311 531 1,02
4 1530|644 | 492 5,55 0,79
5 14,48 | 526 | 4,50 4,75 0,44
6 |028 10,39 0,16 0,28 0,11
YHM
3 1490|731 |6,27 6,16 1,21
4 4831|781 | 6,66 6,43 1,50
5 1410|534 | 5,74 5,06 0,86
6 | 0,09 |015 | 0,06 0,10 0,05
SRT
3 |348 4,16 | 3,80 3,81 0,34
4 1299 | 4,60 5,60 4,40 1,31
5 1412 | 3,20 | 2,54 3,29 0,79
6 |0271]024 | 0,45 0,32 0,11
SRM
3 | 3051|410 | 4,50 3,88 0,75
4 | 3,14 | 4,64 | 4,71 4,16 0,89
5 1269|310 | 224 2,67 0,43
6 |001]025]|0,13 0,13 0,12
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A.2. DATOS PARA LA CARACTERIZACION PROTEICA POR ELECTROFORESIS

Para el célculo de la movilidad relativa se utilizo la siguiente Ecuacion 2.

distancia recorrida por cada banda

Rf =

(2)

distancia total recorrida

Tabla 5. Datos estandares para la curva

Peso molecular (KDa) | RF estandar
180 0,2075
135 0,2261
100 0,2718

75 0,3154
63 0,3631
48 0,4274
35 0,5124
25 0,6598
17 0,8568
11 0,9606

A partir de los datos reportados en la Tabla 5, se obtiene la Ecuacién 3 que describe la tendencia
(r?=0,951).

Log (peso molecular) = 2.3908 - 1.4484 (RF estandar) (3)
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A.2.1. VALORES DE LA MOVILIDAD RELATIVA

Tabla 6. Movilidad relativa de los concentrados proteicos

YHT YHM
Banda pH 3 pH 4 pH 5 | pH 6 pH 3 pH 4 | pH 5 pH 6
Native
1 134,94 134,94 77,82 - 89,30 89,30 89,30 -
2 109,78 72,65 - - 77,82 77,82 - -
3 77,82 - - - - - - -
Con 2-#-mercaptoetanol
1 44,88 44,88 44,88 17,132 36,51 36,51 36,51 -
2 34,09 34,09 17,13 - 27,73 27,73 - -
3 17,13 17,13 14,93 - - - - -
4 14,93 14,93 - - - - - -
Sin 2-p-mercaptoetanol
1 117,59 117,59 117,59 - 66,05 66,05 66,05 -
2 55,17 55,17 55,17 - 35,43 35,43 35,43 -
3 39,12 39,11 39,12 - 26,87 26,87 26,87 -
4 21,06 21,06 21,06 - -
SRT SRM
Native
1 70,78 70,78 46,73 - 66,05 66,05 66,05 -
2 46,73 46,73 - - 37,97 37,97 37,97 -
Con 2--mercaptoetanol
1 81,28 81,28 81,28 - 26,87 26,87 28,79 -
2 35,43 35,43 35,43 - 21,83 21,83 - -
3 25,07 25,07 25,07 - 11,71 11,71 - -
4 15,45 15,45 15,45 - - - - -
Sin 2-4-mercaptoetanol
1 25,07 93,35 93,35 - 25,07 30,85 30,85 -
2 21,83 25,07 25,07 - - 25,07 - -
3 10,93 21,83 21,83 - - - - -
4 - 10,93 10,93 - - - - -
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A.3. CUANTIFICACION PROTEICA POR EL METODO DE DUMAS

= — - — e — - - - —

f

llustracién 23. Obtencién de % proteina por DUMAS

41
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A.3. SIMULACION DE LA DIGESTIBILIDAD GASTRICA Y DUODENAL

Tabla 7. Movilidad relativa de los concentrados proteicos para digestibilidad géastrica y
duodenal con 2-B-mercaptoetanol a pH 3,2

Banda | YHT | YHM | SRT | SRM
Digestibilidad géastrica
1 28,79 28,79 40,69 40,69
2 21,83 21,83 28,79 28,79
Digestibilidad duodenal
1 _ - - -
2 - - - -

