o

VE
oMVERSs,

— UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO
o © i

E FACULTAD DE CIENCIA E INGENIERIA EN ALIMENTOS
o“; CARRERA DE INGENIERIA BIOQUiMICA

Evaluacién de las actividades antiinflamatoria, antioxidante y antimicrobiana de
aislados e hidrolizado proteico de Habichuela baby lima bean (Phaseolus lunatus L.)

y su digestibilidad in vitro.

Trabajo de Titulacion, modalidad Proyecto de Investigacion, previa la obtencion del
Titulo de Ingeniero Bioquimico, otorgado por la Universidad Técnica de Ambato, a

través de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos.

El estudio es parte del proyecto: “VALORIZACION DE LA CALIDAD
NUTRICIONAL Y FUNCIONAL DE ALIMENTOS TRADICIONALES DE LA
POBLACION ECUATORIANA” aprobado por el Honorable Consejo Universitario
y financiado por La Direccion de investigacion y Desarrollo DIDE de la Universidad

Técnica de Ambato. Resolucion 0248-CU-P-2017.

Autor: Javier Alberto Tamayo Garcia.

Tutor: PhD. William Ricardo Calero Caceres.

Ambato — Ecuador

Julio-2018



APROBACION DEL TUTOR

PhD. William Ricardo Calero Caceres.

CERTIFICA:

Que el presente trabajo de titulacion ha sido prolijamente revisado. Por lo tanto,
autorizo la presentacion de este Trabajo de Titulacion modalidad Proyecto de
Investigacion, el mismo que responde a las normas establecidas en el Reglamento de

Titulos y Grados de la Facultad.

Ambato, 14 de Mayo del 2018

William Ricardo Calero Caceres, PhD
C.I. 171434885-9
TUTOR

11



DECLARACION DE AUTENTICIDAD

Yo, Javier Alberto Tamayo Garcia, manifiesto que los resultados obtenidos en el
presente Proyecto de Investigacion, previo la obtencion del titulo de Ingeniero
Bioquimico son absolutamente originales, auténticos y personales; a excepcion de las

citas.

Javier Alberto Tamayo Garcia
C.I. 180541870-2
AUTOR

i1



APROBACION DE LOS MIEMBROS DE TRIBUNAL DE GRADO

Los suscritos profesores Calificadores, aprueban el presente Trabajo de Titulacion

modalidad Proyecto de Investigacion, el mismo que ha sido elaborado de conformidad

con las disposiciones emitidas por la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos de

la Universidad Técnica de Ambato.

Para constancia firman:

Ambato, 09 de julio del 2018

v

Presidente del Tribunal

//.—---’ f’\_ AT _’/:).J; V
——

PhD. Mayra Liliana Paredes Escobar
C.1. 050187395-4

.-"'_."--.--_- -\-.
_‘k{: 3y d_é’/.-;.

Lic. MSc. Danae Fernandez Rivero
C.I. 175718120-9



DERECHOS DE AUTOR

Autorizo a la Universidad Técnica de Ambato, para que haga de este Proyecto de
Investigacion o parte de él, un documento disponible para su lectura, consulta y
procesos de investigacion, segin las normas de la Institucion.

Cedo los Derechos en linea patrimoniales de mi Proyecto, con fines de difusion
publica, ademas apruebo la reproduccion de este Proyecto dentro de las regulaciones
de la Universidad, siempre y cuando esta reproduccion no suponga una ganancia

econdmica y se realice respetando mis derechos de autor.

Javier Alberto Tamayo Garcia
C.I. 180541870-2
AUTOR



DEDICATORIA

Este trabajo esta dedicado para mis Padres, que supieron guiarme en toda mi vida y
darme todo el apoyo necesario para seguir adelante.

A mi abuelita que me sigue enviando la fuerza necesaria para seguir en este caminar.
A mi hermano, un ejemplo de vida que ha estado en todos los momentos y en todas las

adversidades.

Vi



AGRADECIMIENTO

Agradezco a Dios por todas las bendiciones q me ha dado, y siempre ser la guia e
ilumina mi camino.

A la Universidad Técnica de Ambato, a mis profesores de la Facultad de Ciencia e
Ingenieria en Alimentos por todo el conocimiento y apoyo brindado.

A mis Padres, que supieron guiarme en toda mi vida y darme todo el apoyo necesario
para seguir adelante.

A mi abuelita que me sigue enviando la fuerza necesaria para seguir en este caminar.
A toda mi familia, que han sido un ejemplo de vida y siempre han estado todos los
momentos y en todas las adversidades.

Este trabajo fue realizado bajo la supervision del Dr. William Calero, a quien
agradezco por su apoyo incondicional y paciencia. Ademas de manera especial al
apoyo de la Direccion de Investigacion y Desarrollo DIDE-Universidad Técnica de
Ambato (Proyecto 2074-CU-P-2016 "Valorizacion de la Calidad Nutricional de
Alimentos Tradicionales de la Poblacion Ecuatoriana") y a todos los colaboradores
(PhD. Mayra Paredes, Ing. Cecilia Carpio, PhD. Dayana Morales, Ing. Tatiana Poveda,

Ing. Paulo Baquero) que participaron en este exitoso proyecto.

vil



INDICE GENERAL

APROBACION DEL TUTOR ......c.coiiiiiiieiieiiecesese et i
DECLARACION DE AUTENTICIDAD .......cooviviieieiieieeieie e, il
APROBACION DE LOS MIEMBROS DE TRIBUNAL DE GRADO..................... v
DERECHOS DE AUTOR........ccoiiiiiiiiiiii s v
DEDICATORIA ... .oooiiiiiiii s vi
AGRADECIMIENTO ....oooiiiiiiiiiiii e vii
INDICE GENERAL .....oooiiiiiiiiiii s viii
INDICE GENERAL DE TABLAS .....coetvimiiiiiieriinneieieeesiessiesssssssesss s xi
INDICE GENERAL DE FIGURAS ....coocoouivmmriirinerieesnsssssssssssssssssssssssesssnas Xiv
RESUMEN ...ttt XVi
ABSTRACT ...ttt e s e nne e XVvii
INTRODUCCION ....coouiimmrimriaessssssseesssessss s 1
CAPITULO Lottt 3
EL PROBLEMA ...ttt 3
1.1 Tema de INVEStIZACION .......eeiveeiiieieeire e nnees 3
1.2 JUSHEICACTON ..ottt 3
1.3 ODBJELIVOS ..ttt 5
1.3.1 Objetivo General .........ccovoiiiiiiiiiiieic e 5
1.3.2 Objetivos ESPEcifiCos......uuviiiiiiiiiiiiiiiciiiiciec s 5
CAPITULO IT .. 7
MARCO TEORICO ...t 7
2.1 Antecedentes INVEStIZAtIVOS ......c.ivviiiiiiiie i 7
2.2 HIPOLESIS. c.uviiriiiieiti ettt 11
2.3 Senalamiento de las variables de hipOtesis .........ccoovviiiiiiiiiiciiiiiecns 14
CAPITULO THL..ouiiiriiiiiieeisesiiesise it 16
MATERIALES Y METODOS ......cvivimiiimiiiniisierissiesssssssssssssssesssssessssssens 16
3.1 MALETIALES ..t 16
3.1.1 Materia Prima......c.cooeeiiiiiie e 16

3 1.2 EQUIPOS..ciiiiiitiiiieitiei st 16
3.1.3 Materiales de laboratorio (Vidrio, Pl14StiCO) .........cccovoiiiieniiiiiciicieenns 17

viil



3.1.4 Reactivos empleados en la investigacion........ccccvvvvveeiiieeiiinie e 17

3.1.5 INSUMOS ¥ ULENSTIIOS ...vvieivviiiiiiiie ittt 18
3.2 Aislado de Proteinas de Habichuela. ...........cccocoooiiiiiiiiie 19
3.3 Cuantificacion Prot@iCa ..........ocieiiiiiiiiiieiie e 19
3.4 Obtencion del hidrolizado proteico. .........ccovveiiiiiiiiciiiiiieeece e 20
3.5 Caracterizacion de los aislados proteiCos........cccovviverieiiiiienisiciecnesesee 21

3.5.1 Electroforesis (SDS-PAGE): .....ccooiiiiiiiiiiei e 21

3.5.2 Simulacion de la digestibilidad gastrointestinal y duodenal in vitro: ....... 23
3.6 Actividades DIOlOZICAS: .......coviiiiiiiiieiieic e 23

3.6.1 Actividad antioxidante de los aislados proteicos y del hidrolizado proteico
(MEJOT rAtAMICIILO): 1.vveuveiriieietieee sttt nne s 23

3.6.2 Actividad antiinflamatoria de los aislados proteicos y del hidrolizado

PIOLCICO I71 VIEFO. ...ttt 24
3.6.3 Actividad antimicrobiana del aislado proteico e hidrolizado proteico...... 25

3.7 Analisis estadistico y Disefio Experimental. ..........cccccooiiviiiiiiiiciinicicn, 26
CAPITULO TV oottt 27
RESULTADOS Y DISCUSION ......coiiiiiiieeeeeeeess e eetee e eesssee s 27
4.1 ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS ......coocvuorrirriiineninceiisnenns 27
4.1.1 Analisis ProxXimal ..........cccoooiiiiiiiiiii e 27
4.1.2. Rendimiento de los aislados proteicos de la harina de habichuela .......... 28
4.1.3 Cuantificacion proteica por Biuret..........cccccooveiiiiiinii e 30
4.1.4 Caracterizacion de 1os Aislados proteicos.........cccovvriiiiiiieiiisiininnecienne 31
4.1.5 Digestibilidad gastrointestinal i Vitro ...........ccccoveiiiiiiiciiiiiic 34
4.1.5. Actividad AntioXidante. .........cceeriuieiiiiiieiie e 36
4.1.6. Actividad Antiinflamatoria..........cccocveriiiiie i 41
4.1.7 Actividad AntimiCrobiana ..........cccueeiueeriieniesiiesie e 47

4.2 Verificacion de 1a hipOtesis .......ccvviiiiiiiiiiiiiiiici s 51
4.2.1 Rendimiento de los aislados proteicos de habichuela baby lima bean. .... 51

4.2.2 Cuantificacion de la proteina de los aislados proteicos de habichuela baby
JIMA DEAN. 1.eevviieiiiie ettt a e ara s 51

4.2.3 Digestibilidad de las proteinas de habichuela baby lima bean.................. 51

4.2.4 Actividad Antiinflamatoria de los aislados proteicos de habichuela baby
JIMA DEAN. 1.vivviieiiiie ettt nra s 51

iX



4.2.5 Actividad Antioxidante de los aislados proteicos de habichuela baby lima
DIBAN. ..t re e 51

4.2.6 Actividad Antimicrobiana del hidrolizado proteico de habichuela baby
lima bean (Mejor tratamiento).........ccuerirveeiiieeiiiie e 52

4.2.7 Actividad Antiinflamatoria del hidrolizado proteico (mejor tratamiento). 52
4.2.8 Actividad Antioxidante del hidrolizado proteico (mejor tratamiento). ..... 52

4.2.9 Actividad Antimicrobiana del hidrolizado proteico de habichuela (mejor

317 100113 110 R R RTUPRRUPRROPPRROPRN 52
CAPITULO V it 53
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES ......ooiiiieeeeee e 53

5.1 CONCIUSIONES ...ttt ettt et e e b n e e nne e nns 53
5.2 RECOMENAACIONES. ....ccveiiuiieiiieiie sttt ettt 55
BIBLIOGRAFIA ...ttt 56
ANEXOS ettt r e n e e e ne e 68



INDICE GENERAL DE TABLAS

Tabla 1 Analisis proximal de la harina de Habichuela.........c..cccccceviiiiiiiiiniine, 27
Tabla 2. Rendimiento de los aislados proteicos de habichuela obtenidos a diferentes
PH de PrecipitaCion (%0) .. .ooui oo 29
Tabla 3. Contenido proteico de los aislados obtenidos a diferentes pH mediante el
MEL0AO A€ BIUTEL. ....eeoiiiiiiieic e 30

Tabla 4. Actividad antioxidante de los aislados proteicos obtenidos a diferentes pH de

PTECIPITACION. ...ttt bbbt b e b e nn e 36
Tabla 5. Actividad antioxidante del aislado obtenido a pH 5 y Control (BHT)......... 38
Tabla 6. Actividad antioxidante del hidrolizado proteico y Control (BHT) .............. 40

Tabla 7. Actividad antiinflamatoria de los aislados proteicos obtenidos a diferentes pH
A€ PIECIPILACION. ....vvieutieiiietie ettt ettt sttt ettt e bt et e st e e e beesseeesbeenbeeennee e 42
Tabla 8. Actividad antiinflamatoria del aislado obtenido a pH 5 y el control
(€003 e) (53 1 oo ) TP 44

Tabla 9. Actividad antiinflamatoria del Hidrolizado proteico y el control (Diclofenaco)

Tabla 10. Distancias (mm) de los halos de inhibicion a diferentes concentraciones . 50
Tabla 11. Pesos y rendimiento proteico obtenido a diferentes pH de precipitacion. . 70
Tabla 12. Rendimiento (ANOVA)......cooiiiiiiiieiieeeeee et 70
Tabla 13. Prueba de Comparacion (TUKey).........ccooviiiiiiiiiiiiciiiiiceccee e 71
Tabla 14. Rendimiento de los aislados proteicos de habichuela obtenidos a diferentes
pH de precipitacion (%) (Mejor tratamiento)..........cocvereerreeneirneereeseesee e 71

Tabla 15. Datos para la construccion de la curva estandar albimina de suero bovina

Tabla 17. Calculo del contenido proteico (%) de aislados proteicos de habichuela

(MEJOT tTALAMICTIEO ). ...t eetee ettt ettt ettt ettt et e st et e e e e e e sbeeenneesbeeennee e 74
Tabla 18. Contenido Proteico (ANOVA) .....ocviiiiiiieiiieie e 74
Tabla 19. Comparacion entre pH de precipitacion (Test Tukey)........ccoovvvvieeiininnnne 75

Tabla 20. Porcentaje de la Actividad Antiinflamatoria obtenidas de los aislados

proteicos de Habichuela ... 77

X1



Tabla 21. ANOVA para Actividad por pH.......ccccoiiiiiiiiiiceec 77
Tabla 22. Medias para Actividad por pH con intervalos de confianza del 95,0% ..... 78
Tabla 23. Porcentaje de la Actividad Antiinflamatoria del patron positivo y del pH 5
de acuerdo al contenido PrOtEICO. .. ..cuiiiiirieiiiie et 78
Tabla 24. Andlisis de Varianza para % Actividad Antiinflamatoria - Suma de
Cuadrados TIPO I ......ooiiiiiiiiiiei s 79
Tabla 25. Pruebas de Multiple Rangos para % Actividad Antiinflamatoria por
Diclofenaco Y PH S oo 79
Tabla 26. Pruebas de Multiple Rangos para % Actividad Antiinflamatoria por
(1033 11S 118 =16 10 ) o AR PR PRI 80
Tabla 27. Porcentaje de la Actividad Antiinflamatoria del patron positivo y del
Hidrolizado ProteICO......ciuiiiiiiiiiiie ittt e et e e e enes 82
Tabla 28. Andlisis de Varianza para % Actividad Antiinflamatoria - Suma de
Cuadrados TIPO ITL ....c.ooiieiiiiiiiei e 82
Tabla 29. Pruebas de Multiple Rangos para % Actividad Antiinflamatoria por
Diclofenaco ¥ PH S .o 83
Tabla 30. Pruebas de Multiple Rangos para % Actividad Antiinflamatoria por
CONCENITACTON .ttt et e st e e ss e e bt e e e bb e e s b e e enbeeesntneeenes 83
Tabla 31. Porcentaje de Actividad Antioxidante obtenidas de los aislados proteicos de
HabiChuela.......cooiiiii e 86
Tabla 32. ANOVA para Actividad por PH..........cccoccoiiiiiiiii, 86
Tabla 33. Porcentaje de la Actividad Antioxidante del patron positivo y del pH 5 de
acuerdo al contenido PrOtEICO. .....ueiviiireirrieie e 87

Tabla 34. Analisis de Varianza para % Inhibicion lipidica - Suma de Cuadrados Tipo

Tabla 35. Pruebas de Multiple Rangos para % Inhibicion lipidica por BHT y pH 5. 88

Tabla 36. Pruebas de Multiple Rangos para % Inhibicién lipidica por Concentracion
Tabla 37. Porcentaje de la Actividad Antioxidante del patrén positivo y el Hidrolizado

PTOLEICO. 1.ttt ettt ettt ettt s e et e m e e st e s s e e e e b e e e e e s m e et e n e e e n e e e e e e nnne s 90

Tabla 38. Analisis de Varianza para % Inhibicion lipidica - Suma de Cuadrados Tipo

xii



Tabla 39. Pruebas de Multiple Rangos para % Inhibicion lipidica por BHT e
HIATOIZAO. ...ttt naee s 91

Tabla 40. Pruebas de Multiple Rangos para % Inhibicion lipidica por Concentracion

.................................................................................................................................... 91
Tabla 41. Halos de inhibicion del aislado proteico (Mejor Tratamiento). ................ 94
Tabla 42. Halos de inhibicion del hidrolizado proteico (Mejor tratamiento)............. 96

Tabla 43. Actividad antimicrobiana de los halos de inhibicion del hidrolizado proteico
frente L. monocytogenes (ANOVA). ....coooiiiiiiiiiiiiii i 96
Tabla 44. Actividad antimicrobiana de los halos de inhibicion del hidrolizado proteico
frente E. coli. (ANOVA). ....ooiiioi e 97
Tabla 45. Actividad antimicrobiana de los halos de inhibicion del hidrolizado proteico
frente P. aeruginosa (ANOVA). .....cooi i 99
Tabla 46. Actividad antimicrobiana de los halos de inhibicion del hidrolizado proteico

frente B. cereus (ANOVA) ..o 100

xiil



INDICE GENERAL DE FIGURAS

Figura. 1 Rendimiento de 1os aislados proteiCos. ........ccucvvriieeiiiieiiiiesiiee e 29
Figura. 2 Electroforesis Native-PAGE de los aislados proteicos de habichuela
precipitados a diferentes PH.........ccooiiiiiiiiiiie 32

Figura. 3 Electroforesis SDS-PAGE con 2-mercaptoetanol de los aislados proteicos de

habichuela precipitados a diferentes pH. ........cccoocviiiiiiiiiiii e 33
Figura. 4 Electroforesis SDS-PAGE sin 2-mercaptoetanol de los aislados proteicos de
habichuela precipitados a diferentes pH. .........cccoovviiiiiiiiiiiii 34
Figura. 5 Electroforesis SDS-PAGE de la digestion gastrica y duodenal de proteinas
.................................................................................................................................... 35
Figura. 6 Grafica de medias de los 4 pH ensayados ..........cccoceviiviiiiiiiniiiiciinen 37
Figura. 7 Inhibicién de peroxidacion lipidica (TBARS) de los aislados proteicos de
habichuela a concentraciones de 100; 200; 500 y 1000 pg/ml. ....c.ccovvvvviviriinnnnenn. 37
Figura. 8 Inhibicion de peroxidacion lipidica (TBARS) del aislado proteico de
habichuela a concentraciones de 100; 200; 500 y 1000 pg/ml. .....coovviiiiiiiininiennnnns 39
Figura. 9 Inhibicién de peroxidacion lipidica (TBARS) del hidrolizado proteico de
habichuela a concentraciones de 100; 200; 500 y 1000 pg/ml. ....c.occvvvvvriiiinnnnnnn. 41
Figura. 10 Gréfica de medias de los 4 pH ensayados ..........cccovvvviiiininiiicinnen, 43
Figura. 11 Actividad antiinflamatoria de los aislados proteicos de habichuela a
concentraciones de 100; 200; 500 y 1000 pg/ml. ......cooviiiiiiiiiiiiiiiiiieceen 43
Figura. 12 Actividad antiinflamatoria del aislado proteico obtenido a pH 5 y el control
a concentraciones de 100; 200; 500 y 1000 pg/ml......c.ccoovviiiiiieiiiniiiiecnee 45
Figura. 13. Actividad antiinflamatoria del hidrolizado proteico y del diclofenaco a
concentraciones de 100; 200; 500 y 1000 pg/ml. ......ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiicien 47
Figura. 14 Actividad Antimicrobiana del aislado proteico obtenido a pH 5.............. 48
Figura. 15 Actividad Antimicrobiana del hidrolizado proteico de habichuela.......... 49
Figura. 16 Curva estdndar de BSA ... 73
Figura. 17 Medias del Diclofenaco y pH 5 ....cooooiiiiiiiiiiic 80
Figura. 18 Interaccion del Diclofenaco y pH 5.....oooviiieiii e 81
Figura. 19 Medias del Diclofenaco e Hidrolizado ..........c.ccooveiiiiiiciiiiiieees 84
Figura. 20 Interaccion del Diclofenaco e Hidrolizado ...........cccoovevviiiciiiiiiiiicen, 84
Figura. 21 Medias del BHT € pH 5....oooviiiiiiiiiii s 89

X1v



Figura. 22 Interaccion del BHT y el pH 5..ccovoiiiiiiiiiii 89

Figura. 23 Medias del BHT € pH 5 ....oooiiiiiiiiiiiccc e 92
Figura. 24 Interaccion del BHT y el pH S...cvvviiiiiiiiiii e 92
Figura. 25 Actividad Antimicrobiana del aislado proteico obtenido a pH 5.............. 94
Figura. 26 Actividad Antimicrobiana del aislado proteico obtenido a pH 5.............. 95