A4. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE POR EL METODO TBARS

Tabla 8. Datos para el control positivo y negativo

Repeticion Control positivo Control negativo
Aceite no oxidado Aceite oxidado
R1 0,548 0,518
R, 0,534 0,516
Rs3 0,520 0,519
Promedio 0,534 0,518

Tabla 9. Valores promedios de actividad antioxidante de BHT

(ug/mL) [ R R:. | Rs | Promedio| DSsS.
24 horas

200 97,44 97,4 97,54 97,47 0,06

400 95,99 95,9 95,99 95,96 0,06

1000 95,56 95,7 95,61 95,61 0,05

2000 95,46 95,6 95,46 95,49 0,06
48 horas

200 96,57 96,5 96,52 96,54 0,03

400 94,11 94,2 94,20 94,17 0,06

1000 92,51 92,6 92,71 92,59 0,10

2000 93,67 93,8 94,93 94,14 0,69
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Tabla 10. Valores promedios de actividad antioxidante 24 horas

(ug/mb) | R | R; | Rs | Promedio | D.S. | R | R, | Rs | Promedio | D.S.
YHT
pH 3 pH 4
200 96,67 96,7 96,62 96,65 0,03 94,49 94,4 94,40 94,45 0,05
400 91,45 91,6 92,03 91,69 0,30 95,46 95,5 95,70 95,56 0,13
1000 94,01 94,1 94,20 94,11 0,10 92,47 92,6 92,80 92,63 0,17
2000 87,59 87,3 87,54 87,48 0,16 82,57 82,8 82,90 82,74 0,17
pH 5 pH 6
200 95,80 95,8 95,90 95,85 0,05 95,27 95,3 95,56 95,38 0,16
400 91,98 92,0 92,08 92,03 0,05 94,20 94,2 94,16 94,19 0,03
1000 90,63 90,7 95,12 92,14 2,58 89,95 89,9 90,10 89,97 0,12
2000 82,47 82,8 83,10 82,78 0,31 85,85 85,8 85,90 85,87 0,03
YHM
pH 3 pH 4
200 92,08 92,4 92,56 92,34 0,24 94,83 95,0 95,07 94,96 0,12
400 95,07 95,1 95,12 95,09 0,03 93,09 93,1 93,14 93,11 0,03
1000 88,80 88,9 88,99 88,91 0,10 94,30 93,6 93,58 93,83 0,41
2000 81,17 81,2 81,12 81,15 0,03 87,15 87,1 87,35 87,20 0,13
pH 5 pH 6
200 93,87 93,9 93,92 93,88 0,03 94,16 94,4 94,35 94,30 0,13
400 97,05 97,1 97,10 97,09 0,03 95,12 95,0 94,88 94,99 0,12
1000 94,20 94,0 94,01 94,08 0,11 93,82 93,9 93,82 93,85 0,06
2000 93,82 93,9 93,92 93,87 0,05 89,33 89,3 89,18 89,26 0,07
SRT
pH 3 pH 4
200 96,96 97,0 97,01 96,97 0,03 96,38 96,3 96,28 96,31 0,06
400 94,93 95,0 94,93 94,95 0,03 96,18 96,2 96,14 96,17 0,03
1000 94,20 94,3 95,27 94,58 0,60 94,40 94,0 94,74 94,37 0,39
2000 89,09 89,2 89,18 89,15 0,06 94,69 94,9 94,98 94,85 0,15
pH 5 pH 6
200 95,32 95,3 95,27 95,28 0,03 96,86 96,9 96,91 96,88 0,03
400 93,63 94,2 94,40 94,08 0,40 95,46 95,7 95,90 95,69 0,22
1000 94,64 94,7 94,78 94,70 0,07 94,45 94,4 94,35 94,40 0,05
2000 88,60 88,2 89,67 88,83 0,75 91,74 91,9 91,65 91,76 0,12
SRM
pH 3 pH 4
200 95,80 96,1 96,28 96,06 0,24 95,22 95,4 95,41 95,33 0,10
400 95,99 96,2 96,18 96,12 0,11 95,90 95,8 95,85 95,85 0,05
1000 95,22 95,6 95,61 95,48 0,22 94,49 94,3 94,35 94,40 0,08
2000 87,35 87,4 87,64 87,48 0,15 90,10 90,2 90,29 90,20 0,10
pH 5 pH 6
200 95,80 95,7 95,90 95,78 0,12 96,18 96,0 96,14 96,12 0,07
400 95,22 94,8 94,98 94,99 0,22 95,41 95,6 95,85 95,61 0,22
1000 90,73 90,9 91,11 90,92 0,19 96,38 96,4 96,52 96,43 0,08
2000 90,92 91,0 90,92 90,94 0,03 95,75 95,4 95,70 95,61 0,21
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Tabla 11. Valores promedios de actividad antioxidante 48 horas