Figura. 27 Medias de la Actividad Antimicrobiana del hidrolizado proteico frente L.
monocytogenes a diferentes CONCENTTACIONES. ......vvvvivreeirieiiiiiesiieesiieessieeessseeesneeens 97
Figura. 28 Actividad Antimicrobiana del hidrolizado proteico (Mejor tratamiento)
frente L. MONOCYLOZENES. .. .ocuviiviiiiiiiiiiieiie e 97
Figura. 29 Medias de la Actividad Antimicrobiana del hidrolizado proteico frente E.
coli a diferentes CONCENLIACIONES. .......ccvurieiriiieiieeieesiieeiee e sne e e 98
Figura. 30 Actividad Antimicrobiana del hidrolizado proteico (Mejor tratamiento)
FIENLE @ E. COLLL 1uviiiiiiiiie ittt 98
Figura. 31 Medias de la Actividad Antimicrobiana del hidrolizado proteico frente P.
aeruginosa a diferentes CONCENIIACIONES. ........ueruveeieereieiiierieeiee e e 99
Figura. 32 Actividad Antimicrobiana del hidrolizado proteico (Mejor tratamiento)
frente @ P. @CTUZINOSA. ......viiviiiiiiiiieeie e 100
Figura. 33 Medias de la Actividad Antimicrobiana del hidrolizado proteico frente B.
cereus a diferentes CONCENLIACIONES. .. ....vevvverrrrireerrieseesree e 101
Figura. 34 Actividad Antimicrobiana del hidrolizado proteico (Mejor tratamiento)
FIENE @ B. COIBUS. ...uiiiiiiiiii e 101

Figura. 35 Actividad Antimicrobiana del hidrolizado proteico (Mejor tratamiento)

fIENTE @ S. AUICUS. ....eeiiiiiicec e 102
Figura. 36 Control del hidrolizado proteico (Mejor tratamiento). ............ccecvvrvennens 102
Figura. 37 Precipitacion de proteinas..........ccccocveiieiiniiiiiiiiiciec s 104
Figura. 38 Almacenamiento de las muestras. ..........ccocvviviiniininincin s 104
Figura. 39 Liofilizacion de 1as MUESIIas. ........cccooviiveiiiiieerieeee e 104
Figura. 40 Pesaje de 1as MUESIIAS. .........coiieiriiiiiieiici s 105
Figura. 41 Preparacion de las muestras Digestion géstrica y duodenal. .................. 105
Figura. 42 Electroforesis SDS-PAGE. .........ccooiiiiiiii e 105
Figura. 43 Oxidacion del Aceite de 0liva........ccooviiiiiiiiic i 106
Figura. 44 Inoculacion del hidrolizado proteico. ..........ccceviiiiiiiiiiiiiieiicices 106

XV



RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar las actividades antiinflamatoria, antioxidante y
antimicrobiana de los aislados proteicos de habichuela (P. lunatus L.), producida en el
Ecuador. Los aislados fueron obtenidos a pH 3, 4, 5 y 6 por precipitacion isoeléctrica,
el pH 5 presentdé mayor contenido proteico con un valor de 62,53 %. Por medio de la
electroforesis SDS PAGE se llevo a cabo la caracterizacion identificandose globulinas
7S 60 kDa; mientras que las globulinas subunidades &cidas y bésicas se encuentran
entre los 33 a 44 kDa y 20 a 28 kDa, respectivamente. De acuerdo a la digestidn
gastrointestinal in vitro las fracciones proteicas de la habichuela son muy resistentes a
la hidrolisis. La evaluacién de la actividad antioxidante se llevo a cabo por el ensayo
TBARS encontrando mayor actividad en el hidrolizado proteico obtenido a traves de
una hidrolisis secuencial con pepsina y pancreatina, con valores de inhibicion lipidica
de 77,17 %. Los aislados proteicos no exhibieron actividad antimicrobiana; mientras
que el hidrolizado presentd actividad frente a las bacterias patogena: L.

monocytogenes, E. coli, P. aeruginosa, y B. cereus.

Palabras claves: Actividad antiinflamatoria, Actividad antioxidante, Actividad
antimicrobiana, Hidrolizado proteico, digestibilidad in vitro.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the anti-inflammatory, antioxidant and
antimicrobial activities of the protein isolates of snap beans (P. lunatus L.), produced
in Ecuador. The isolates were obtained at pH 3, 4, 5 and 6 by isoelectric precipitation,
pH 5 presented higher protein content with a value of 62.53 %. By SDS PAGE
electrophoresis, the characterization was carried out identifying 7S 60 kDa globulins;
while the acidic and basic globulin subunits are between 33 to 44 kDa and 20 to
28 kDa, respectively. According to the gastrointestinal digestion in vitro, the protein
fractions of the snap bean are very resistant to hydrolysis. The evaluation of the
antioxidant activity was carried out by the TBARS assay finding higher activity in the
protein hydrolyzate obtained through a sequential hydrolysis with pepsin and
pancreatin, with lipid inhibition values of 77.17 %. Protein isolates did not exhibit
antimicrobial activity; while the hydrolyzate showed activity against the pathogenic

bacteria: L. monocytogenes, E. coli, P. aeruginosa, and B. cereus.

Keywords: Anti-inflammatory activity, antioxidant activity, antimicrobial activity,
protein hydrolyzate, in vitro digestibility.
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INTRODUCCION

La habichuela (P. lunatus, L.), es una leguminosa de mucha importancia en regiones
como Europa, Norteamérica, Africa y Latinoamérica (Lioi & Galasso, 2002; Vallejo
& Estrada, 2004). El papel de esta leguminosa en la alimentacién es muy importante,
por su riqueza en proteinas e hidratos de carbono (Avales, 2001). Tiene una
composicion quimica de 59,7 % de humedad; 26 % de proteinas; 27,20 % de
carbohidratos totales (Chel-Guerrero et al., 2002; Guzman, 2012). Estos datos
pueden sufrir modificaciones con el tiempo, por esta razon es recomendable actualizar

los datos de la composicion de los alimentos ecuatorianos.

En los ultimos afios la obtencion de aislados proteicos han ganado gran importancia
en la industria alimentaria, ya que representa una alternativa el uso de legumbres en
productos alimenticios (Boye et al., 2010; Fernandez-Quintela et al., 1997). La
importancia radica en que estas leguminosas cuentan con un alto contenido proteico;
por tal razén se busca impulsar a la expansion estos cultivos. Las técnicas mas
frecuentes para la obtencion de los aislados proteicos son la precipitacion por punto
isoeléctrico o por ultrafiltracion (Vioque et al., 2001). La calidad, asi como el
contenido de proteina del aislado dependera del punto isoeléctrico con el que se trabaje

(Martinez, Augustin O. Martinez de Victoria, 2006).

La caracterizacion de proteinas se lleva a cabo mediante la técnica de electroforesis,
con la cual es posible separar moléculas biologicas en dependencia de su carga y peso

molecular, bajo la influencia de un campo eléctrico (Rivera, 2006).

Existen varias razones que pueden explicar las diferencias de digestibilidad entre las
proteinas de leguminosas, como la presencia de compuestos no proteicos (fibra
dietaria, taninos y fitatos), la naturaleza (configuracion, unioén de los aminoacidos), o

por factores antinutricionales (Padilla et al., 2010).

Desde la antigiiedad, el hombre ha utilizado plantas con fines medicinales alimenticios
y cosméticos. Actualmente, especies de plantas promisorias de uso etno-farmacologico
son fuentes de informacién para el descubrimiento de posibles sustancias con
importante actividad biologica (Handley et al., 2004). En general, las leguminosas
poseen una gran cantidad de sustancias bioactivas entre ellas proteinas, carbohidratos,

1



fibra dietética, aminodcidos, saponinas, alcaloides, antocianinas, flavonoides, entre
otras (Mishra et al., 2010); abriéndose un amplio campo de investigacion para evaluar
sus propiedades terapéuticas como antioxidantes, antiinflamatorias y antimicrobianas,
ya que pueden tener grandes beneficios contra algunas enfermedades cronicas

(Carbonaro et al., 2015; Puertas et al., 2016).

En varias fuentes vegetales como verduras, frutas, hojas, semillas, se han buscado las
posibles fuentes de compuestos antioxidantes (Kihkonen et al., 1999). De acuerdo a
la revision bibliografica las proteinas de leguminosas exhiben actividad antioxidante
in vitro, debido a la abundancia de acidos fendlicos y flavonoides (Amarowicz et al.,

2004).

Enfermedades antiinflamatorias, cardiovasculares pueden ser desencadenadas debido
al estrés oxidativo que altera el estado redox del cuerpo humano; por tal razén en los
ultimos anos se han venido estudiando que alimentos a base de plantas son capaces de
evitar estas perturbaciones, debido a los compuestos fitoquimicos que posee (Wang et
al., 2011); ademas se impulsa al desarrollo de nuevos farmacos a partir de fuentes
naturales evitando los dafios adversos como gastritis, fatiga, nauseas, vomito e incluso
problemas renales que provocan los antiinflamatorios sintéticos (Amir, et al., 2010;

Moreno-Ortiz et al., 2013).

Estudios relacionados realizados con otras variedades de Phaseolus vulgaris (frijol
comun) han detectado el efecto inhibidor, antimicrobiano y antioxidante en péptidos
bioactivos (Ariza et al., 2014; Oliveira et al., 2014), despertado el interés en el uso
de productos naturales como fuentes de moléculas bioactivas (Ramirez & Castaiio,

2009).



CAPITULO 1

EL PROBLEMA

1.1 Tema de investigacion

Evaluacion de las actividades antiinflamatoria, antioxidante y antimicrobiana de
aislados e hidrolizado proteico de Habichuela baby lima bean (Phaseolus lunatus L.)

y su digestibilidad in vitro.

1.2 Justificacion

La habichuela es una leguminosa comestible, perteneciente a la especie Phaseolus
lunatus L., la cual tiene una considerable importancia alimentaria, ocupa el segundo
lugar en importancia econdmica entre las especies cultivadas del género Phaseolus
(Fofana, et al., 1999), su cultivo se encuentra en crecimiento en ¢l Ecuador,
especificamente en la region Costa y en los valles interandinos (El Productor, 2015;
Nienhuis, et al., 1995). La baja inversién que representa su siembra y cosecha ha
impulsado a los comuneros de la provincia de Manabi dedicarse a su siembra, los
cuales han observado considerables réditos econdomicos. En el pais, se cultivan tres
tipos de habichuela; sin embargo, la que mayor acogida presenta es la habichuela
blanca (El Productor, 2015). En muchos paises, esta leguminosa es basica dentro de
la alimentacion diaria de la poblacion, por su alto contenido nutricional en proteinas,
vitaminas y minerales (Balogun & Fetuga, 1986; North Carolina Department of
Agriculture and Consumer Services, 2017; Trinidad, Mallillin, Loyola, Sagum, &
Encabo, 2010). Con respecto a su composicion, de acuerdo a Betancur-Ancona et al.,
(2004), por cada 100 g de habichuela comestible, se encuentra 20,62 g de proteina;
mientras que en datos presentados por el INIAP, (1992), el contenido proteico es de

26,3 g sobre la materia seca del grano.



Nuestro pais es considerado como un gran productor de legumbres (C. Caicedo &
Peralta, 2000); aunque en los ultimos afos su produccion se ha visto desplazada por
otros cultivos. Esta tendencia no es solo focalizada en el Ecuador, sino también a nivel
de América Latina y el Caribe (FAQ, 2016) . El desconocimiento sobre sus beneficios
alimentarios nos ha llevado a consumir alimentos altos en azucares refinados, grasas
saturadas y colesterol, descuidando el valor proteico de nuestros productos ancestrales.
Este problema es notable en paises con altos y bajos ingresos economicos (CEPAL,
PMA, & MCDS, 2017); afectando en menor proporcion a paises sub desarrollados;
ya que las leguminosas representan la Unica fuente de proteinas en la dieta de algunas
regiones (Duranti & Gius, 1997) y son consideradas como un suceddneo carnico,
debido a su elevado contenido proteico y bajo costo en comparacion con la carne y los
productos carnicos (Balogun & Fetuga, 1986). Se estima que el consumo de estas
legumbres representa un porcentaje superior al 33 % de la proteina ingerida a nivel

mundial (Graham, 2003).

Diversas investigaciones han evaluado los potenciales beneficios a la salud por parte
leguminosas (Trinidad et al., 2010), ya que la proteina que poseen no solo es
considerada una fuente de aminodcidos con efecto metabdlico, sino que estos
componentes pueden representar un papel bioactivo por si mismos, o pueden ser los
precursores de péptidos con actividad biologica y con varias funciones fisiologicas

(Duranti, 2006; Moughan et al., 2014).

Segin el North Carolina Department of Agriculture and Consumer Services,
2017, la habichuela representa una rica fuente de vitamina C, K y A (beta-caroteno).
Los beta-carotenos, al igual que la vitamina C, contienen propiedades desinflamantes
(Sudhahar & Fukai, 2014); ademas es considerada como una fuente potencial de
compuestos con actividad antioxidante, antimicrobiana y de otros compuestos
bioactivos (Kanatt, Arjun, & Sharma, 2011). Por estas razones, se ha fomentado la
investigacion en leguminosas para identificar nuevos compuestos antioxidantes,

contribuyendo con la industria alimentaria (Williams, et al., 1999).

El incremento en los niveles de resistencia bacteriana alrededor del mundo ha
promovido la investigacion sobre alimentos con componentes bioactivos, sin embargo
la exploracion sobre nuevos compuestos antimicrobianos a partir de fuentes naturales
es aun compleja (Ghanbari et al., 2012). En la Gltima década, los péptidos bioactivos
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con actividad antibacteriana han sido el punto de atencion en la industria alimentaria
(Life Science Weekly, 2015), no solo por su baja toxicidad, sino también por sus
mecanismos bioldgicos que alteran la membrana de los patogenos (Hong, Park, &
Lee, 2001). A nivel productivo, el interés por los aislados proteicos en la fabricacion
de alimentos funcionales sigue vigente (Granado & Hernandez, 2016). Estudios
relacionados con la evaluacion de las actividades antiinflamatoria, antioxidante y
antimicrobiana en aislados proteicos de la habichuela cultivada en el Ecuador no se
encuentran reportados en bibliografia. Estudios relacionados realizados con otras
variedades de P. vulgaris (frijol comun) han detectado el efecto inhibidor,
antimicrobiano y antioxidante en péptidos bioactivos (Ariza et al., 2014; Oliveira et
al., 2014). Por tal razdn, esta investigacion buscamos aportar resultados para la
comunidad cientifica; y adicionalmente buscamos contribuir con la industria
alimentaria dedicada a la elaboracion de alimentos con nutrientes y propiedades

funcionales.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

e Evaluar las actividades antiinflamatoria, antioxidante y antimicrobiana de
aislados e hidrolizado proteico de habichuela baby lima bean (Phaseolus

lunatus L.) y su digestibilidad in vitro.

1.3.2 Objetivos Especificos

e Aislar las proteinas presentes en la habichuela baby lima bean por el método
de precipitacion por punto isoeléctrico.

e Hidrolizar las proteinas de habichuela baby lima bean simulando las
condiciones fisiologicas de la digestion humana.

e Caracterizar por peso molecular las proteinas de habichuela baby lima bean

mediante la técnica de electroforesis SDS-PAGE.



Cuantificar el contenido proteico de habichuela baby lima bean mediante
método Biuret.

Evaluar la actividad antiinflamatoria de los aislados e hidrolizado proteico de
habichuela baby lima bean.

Identificar la presencia de actividad antioxidante en los aislados e hidrolizados
proteicos de habichuela baby lima bean mediante el método TBARS.
Determinar la actividad antibacteriana de los aislados e hidrolizados proteicos
de la habichuela baby lima bean contra las bacterias patdégenas Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Bacillus cereus 'y

Pseudomonas aeruginosa.



CAPITULO 11

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes Investigativos

La habichuela baby lima bean (Phaseolus lunatus L.), es uno de los cultivos con gran
relevancia dentro de la agricultura (Caicedo & Peralta, 2000). La siembra y cosecha
de este tipo de leguminosas figuran entre los primeros productos alimenticios
cultivados por el hombre. Su historia como cultivo se remonta a los tiempos neoliticos
(Aykroyd & Doughty, 1982). La evolucion y el esparcimiento de Phaseolus, ha sido
explorado y estudiado por Evans, (1980). Las diferencias entre variedades geograficas
no solo se encuentran marcadas morfologicamente; sino también con caracteristicas
moleculares distintas (Caicedo et al., 1999; Jaaska, 1996; Koenig & Gepts, 1989).
Se evidenciaron a nivel botdnico, arqueolédgico, bioquimico y molecular dos
escenarios importantes en el proceso de domesticacion de la especie, uno en
Mesoamérica y otro en los Andes; siendo los principales centros del origen de esta
especie (Lioi & Galasso, 2002). Las semillas mesoamericanas se distribuyen desde el
norte de México al noroeste de Argentina (Betancur-Ancona et al., 2004; Singh et

al., 1991).

Las diferencias que presentan son de acuerdo al tamano de la semilla y el hédbito de
crecimiento (Hamblin & Evans, 1976); asi como también en los patrones de proteina
de la semilla, la textura, forma y los dias de floracion entre las poblaciones de frijol
silvestre de diferentes regiones de América Latina (Singh et al., 1991). Se encuentra
distribuido en México, Panama, Brazil, Argentina, Venezuela, Colombia, Ecuador, y
el norte de Pert donde poseen rasgos similares (Simmonds et al., 1989; Singh et al.,
1991). Posteriormente, el material de este tipo se introdujo a Norteamérica, donde se
lograron importantes avances en calidad y rendimiento de nuevas variedades (Agudelo

& Montes de Oca, 1988; Simmonds et al., 1989).



En el Ecuador esta leguminosa estd ubicada en la region Costa, especialmente en la
provincia de Manabi, y en los valles interandinos a una altitud entre 1.000 y 2.500
msnm (El Productor, 2015; Yepes, 1987). En la region costa de nuestro pais esta
leguminosa es conocida como “habichuela manaba” (El Productor, 2015). En zonas
tropicales y subtropicales, este cultivo presenta una temperatura 6ptima entre 16 y
23 °C (Betancur-Ancona et al., 2004; Federacion Nacional de Caferteros, 1985),
mientras que, en zonas templadas, esta entre 15,5 y 21,0 °C, principalmente
sembrandose en las estaciones de otofio y primavera (Curwen & Schulte, 1982).
Tiene un periodo vegetativo aproximado de 60-90 dias segun la variedad y la altitud

de la zona donde es sembrada (Casseres, 1981).

El fruto de las habichuelas es una vaina lineal mds o menos comprimida de
color verde, después de la fecundacion y amarillenta, violacea o jaspeada al momento
de la maduracion (Secretaria de Estado de Agricultura, 2007). Tiene un bajo
contenido de fibra en su etapa inmadura, se le conoce como habichuela, vainita, judia,
frijol agita y otros. Esta leguminosa es de mucha importancia en regiones como
Europa, Norteamérica, Africa y Latinoamérica (Vallejo & Estrada, 2004). El papel
de esta leguminosa en la alimentacion es muy importante, por su riqueza en proteinas
e hidratos de carbono (Avales, 2001). La composicion quimica de la semilla de
habichuela contiene por cada 100 g en base seca: 20,62 g de proteina, 62,83 g de
carbohidratos (Betancur-Ancona et al., 2004; Ramirez Ortiz et al., 2015). Estos
datos sufren modificaciones temporales, por esta razon es recomendable actualizar los

datos de la composicion de los alimentos ecuatorianos.

Desde la antigiiedad, el hombre ha utilizado plantas con fines medicinales alimenticios
y cosméticos. Actualmente, especies de plantas promisorias de uso etno-farmacologico
son fuentes de informacién para el descubrimiento de posibles sustancias con
importante actividad biologica (Handley et al., 2004). En el Ecuador, existen pocos
estudios que demuestren las actividades biologicas en leguminosas. Por lo tanto, el
presente trabajo tiene como objetivo estudiar las actividades antiinflamatoria,

antioxidante y antimicrobiana de las proteinas e hidrolizados de la habichuela;



considerando que en los ultimos afios se ha despertado el interés en el uso de productos

naturales como fuentes de moléculas bioactivas (Ramirez & Castaifio, 2009).

La precipitacion de proteinas puede realizarse en base a diferentes principios:
disminucion de la solubilidad, desnaturalizacion selectiva y afinidad (Tejeda, 1988).
Entre los métodos basados por disminuciéon de la solubilidad se encuentran la
precipitacion con solventes, con sales, punto isoeléctrico y con solventes no idnicos
(Carmona, 2015). La precipitacion isoeléctrica separa las particulas sobre la base de
su punto isoeléctrico y tiene la ventaja de requerir solo adicion de acido (o base) para
inducir la precipitacion de proteinas (Universidad Nacional de Quilmes, 2008). Es
de conocimiento que la aplicacion de tratamientos alcalinos altos (pH > 9), afectan
negativamente a los aminoacidos azufrados y a otros aminoacidos; ademéas de causar
desnaturalizacion e hidrolisis de las proteinas, bajando asi la calidad del aislado
proteico (Callisaya & Alvarado, 2009). De manera comercial, para producir aislados
de proteinas habitualmente se modifica las condiciones del medio a pH alto y la
posterior precipitacion a pH bajo (Manamperi, Chang, Ulven, & Pryor, 2010). Los
aislados de proteina han demostrado tener una buena funcionalidad para la aplicacion
en diferentes formulas de alimentos (Nolsee & Undeland, 2009), ademas contienen
altas cantidades de todos los aminoacidos esenciales para los seres humanos (Marmon

& Undeland, 2013).