(ng/mb) | R1 | R2 | Rs | Promedio | D.S. | R | R: | Rs | Promedio | D.S.
YHT
pH 3 pH 4
200 95,41 95,4 95,46 95,43 0,03 95,65 95,8 95,75 95,72 0,06
400 95,27 95,3 95,32 95,28 0,03 91,79 91,9 91,98 91,90 0,10
1000 91,89 91,9 91,93 91,90 0,03 82,90 83,2 83,29 83,13 0,20
2000 83,77 83,7 83,73 83,74 0,03 88,84 88,9 88,99 88,92 0,07
pH 5 pH 6
200 92,47 92,7 92,95 92,71 0,24 92,03 92,0 92,08 92,05 0,03
400 87,44 88,8 88,94 88,41 0,84 89,09 88,9 90,10 89,38 0,63
1000 79,72 80,1 80,78 80,20 0,54 89,57 90,0 90,34 89,97 0,39
2000 84,64 85,0 86,33 85,32 0,89 84,16 83,9 84,98 84,34 0,58
YHM
PH 3 pH 4
200 96,04 96,1 96,04 96,06 0,03 95,51 95,7 95,41 95,54 0,15
400 93,58 94,5 94,59 94,22 0,56 91,60 91,8 91,65 91,69 0,13
1000 96,28 96,1 96,28 96,23 0,08 93,24 93,3 93,77 93,45 0,28
2000 86,43 86,4 86,43 86,41 0,03 88,36 88,7 88,94 88,65 0,29
pH 5 pH 6
200 97,30 97,3 97,54 97,39 0,13 96,33 96,2 96,28 96,28 0,05
400 93,09 92,9 93,19 93,06 0,15 94,16 94,4 94,59 94,40 0,22
1000 93,72 94,2 93,67 93,87 0,29 94,35 94,2 94,16 94,24 0,10
2000 87,88 88,1 87,97 87,97 0,10 85,51 87,5 87,69 86,90 1,20
SRT
PH 3 pH 4
200 95,56 95,8 95,90 95,77 0,18 95,61 95,3 95,51 95,48 0,15
400 94,40 94,5 94,64 94,51 0,12 94,88 95,2 95,17 95,07 0,17
1000 94,83 94,8 94,88 94,83 0,05 92,51 92,7 93,34 92,84 0,44
2000 91,40 91,7 91,79 91,63 0,20 87,35 87,2 87,06 87,19 0,15
pH 5 pH 6
200 95,94 95,9 96,04 95,96 0,07 98,55 99,1 99,18 98,94 0,34
400 93,82 94,2 95,36 94,46 0,80 90,58 90,9 90,87 90,79 0,18
1000 91,69 92,0 92,61 92,11 0,46 92,90 93,4 93,58 93,29 0,35
2000 88,51 88,5 88,65 88,55 0,08 88,51 88,5 88,17 88,39 0,20
SRM
PH 3 pH 4
200 98,94 99,1 99,13 99,05 0,10 96,52 96,8 98,02 97,10 0,80
400 96,18 96,0 96,67 96,30 0,33 96,96 97,0 97,15 97,02 0,11
1000 97,01 97,0 98,12 97,38 0,64 93,77 94,3 94,49 94,19 0,38
2000 88,80 89,6 89,71 89,38 0,50 97,88 95,9 96,28 96,70 1,03
pH 5 pH 6
200 99,03 99,0 98,94 98,99 0,05 97,05 97,3 97,59 97,33 0,27
400 93,82 93,7 95,51 94,33 1,02 96,43 96,3 97,39 96,70 0,60
1000 91,26 91,3 91,11 91,21 0,08 95,90 95,9 97,88 96,56 1,14
2000 95,07 95,4 95,46 95,30 0,20 95,27 95,7 95,75 95,56 0,26
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A5. DATOS DE POLIFENOLES POR EL METODO FOLIN