La cuantificacion de los aislados proteicos se realiza por varios métodos
colorimétricos; como el acido bicinconinico (BCA), Bradford, Biuret, entre otros
(Garcia & Vazquez, 1998). La cuantificacion por Biuret se basa en la formacion de
un complejo coloreado entre el Cu®" y los grupos amino (NH4") de los enlaces
peptidicos en medio bésico (Fernandez & Galvan, 2009). El intenso color es
directamente proporcional a la presencia de proteinas (enlaces peptidicos) y la reaccion
es bastante especifica, de manera que pocas sustancias interfieren (Grefa, 2017). La
sensibilidad del método es muy baja y sélo se recomienda para la cuantificacion de

proteinas en preparados muy concentrados (Ferniandez & Galvan, 2009).



Uno de los métodos utilizados para la caracterizacion de proteinas es la electroforesis,
técnica mediante la cual es posible separar moléculas bioldgicas en dependencia de su
carga y peso molecular, bajo la influencia de un campo eléctrico (Rivera, 2006). Por
ejemplo, para la caracterizacion de aislados proteicos de Sacha inchi; de acuerdo con
el método propuesto por Laemmli, 1970; se utilizaron concentraciones de 4-8 % y 4-
12 % de gel de poliacrilamida en un sistema de electroforesis mini-proteico (Bio -Rad,

Hercules, CA, EE. UU.) (Quinteros et al., 2016).

Se ha encontrado informacion bibliografica que las proteinas de leguminosas exhiben
actividad antioxidante in vitro, debido a la abundancia de 4cidos fenodlicos y
flavonoides (Amarowicz et al., 2004). Diferentes estudios han demostrado que las
leguminosas posee actividades hipoglucémicas, antimicrobianas, antioxidantes y
antitumorales (F. Chen et al., 2006); atribuyéndose estas actividades a la presencia de
metabolitos secundarios como: vitaminas, aminoacidos, flavonoides y fenolicos
(Amarowicz et al.,, 2004; North Carolina Department of Agriculture and
Consumer Services, 2017). Sin embargo, las habichuelas cultivadas en el Ecuador no
han sido sometidas a pruebas de actividad antioxidante o antiinflamatoria; por lo tanto,
la actividad antiinflamatoria se evaluara mediante el método descrito por
Padmanabhan, 2012. Mientras que la actividad antioxidante se determinara de
acuerdo al contenido de sustancias reactivas con el acido 2-tiobarbiturico (TBARS),

utilizando el procedimiento de Guzman-Chozas, et al., 1997.

Existen diferentes técnicas o metodologias para evaluar la actividad antibacteriana;
uno de ellos es el método de difusion, que ha sido ampliamente utilizado para evaluar
extractos de plantas con actividad antimicrobiana (Freixa et al., 1998). Gran parte de
los laboratorios de microbiologia clinica en Estados Unidos adoptaron el método de
difusion en disco (Hudzicki, 2009); en la actualidad, sigue en vigencia este método
con ligeras modificaciones, de acuerdo a las necesidades de los investigadores
(Acharya, 2013). Para la determinacion de la susceptibilidad y resistencia de las

bacterias a los antimicrobianos, se basaron en la presencia o ausencia de una zona de
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inhibicion que rodea el disco, realizando ensayos a diferentes concentraciones del

antimicrobiano contra del patégeno (Bauer, Perry, & Kirby, 2015).

2.2 Hipotesis

Tema: “Evaluacion de las actividades antiinflamatoria, antioxidante y antimicrobiana
de aislados e hidrolizado proteico de Habichuela baby lima bean (Phaseolus lunatus

L.) y su digestibilidad in vitro”.

Hipotesis 1. Rendimiento de los aislados proteicos de habichuela baby lima bean.
Hipotesis nula

Ho: Existe influencia del pH de precipitacion en el rendimiento de los aislados

proteicos de habichuela baby lima bean (P. lunatus L.).
Hipotesis alternativa

Ha: No existe influencia del pH de precipitacion en el rendimiento de los aislados

proteicos de habichuela baby lima bean (P. lunatus L.).

Hipotesis 2. Cuantificacion de los aislados proteicos de habichuela baby lima bean.
Hipotesis nula

Ho: El contenido de proteina de los aislados de habichuela baby lima bean (P. lunatus

L.) es igual en todos los valores de pH de precipitacion.
Hipotesis alternativa

Ha: El contenido de proteina de los aislados de habichuela baby lima bean (P. lunatus

L.) es diferente en todos los valores de pH de precipitacion.
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Hipotesis 3. Digestibilidad de los aislados proteicos de habichuela baby lima bean.
Hipotesis nula

Ho: Los aislados proteicos de habichuela baby lima bean (P. lunatus L.) son digeridos

por las enzimas proteoliticas.
Hipotesis alternativa

Ha: Los aislados proteicos de habichuela baby lima bean (P. lunatus L.) no son

digeridos por las enzimas.

Hipétesis 4. Actividad Antiinflamatoria de los aislados proteicos de habichuela baby

lima bean.
Hipotesis nula

Ho: Los aislados proteicos de habichuela baby lima bean (P. lunatus L.) presentan

actividad antiinflamatoria.
Hipdtesis alternativa

Ha: Los aislados proteicos de habichuela baby lima bean (P. lunatus L.) no exhiben

actividad antiinflamatoria.

Hipétesis 5. Actividad Antioxidante de los aislados proteicos de habichuela baby lima

bean.
Hipotesis nula

Ho: Los aislados proteicos de habichuela baby lima bean (P. lunatus L.) muestran

actividad antioxidante.
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Hipotesis alternativa

Ha: Los aislados proteicos de habichuela baby lima bean (P. lunatus L.) no muestran

actividad antioxidante.

Hipdtesis 6. Actividad Antimicrobiana de los aislados proteicos de habichuela baby

lima bean.
Hipotesis nula

Ho: Los aislados proteicos de habichuela baby lima bean (P. lunatus L.) exhiben

actividad antimicrobiana.
Hipotesis alternativa

Ha: Los aislados proteicos de habichuela baby lima bean (P. lunatus L.) no exhiben

actividad antimicrobiana.

Hipétesis 7. Actividad Antiinflamatoria del hidrolizado proteico de habichuela baby

lima bean.
Hipotesis nula

Ho: El hidrolizado proteico de habichuela baby lima bean (P. lunatus L.) presenta

actividad antiinflamatoria.
Hipdtesis alternativa

Ha: El hidrolizado proteico de habichuela baby lima bean (P. lunatus L.) no presenta

actividad antiinflamatoria.

Hipotesis 8. Actividad Antioxidante del hidrolizado proteico de habichuela baby lima

bean.
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Hipotesis nula

Ho: El hidrolizado proteico de habichuela baby lima bean (P. lunatus L.) exhibe

actividad antioxidante.

Hipotesis alternativa
Ha: El hidrolizado proteico de habichuela baby lima bean (P. lunatus L.) no exhibe

actividad antioxidante.

Hipotesis 9. Actividad Antimicrobiana del hidrolizado proteico de habichuela baby
lima bean.

Hipotesis nula

Ho: El hidrolizado proteico de habichuela baby lima bean (P. lunatus L.) presenta
actividad antimicrobiana.

Hipotesis alternativa

Ha: El hidrolizado proteico de habichuela baby lima bean (P. lunatus L.) no presenta

actividad antimicrobiana.

2.3 Seiialamiento de las variables de hipotesis

Variable independiente (H1): Diferentes pH de precipitacion (3, 4, 5, 6).

Variable dependiente (H1): Rendimiento de los aislados proteicos de habichuela baby
lima bean (%).

Variable independiente (H2): Aislados proteicos de habichuela baby lima bean (de
diferentes pH).

Variable dependiente (H2): Contenido de proteina.

Variable independiente (H3): Aislados proteicos de habichuela baby lima bean (del
mejor tratamiento).
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Variable dependiente (H3): Digestion Gastrointestinal.

Variable independiente (H4): Aislados proteicos de habichuela baby lima bean (de
diferentes pH).

Variable dependiente (H4): Actividad Antiinflamatoria.

Variable independiente (Hs): Aislados proteicos de habichuela baby lima bean (de
diferentes pH).

Variable dependiente (Hs): Actividad Antioxidante.

Variable independiente (Hs): Aislado proteico de habichuela baby lima bean (mejor
tratamiento).

Variable dependiente (He): Actividad antimicrobiana (5 cepas diferentes).

Variable independiente (H7): Hidrolizado proteico de habichuela baby lima bean
(mejor tratamiento).

Variable dependiente (H7): Actividad antiinflamatoria.

Variable independiente (Hs): Hidrolizado proteico de habichuela baby lima bean
(mejor tratamiento).

Variable dependiente (Hs): Actividad antioxidante.

Variable independiente (Ho): Hidrolizados proteicos de habichuela baby lima bean
(del mejor tratamiento).

Variable dependiente (H9): Actividad antimicrobiana (5 cepas diferentes).
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

La parte experimental se realizd en las instalaciones del laboratorio de alimentos
funcionales BIO-PROPEPTI y en el laboratorio de Canje de Deuda de la Facultad de

Ciencia e Ingenieria en Alimentos.

3.1 Materiales

3.1.1 Materia Prima
Se utilizaron dos libras de la semilla de habichuela baby lima bean proporcionadas por

la Universidad Politécnica del Litoral (ESPOL). Primero se deshidrataron las semillas
en una incubadora marca ESCO a 50°C, por 48 h. Transcurrido ese tiempo, se realizd
una molienda en un molino micro pulverizador modelo MG 1511, con capacidad de

50 kg, hasta obtener un polvo fino (harina), de granulometria de 200 pm.

3.1.2 Equipos

» Balanza analitica VWR 224AC

* Balanza analitica Precisa gravimétrica AG Pietikon
* Microcentrifuga Labnet Modelo C2400-B

* Plancha de calentamiento VWR

= Agitador vortex Mixer VWR

» Congelador Panasonic Healthcare ultra-low

= Refrigerador Indurama Modelo RI-470

* pH metro Mettler Toledo

= Espectrofotometro convencional de haz simple Modelo DR-500
= Centrifuga, eppendorf Modelo 5702

*= Estufa VWR
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* Microcentrifuga Labnet Modelo C2400-B

» Destilador de agua, Easy Linea 150

=  Microincubador, Esco, Provolcell Shaking

= Equipo de electroforesis, mini-protean, Tetra System, BIO-RAD
=  Sheker

» Liofilizador Bench Top Pro Modelo BTP-3ESOVW

= Camara de flujo laminar ESCO

3.1.3 Materiales de laboratorio (Vidrio, Plastico)

* Vasos de precipitacién 50 ml, 100, 250, 500, y 1000 ml
= Matraz

* Tubos falcon de 15 y 50 ml

» Tiras de medidoras de pH

=  Tubos Eppendorf 2 ml

* Probetas 10, 100 y 250 ml

* (Qoteros

= Envases con cierre hermético

* Balones de aforo

= (Cajas Petri

= Mortero

= Tubos de ensayo

* Tubos de ensayo con rosca

= Papel plastico

= Botellas de tapa azul 250 ml, 500 ml

3.1.4 Reactivos empleados en la investigacion

» Hidroxido de sodio (NaOH) 1 M

= Acido clorhidrico (HCI) 2M

= Bicarbonato de sodio
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* Diclofenaco soédico (Laboratorios MK) 25 mg/mL
* Butil hidroxi tolueno (BHT)

= Azul de bromofenol (Bio-Rad)

= TEMED (N,N,N’,N’-tetrametilen-diamina) de Bio-Rad
» Acrilamida de Invitrogen

= DMSO

» Bis-acrilamida de Invitrogen

» Glicina # 161-0724, BIO-RAD

* Glicerol de Invitrogen

= Sulfato de cobre

= Acido tiobarbitarico (TBA) de Panreac

= Sales biliares

» Pancreatina de Sigma

» Pepsina gastrica porcina de Sigma

= Metanol

= Reactivo de Biuret

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

= Alcohol antiséptico

» Persulfato de amonio (PSA)

»  Tris (C4H11INO3) # 161-0716, BIO-RAD

= Tartrato de potasio

* Cloruro de sodio

* Coomassie Blue R-250 de Bio-Rad

* Dodecil sulfato de sodio (SDS) de Invitrogen
= Aceite

= Acido acético glacial Merck

3.1.5 Insumos y utensilios

Agua destilada, bandejas plasticas, camara fotografica, envases plasticos, espatulas,

gradillas, guantes de latex, micropipetas, papel aluminio, parafilm, puntas plasticas
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para pipetas, toallas absorbentes, cinta adhesiva , etiquetas adhesivas, gotero, marcador

permanente, magnetos.

3.2 Aislado de Proteinas de Habichuela.

La obtencion de los aislados proteicos de habichuela se llevo a cabo mediante
precipitacion isoeléctrica segiin el método descrito por Martinez & Aiion, 1996, con
ligeras modificaciones. La harina obtenida fue suspendida en agua en relacion
1:10 (p/v). Se ajusto al pH de solubilizacién de las proteinas (8,0), con la ayuda de
hidroxido de sodio (NaOH) 2 M, por una hora y agitacion constante entre
800-900 rpm. Luego la muestra fue centrifugada a 4400 rpm por 30 min.
Posteriormente, se precipitaron las proteinas ajustando el sobrenadante al pH requerido
(3, 4,5 6 6), utilizando acido clorhidrico (HCI) 2 M o hidroxido de sodio NaOH 2 M
de ser necesario. Ajustado el pH, se agitdé vigorosamente por 5 min y se guardaron a
4° C por 24 h. Transcurrido el tiempo, se desecho el sobrenadante y los precipitados
se congelaron en un ultracongelador (Panasonic Healthcare ultra-low Temperature
freezer), para posteriormente liofilizar en el equipo Bench Top Pro modelo BTP-
3ESOVW a -50 °C y 0,2 Pa. Este proceso se llevo a cabo por triplicado para cada pH.

El calculo del rendimiento se realizo con la siguiente formula:

P
% Rendimiento = P—£ * 100

Donde:
Po: Peso inicial de la harina de habichuela

Ps: Peso final de la muestra liofilizada

3.3 Cuantificacion Proteica

La cuantificacion se llevd a cabo mediante un ensayo colorimétrico, utilizando el

procedimiento descrito por Nielsen, 2010. Se pesaron los aislados proteicos en tubos
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eppendorf de 2 ml, registrando el valor entre 10 — 10,5 mg, seguido se adicionaron
1 ml de agua desionizada y 75 pL. de NaOH 0,2 M. Luego se agitaron por 10 minutos,
transcurrido el tiempo se tomaron 2 alicuotas de 250 uL y se colocaron en otros tubos
eppendorf con 1,25 ml de reactivo de Biuret; seguido las muestras se centrifugaron por
30 minutos a 13.000 rpm y se enfriaron por 15 min. Finalmente con mucha sutileza se

procedi6 a realizar las lecturas a una longitud de onda de 540 nm.

Preparacion del blanco: Se realizé el mismo procedimiento sin la adicion del aislado

proteico.

Preparacion del reactivo de Biuret: Se pesaron 2,25; 0,75 y 1,25 g de tartrato sddico-

potasico, sulfato de cobre pentahidratado y yoduro de potasio, respectivamente. Se
disolvieron 100 ml de NaOH 0,2 M, en el orden antes mencionado y finalmente se

afor6 a 250 ml con agua desionizada.

3.4 Obtencion del hidrolizado proteico.

Para la obtencion del hidrolizado proteico se simularon las condiciones fisiologicas
del fluido gastrico del ser humano, realizando modificaciones al método descrito por
Minekus et al., 2014. Para la digestion gastrica se pesaron 100 mg del aislado proteico
que presentd mayor contenido proteico y se disolvieron en 10 ml de cloruro de sodio
(NaCl) 0,35 M, pH 2,0. Se realiz6 una relacion 50:50 de la proteina diluida y el fluido
gastrico simulado (FSG). Las muestras sometieron a bafio maria por 2 h, 37°C y

500 rpm.

Inmediatamente se llevara a cabo la digestion duodenal por accidon de la pancreatina
(23875 U/ml); que fue diluida hasta llegar a una concentracion final de 109 U/ml.
Seguido se realizé una relacion 1:1 (v/v) del digerido gastrico obtenido y la pancreatina
109 U/ml. Nuevamente se realizo una relacion 1:1 (v/v) de la mezcla y del fluido
intestinal simulado (FSI). Finalmente se dejé a bafio maria por 2 h, 37 °C y 500 rpm.
Transcurrido el tiempo, la reaccion fue detenida con 200 pL bicarbonato de sodio 1M
por 10 min y 80°C. Las muestras se congelaron a -80 °C y posteriormente se

liofilizaron. Este proceso se llevé a cabo por triplicado.
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Preparacion del fluido gastrico simulado (FSG): Se pesaron 25 mg de la pepsina

(2000 U/ml) y se diluyeron en 50 ml de una solucion de cloruro de sodio (NaCl)
0,35 M a pH 2,0.

Preparacion del fluido intestinal simulado (FSI): Se pesaron 61,6 mg y 680 mg de

hidréxido de sodio NaOH y fosfato monobasico de sodio NaHPO4, respectivamente.
Se disolvieron en 100 ml de agua desionizada en el orden antes mencionado y la

solucién se ajusté a pH 7.

3.5 Caracterizacion de los aislados proteicos.

3.5.1 Electroforesis (SDS-PAGE):

Para la caracterizacion de los aislados proteicos de habichuela se emple6 la técnica
descrita por Laemmli, 1970 con ligeras modificaciones. El equipo a utilizar es de la
marca Bio-Rad modelo Mini Protean II (Bio-Rad LifeScience, USA). Esta técnica

analitica se encarga de separar las moléculas de acuerdo a su tamafio molecular y carga.

Preparacion de la muestra: Se peso directamente en 3 tubos eppendorf 10 mg del

aislado proteico de cada pH y se afiadio 1 ml de agua desionizada. Posteriormente, a
cada tubo se tomo6 en cuenta una relacion 50:50 (v/v) de la solucion proteica y del
respectivo buffer. Al primer tubo se coloco el buffer con agente reductor, al segundo
sin agente reductor y al tercer tubo con buffer native. Las muestras fueron calentadas
en un microincubadora a 90°C por 5 minutos a 500 rpm. Inmediatamente las muestras
con el buffer con y sin agente reductor fueron colocadas en un microincubador Esco
(Provolcell Shaking) a 80°C por 10 minutos y 450 rpm.

Preparacion del buffer con agente reductor: Agua desionizada (4,8 ml), Tris-HCl
0,5 M pH 6,8 (1,2 ml), glicerol puro (1,0 ml), SDS al 10 % (2,0 ml), 2-mercaptoetanol
(6,0 ml) y azul de bromofenol (20 mg).

Preparacion del buffer sin agente reductor. Agua desionizada (4,8 ml), Tris-HCl

0,5 M pH 6,8 (1,2 ml), glicerol puro (1,0 ml), SDS al 10 % (2,0 ml) y azul de

bromofenol.
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Preparacion del buffer native. Agua desionizada (4,8 ml), Tris-HCI 0,5 M pH 6,8

(1,2 ml), glicerol puro (1,0 ml) y azul de bromofenol (20 mg).

Se emplearon 2 geles: ElI gel compactador tuvo una concentracion del 4 % de
poliacrilamida; mientras que el gel separador estaba a una concentracion del 12 %; se

formo un gel de 1 mm de espesor.

3.5.1.1 Gel compactador

Para la preparacion se utilizo: agua desionizada (2.2 ml), Tris HCI 1.5 M a pH 6,8
(042 ml), Acrilamida al 30 % (0.7 ml), SDS al 10 % (3.3 uL),
Tetramethiletilendiamina (TEMED) (6 pL), y Persulfato de amonio al 10 % (PSA)
(20 pL).

3.5.1.2 Gel separador

Para la preparacion se emple6: agua desionizada (1,425 ml), Tris HCl 1M a pH 8,8
(3,0 ml), Acrilamida al 30 % (3,0 ml), SDS al 10 % (75 pL), Tetramethyletilendiamina
(TEMED) (9 pL), y Persulfato de amonio al 10 % (PSA) (30 pL).

Una vez que se obtiene los geles, se armo el equipo de electroforesis Bio-Rad, seguido
se anadio el buffer running. En cada pocillo se colocaron 25 puL de las muestras
preparadas, en el primer pocillo se colocé el estandar con pesos moleculares de 11 a
180 kDa marca Dual Color de Bio Rad # 161 03734. La corrida de los geles se
realizaron a un voltaje contante de 200 V y se tifieron los geles con la solucion de azul
de Coomassie brilliant R-250, misma que estd compuesta por etanol (50,0 ml), acido
acético (10,0 ml), agua desionizada (40.0 ml) y R-250 (0,1 %). Finalmente se
destifieron con la solucion metandlica compuesta por 50 % metanol, 5 % acido acético

y 45 % de agua.

Solucioén buffer running: Tris-HCI (5,0 g), glicina (7,5 g) y SDS (0,5 g)
Solucion native: Tris-HCI (1,5 g) y glicina (7,5 g).
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3.5.2 Simulacion de la digestibilidad gastrointestinal y duodenal in vitro:

Para la digestibilidad géstrica y duodenal in vitro, se empled el método descrito por
Minekus et al., 2014; donde se simularon las condiciones fisiologicas de la digestion
humana. Se pesaron 10,0 mg del aislado con el mayor contenido proteico. Seguido se
prepararon tres soluciones de cloruro de sodio (NaCl) 0,35 M a diferentes pH 1,2; 2,0
y 3,2 respectivamente. Se coloco 1,0 ml del cloruro de sodio (NaCl) en las muestras
antes pesadas y se agitaron con el vortex. Posteriormente, para digerir las proteinas se
colocaron 100 pL de pepsina (2000 U/ml), que actuard durante 2 horas a 37°C y
450 rpm, con la ayuda de un microincubador Esco, Provolcell Shaking. Transcurrido
ese tiempo se pard la reaccion de hidrolisis colocando 200 pL de Bicarbonato de Sodio
1 M y cambiando la temperatura a 80 °C por 10 min con la finalidad de inactivar la

enzima.