Tabla 12. Valores para la curva estandar GAE a 750 nm

Peso Peso total | Acido Galico | Peso solucién 5 Peso Concentracién -
© @ (mg/L) mL tedrico Factor (mg/L) Absorbancia
0,0249 0,0981 50,76 5,1843 5,1690 0,9971 50,61 0,0955
0,0491 0,0979 100,31 5,2094 5,1693 0,9923 99,53 0,1865
0,0732 0,0967 151,40 5,1763 5,1645 0,9977 151,05 0,2630
0,0975 0,0975 200,00 5,2700 5,1644 0,9800 195,99 0,3565

A partir de los datos reportados en la Tabla 11, se obtiene la Ecuacion 4 que describe la tendencia (r? =
0,998).

Absorbancia = 0,0026 + 0,0018 (concentracion)
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llustracién 24. Curva estandar de calibracion

Tabla 13. Promedio de absorbancia para la determinacion de polifenoles

pH | Ri | Fenoles | Rz [ Fenoles | Rs [ Fenoles | Promedio | D.S.
YHT
3 0,652 362,872 0,654 363,989 0,652 362,872 363,244 0,645
4 0,469 260,671 0,469 260,671 0,469 260,671 260,671 0,00
5 0,595 331,039 0,595 331,039 0,596 331,597 331,225 0,322
6 0,738 410,901 0,736 409,784 0,736 409,784 410,156 0,645
YHM
3 0,413 229,396 0,413 229,396 0,413 229,396 229,396 0,00
4 0,347 192,536 0,347 192,536 0,348 193,095 192,723 0,322
5 0,580 322,661 0,581 323,220 0,581 323,220 323,034 0,322
6 0,739 411,459 0,739 411,459 0,739 411,459 411,459 0,00
SRT
3 0,718 399,731 0,719 400,290 0,717 399,173 399,731 0,558
4 0,761 423,746 0,761 423,746 0,760 423,187 423,559 0,322
5 0,936 521,479 0,962 535,999 0,966 538,233 531,904 9,097
6 0,605 336,623 0,606 337,182 0,606 337,182 336,996 0,322
SRM
3 0,401 222,694 0,402 223,253 0,401 222,694 222,880 0,322
4 0,409 227,162 0,409 227,162 0,410 227,720 227,348 0,322
5 0,550 305,907 0,551 306,466 0,549 305,349 305,907 0,558
6 0,865 481,827 0,866 482,386 0,866 482,386 482,199 0,322
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ANEXO B: ILUSTRACIONES

B.1 AISLAMIENTO DE PROTEINAS

llustracién 26. a) Congelacion a -80 ° C b) Liofilizacion de muestras
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B.2 ANALISIS DE PROTEINA POR EL METODO DUMAS

llustracion 27. a) Equipo para la calcinacion de muestras — b) Pesaje para la elaboracion
de pastillas

B.3 ELECTROFORESIS

llustracién 28. Equipo Bio-Rad (modelo Mini Protean 1)
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B.4 CROMATOGRAFIA

llustracion 29. Equipo para el analisis por UHPLC

B.5 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE METODO TBARS

lustracion 30. a) Preparacion de muestra — b) Espectrofotémetro (532nm)

B.6 POLIFENOLES POR EL METODO FOLIN

llustracién 31. a) Preparacién de las muestras — b) Espectrofotémetro (750nm)
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