La digestion duodenal se llevo a cabo seguido de la digestion gastrica, sin detener la
reaccion de hidrolisis, se tomo 1,0 ml del digerido gastrico y se afiadi6 1,0 ml de la
solucion duodenal, misma que consiste de pancreatina (100 U/ml), sales biliares (10mM)
y CaCl2 (1,5 mM). Nuevamente se incubaron por 2 h a 37 °C y con una agitacion de
450 rpm. Finalmente la reaccion fue detenida, al subir temperatura a 90°C durante
10 min. Este proceso también se llevo a cabo para el hidrolizado proteico. Para la
verificar la hidrolisis del aislado proteico fue analizado por medio de la técnica de
electroforesis en gel SDS-PAGE, utilizando el agente reductor 2-mercaptoetanol

(Garcia Pérez, 2000).

3.6 Actividades biologicas:

3.6.1 Actividad antioxidante de los aislados proteicos y del hidrolizado proteico
(mejor tratamiento):

Para la actividad antioxidante se emple6 el método descrito por Rojano et al., 2008,
con ligeras modificaciones. Se pesaron 0,2; 0,4; 1,0 y 2,0 mg de los aislados y del

hidrolizado proteico, a cada tubo se le afiadieron 2 ml de agua desionizada.
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Posteriormente se colocaron en relacion 1:1 (v/v); 500 pL del aceite de oliva
previamente oxidado y 500 pL de la solucion proteica. Las muestras se dejaron en
agitacion de 450 rpm en un microincubador Esco, Provolcell Shaking por 13 horas a
28 °C. Transcurrido el tiempo se coloco 1 ml de TBA al 1 % e inmediatamente se
incubaron durante 1 hora a 95°C. Finalmente las muestras se enfriaron por 15 min en
la nevera y posteriormente se leyeron las absorbancias a una longitud de onda de
532 nm. Para el patron positivo BHT se pesaron las mismas cantidades antes
mencionadas y se disolvieron en 2 ml de etanol al 96 %, realizando el mismo
procedimiento.

Preparacion del Aceite oxidado: El aceite fue oxidado por 15 dias, los primeros 8 dias

se oxidod a 70 °C; mientras que la segunda semana se oxido6 a 40 °C. Este proceso fue
llevado a cabo con la estufa VWR.
Los resultados obtenidos fueron comparados con el patron positivo, determinando el

porcentaje de actividad antioxidante con la siguiente formula:

M-C
%AA = * 100

Donde:
AA: Actividad Antioxidante
C: Absorbancia del aceite oxidado

M: Absorbancia de la muestra (Concentracion proteica + aceite oxidado)

3.6.2 Actividad antiinflamatoria de los aislados proteicos y del hidrolizado
proteico in vitro.

La evaluacioén de la actividad antiinflamatoria de los aislados y del hidrolizado proteico
se llevo a cabo mediante la metodologia descrita por Padmanabhan, 2012, con
pequetias modificaciones. El patron positivo fue diclofenaco sddico (25 mg/ml) de los
laboratorios Mk. Se pesaron 0,2; 0,4; 1,0 y 2,0 mg de los aislados y del hidrolizado
proteico, se disolveran en 2 ml de agua desionizada. Se tomaron los 2 ml de la solucién
proteica, se le afiadieron 2,8 ml buffer fosfato pH 4,0 y 0,2 ml de la albimina de huevo;
seguido se mezclaron y se incubaron en una estufa modelo BINDER a 37 °C por

15 minutos; seguido la desnaturalizacion de la proteina se llevd a cabo mediante un
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bafio de agua a 70 °C por 10 min. Posterior se enfriaran las muestras por 10 min en
agua fria y se mediran las absorbancias a una longitud de onda de 660 nm en
uspectrofotometro UV-Visible EVOLUTION 201, como blanco se utilizdé agua

desionizada.

Los datos obtenidos fueron comparados con el patron positivo (diclofenaco),

determinando el porcentaje de actividad antiinflamatoria con la siguiente formula:

C
%Act. Antiinflamatoria = * 100

Donde:
C: Absorbancia de la albumina desnaturalizada
M: Absorbancia de la muestra (Concentracion proteica + albumina de huevo)

3.6.3 Actividad antimicrobiana del aislado proteico e hidrolizado proteico.

Para determinar la actividad antibacteriana frente S. aureus (ATCC® 25923™),
E. coli (ATCC® 25922™) B. cereus (ATCC® 10876), L. monocytogenes
(ATCC® 19115™) y P. aeruginosa (ATCC® 10145). se utilizaron placas de Petri
estériles que contendran 25 ml de agar Mueller Hinton, medio recomendado por el
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), para la realizacion de pruebas a la
sensibilidad de antimicrobianos (Laboratorios Britania, 2001). Primero se activaran
los microorganismos en 5 ml de caldo de soja tripticasa (TSB) y se incubaran durante
la noche a 37°C. La concentracion de las bacterias se determinard siguiendo el
procedimiento descrito por Mine, Ma, & Lauriau, 2004 con ligeras modificaciones,
las absorbancias se leeran a una longitud de onda de 600 nm. Posteriormente se
determinard el volumen a tomar de cada microorganismo; de acuerdo a su
concentracion y aforando a 3 ml de solucion salina 0.9 %, hasta llegar a una densidad
optica del cultivo de 0,5 Mc unidades de Farland.

Se tomara el aislado con mayor contenido proteico, de acuerdo a su cuantificacion por
Biuret. Las concentraciones a ensayar seran de 500, 375, 250, 200, y 150 mg/ml. La
siembra de los microorganismos se realizara con hisopos previamente esterilizados,

difundiendo el in6culo por toda la superficie del medio; luego se seguira el protocolo
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descrito por Rios & Recio, 2005 con ligeras modificaciones; se realizaron sobre la
superficie del agar unos pocillos con la ayuda de las puntas estériles de 200 puL y luego
en cada uno de ellos se depositaran 70 pL del aislado proteico a evaluar. Como control
positivo se utilizara gentamicina Mk (500 pg/ml); mientras que agua desionizada como
control negativo. Las placas se dejaran reposar por 30 min y se incubaran por 48 h a
37 °C. Transcurrido ese tiempo se mediran los halos de inhibicidon. Los ensayos se
realizaron por triplicado.

Para determinar el porcentaje de inhibicion antimicrobiana se emple6 formula descrita

por Ramirez & Diaz, (2007):

A
% Inhibicion = 4 x 100
Donde:
A: Diametro del halo del blanco.

B: Diametro del halo del hidrolizado proteico.
C: Diametro del halo del control positivo.

3.7 Analisis estadistico y Disefio Experimental.

Para el andlisis estadistico, se aplico un anélisis de varianza ANOVA y una prueba de
comparacion de TUKEY, para el rendimiento y cuantificacion de los aislados proteicos
obtenidos a diferentes pH; utilizando el programa estadistico SPSS con un nivel de

confianza del 95 %.

Para las actividades antiinflamatoria y antioxidante se empleo6 un disefio factorial axb;
donde: el factor A corresponde al pH y control; mientras que las diferentes
concentraciones ensayadas conciernen al Factor B, como se detalla a continuacion:

a0: pH (del mejor tratamiento); al: Control o Patrén positivo
b0: 100 pg/ml; b1: 200 pg/ml; b2: 500 pg/ml; b3: 1000 pg/ml.

El disefio experimental fue llevado a cabo en el programa estadistico

STATGRAPHICS, junto con la prueba de comparacion de TUKEY.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1.1 Anélisis Proximal

Este andlisis fue realizado en los Laboratorios del Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP) Estacion Santa Catalina. En la tabla 1 se
presenta la composicion proximal (%) de la harina de habichuela en base seca,
encontrando un contenido de proteina del 21,15 %. Estos resultados son semejantes a
los que se encuentran reportados en la FAO, (2005) de 23,6 % de proteina; de igual
manera, a los datos reportados por Chel-Guerrero et al., (2002) con un valor de 26 %

de proteina.

Tabla 1 Analisis proximal de la harina de Habichuela

Analisis Contenido (%)
Humedad 8,95
Proteina 21,15
Grasa 1,55
Cenizas 3,58
Fibra cruda 7,59
Carbohidratos totales 66,13

Fuente: INIAP (2017)
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4.1.2. Rendimiento de los aislados proteicos de la harina de habichuela

La obtencion de los aislados proteicos de habichuela se llevo a cabo utilizando un pH
de solubilizacion de 8,0; con hidroxido de sodio NaOH (2 M), durante 1 hora. El
rendimiento se evaluo a diferentes pH de precipitacion: 3,0; 4,0; 5,0 y 6,0. En
leguminosas el pH de solubilizacion se halla entre 7,0 — 11,0 dependiendo de las
proteinas que seran aisladas (Carbonaro et al. , 1997; Leon, 2000); sin embargo hay
que considerar que a pH muy alcalinos se provoca la desnaturalizacion e hidrolisis de

proteinas, reduciendo la calidad del aislado proteico (Wang et al., 1999).

Varios autores aseveran que las proteinas poseen una alta solubilidad a valores de pH
entre 9 — 10 y menor solubilidad con tratamientos alcalinos severos (Karaca, et al.,
2011; McCurdy & Knipfel, 1990; Petruccelli & Afién, 1995); sin embargo se
encuentra reportado en lima bean (Phaselous lunatus) que a un pH de solubilizacién
de 11 lograron aproximadamente el 70 % de contenido proteico en pH 4,5 (Chel-

Guerrero et al., 2001).

En la figura 1 se puede observar el rendimiento de los aislados proteicos obtenidos a
diferentes pH de precipitacion. A pH 3, 4 y 5 se observo de manera clara la formacion
de un precipitado, efecto que no fue apreciable a pH 6; sin embargo, esta solucion fue
almacenada en congelacion y posteriormente liofilizada para posteriores analisis. Los
precipitados de los pH 3, 4 y 5 fueron recuperados y posteriormente liofilizados. Este
efecto puede ser debido a que en leguminosas las fracciones proteicas mas cuantiosas
son globulinas y albiuminas; con un pH isoeléctrico para globulinas entre 4,4 — 4,8
(Leon, 2000). El pH 3 y pH 5 presentan valores muy similares de rendimiento,
generalmente este tipo de proteinas presentan una solubilidad minima a valores de pH

entre cuatro y cinco (punto isoeléctrico) (Boye et al., 2010; Kaur & Singh, 2007).
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Figura. 1 Rendimiento de los aislados proteicos.
El rendimiento de los pH 3, 4 y 5 corresponde al precipitado (barras naranja), mientras que el pH 6

corresponde a la solucion total liofilizada (barra entrecortada).

La tabla 2 muestra los porcentajes de rendimiento de cada aislado proteico. Se observa
que el mayor rendimiento se obtuvo a pH 6 con el 27.59 %; mientras que en las
fracciones precipitadas, el rendimiento méas bajo fue obtenido a pH 4 con un 10,56 %
y un rendimiento similar fue observado a pH 3y 5 (19,55 y 19,56 %); cabe recalcar
que a pH 6 no se precipitaron las proteinas, debido a que las proteinas vegetales
generalmente presentan el punto isoeléctrico por debajo del pH 6 (Qi, Hettiarachchy,
& Kalapathy, 1997), por lo cual esta muestra presentdé mayor peso, después de ser

liofilizada.

Tabla 2. Rendimiento de los aislados proteicos de habichuela obtenidos a diferentes
pH de precipitacion (%)

Promedio Varianza
pH3 19,552+ 1,55 0,08
pH4 10,56+ 0,83 0,08
pH5 19,562+ 1,55 0,08
pHG6 * 27,59+ 0,24 0,01

Los valores presentados en la tabla representan la media de 3 mediciones con su respectiva desviacion
estandar

Letras minusculas diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) entre los rendimientos de los
aislados proteicos de habichuela obtenidos a diferentes pH de precipitacion. ™

*pH 6 corresponde a la totalidad de la solucion sin precipitar.
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El andlisis de varianza aplicado, sefiala que el rendimiento proteico se ve influenciado
por el pH de precipitacion, por lo que se utilizd la prueba de comparacion de Tukey al
95 % de confianza, resumiendo que en el pH 5y pH 3 no existen diferencias
significativas; obteniendo un rendimiento del 19,56 % y 19,55 %, respectivamente; en
cambio en el pH 4 y pH 6 existe diferencias significativas. EI aumento de la
solubilizacion en proteinas puede ser justificado por una gran contenido de
aminoacidos entre ellos el aspartico y glutdmico que poseen puntos isoeléctricos

acidos, por lo cual seran mas solubles en medios acuosos basicos (Sathe, 2002).

4.1.3 Cuantificacion proteica por Biuret

La tabla 3 indica que a pH 5 se obtuvo la mayor cuantia proteica con un 62,53 %,
mientras que los pH 4 y 6 presentaron valores muy similares entre si con un 57,85 %
y 56,74 %, respectivamente. El pH 3 fue el que menor contenido proteico presentd con
un 52,96 %. Una alta o baja concentracion de proteina va a especificar la intensidad
de la coloracién; siendo esta directamente proporcional a la cantidad de enlaces
peptidicos consecuentes en sus moléculas (Baudi, 2006; Cambell et al., 2006), se
cuantifica espectrofotométricamente a 540 nm (Gyorgy et al., 2013). Este método es
bastante especifico, pero calificado de baja sensibilidad, por lo que se recomienda
utilizar gran cantidad de muestra (Fernandez & Galvan, 2009; Hidalgo, 2008;
Nadia, 2010).

Tabla 3. Contenido proteico de los aislados obtenidos a diferentes pH mediante el
método de Biuret.

Aislado Contenido Proteico ( % )
pH 3 52,962 + 0,031
pH 4 57,85+ 0,013
pH5 62,53°+ 0,018
pH 6 56,74% + 0,026

Cada valor representa la media + de la desviacion estandar (SD).
Las letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) entre el % de pureza de los aislados
obtenidos a diferentes pH de precipitacion
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De acuerdo al andlisis de varianza aplicado, el pH 4 y pH 6 no presentan diferencias
significativas; mientras que en los pH 5 y pH 3 existen diferencias significativas; por
lo tanto, al modificar el pH, este va a influir en el contenido proteico presente en los
aislados. El pH 5 es el mejor tratamiento debido a que este se encuentra cercano a su
punto isoeléctrico; en leguminosas los valores minimos de solubilidad se encuentran

en un rango de pH entre 4,0y 6,0.

4.1.4 Caracterizacion de los Aislados proteicos

Los aislados proteicos de habichuela baby lima bean fueron estudiados mediante la

técnica de electroforesis Native-PAGE y SDS-PAGE.

4.1.4.1 Electroforesis Native-PAGE y SDS-PAGE

Varias investigaciones corroboran que las proteinas vegetales pueden fraccionarse de
acuerdo a su solubilidad (Chel-Guerrero et al., 2003); en las semillas de leguminosas
se encuentran entre el 30 a 80 % de globulinas y resto son albuminas; siendo estas
solubles en soluciones salinas y agua, respectivamente (Adebiyi & Aluko, 2011;
Aguilera & Gutiérrez, 2009; Machuka, 2000). En leguminosas las fracciones con
mayor importancia son las albiminas y las globulinas; mientras que las prolaminas y

glutelinas en cereales (Luis a. Chel-Guerrero et al., 2003).

Los aislados proteicos fueron estudiados con la técnica de electroforesis Native-PAGE;
misma que se lleva a cabo en ausencia de SDS, utilizando condiciones no
desnaturalizantes (Arndt et al., 2012); conservandose la estructura cuaternaria natural

de los analitos (Antrobus & Borner, 2011).

En la figura 2 se observa perfiles muy similares para los 4 valores de pH,
identificindose bandas proteicas de 140 KDa que puede relacionarse a globulinas 7S,
debido a que su peso molecular puede variar entre 140 a 200 kDa (Davalos et al.,
2008); estos resultados son muy similares en comparacion a otras leguminosas como
la zarandaja (Lablab purpureus) y fréjol rojo moteado (Phaseolus vulgaris) (Galarza,

2016; Moran, 2017). El desplazamiento de las proteinas dependera de su carga,
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tamafio; asi como el pH durante la electroforesis, los cuales son factores que influiran

en su movilidad (Adebiyi & Aluko, 2011).

KDa PM pH3 pH4 pH5 pH6

250

150
100

75

50 Globulinas 7S

37

25

15

Figura. 2 Electroforesis Native-PAGE de los aislados proteicos de habichuela
precipitados a diferentes pH.

En la figura 3 se presenta el andlisis electroforético SDS — PAGE, con el agente
reductor 2-B- mercaptoetanol, cuya funcion es romper los puentes disulfuro, ademas
ocasiona bandas mas visibles, manteniendo un alto grado de resolucion después de la
electroforesis (Marshall & Williams, 1984; Sigma-Aldrich, 2017). Claramente se
puede observar el mismo perfil electroforético en los 4 pH, identificando bandas
proteicas con pesos moleculares entre 15 a 60 kDa. Las bandas de 60 kDa pueden
corresponder a globulinas 7S, mientras que las globulinas subunidades acidas y basicas
se encuentran entre los 33 a 44 kDa y 20 a 28 kDa, respectivamente. Finalmente se
puede observar las albuminas 2S con un peso molecular de 15 kDa, siendo mas
evidentes en los pH 4, pH 5y pH 6; estos datos son muy similares a los reportados en
lima bean Phaseolus lunatus, albuminas (24, 22, 20 y 14 kDa) y globulinas (57, 32, 24
y 20 kDa) (Gallegos et al., 2004).

La mayoria de leguminosas contiene las fracciones proteicas de 2, 7 y 11S (Gallegos
Tintoré et al., 2004; Ortiz de Bertorelli & Ramirez, 2000). La fraccion 2S esta

compuesta basicamente por proteinas de bajo peso molecular (albuminas); en cambio
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los componentes 7 y 11S son globulinas de alto peso molecular, mejor conocidas como

proteinas de reserva (J. L. Boye et al., 2010; S. Chen & Paredes, 1997).

KDa PM pH3 pH4 pH5 pH6

Globulinas 7S

Globulinas 11 S
(subunidad acida)

Globulinas 11 S
(subunidad basica)

AlbUminas 2S

Figura. 3 Electroforesis SDS-PAGE con 2-mercaptoetanol de los aislados proteicos
de habichuela precipitados a diferentes pH.

En la figura 4 se presenta los aislados proteicos de habichuela estudiados mediante la
técnica de electroforesis SDS-PAGE sin el agente reductor 2-B- mercaptoetanol. Se
observa que el perfil proteico es diferente en comparacion con el analisis en presencia
de 2-B- mercaptoetanol (Figura 3). Se evidencia un polipéptido con un peso molecular
de 40 kDa que puede relacionarse a las globulinas 11S (subunidad acida), mostrando
una alta expresion en los pH 4, 5 y 6; mientras que en el pH 3 la banda proteica se
torna muy tenue. Las globulinas 11S contiene una fraccion acida (29-35 kDa) y una
fraccion basica (18-28 kDa) (Chen & Paredes, 1997; Davalos-Valle et al., 2008);
ademads, se pudo observar bandas proteicas de 25 y 15 kDa que se asumen que

pertenecen a las globulinas 11S (subunidad bésica) y albiminas 2S, respectivamente.
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KDa PM pH3 pH4 pH5 pH6

250

150
100

75

50
Globulinas 11 S

37 (subunidad acida)

Globulinas 11 S

25 (subunidad basica)

15 AlbUminas 2S

Figura. 4 Electroforesis SDS-PAGE sin 2-mercaptoetanol de los aislados proteicos
de habichuela precipitados a diferentes pH.

4.1.5 Digestibilidad gastrointestinal in vitro

Otro aspecto muy importante es la digestibilidad de las proteinas; debido a que no
todas son digeridas, absorbidas y aprovechadas por el organismo humano (Padilla et
al., 2010). La digestibilidad gastrointestinal in vitro se llevd a cabo simulando
condiciones fisioldgicas humanas, se trabajo con el aislado proteico pH 5, dado que
este presenta un mayor contenido proteico, de acuerdo a la cuantificacion realizada por
Biuret.

En la figura 5 se presenta la digestion gastrica manejando 3 valores de pH; el pH 1,2
hace referencia a una persona enferma con problemas gastrointestinales; pH 2,0
(Adulto sano) y el pH 3,2 (a nifios no lactantes) (Jiménez-Saiz et al., 2011), al
compararlos con el aislado proteico pH 5 sin digerir, se observa claramente las bandas
proteicas de entre 15 a 50 kDa en los 3 pH ensayados, que corresponde a la presencia

de globulinas subunidades acida y basica 11S y albuminas 2S.

Se evidencia que este tipo de proteinas presentan resistencia a la actividad de la

pepsina, ademés se demuestra que la variacion del pH no influye en la digestion; sin
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embargo en la digestion a pH 1,2 la banda a 50 kDa presenta una menor expresion
siendo ésta mas tenue en comparacion al resto. La disminucion de la digestibilidad
puede ser atribuida a que existe compuestos anti nutricionales (taninos, fitatos) en la
proteina extraida (Padilla et al., 2010), estos compuestos pueden interferir inhibiendo
la accion de las enzimas como tripsina, pepsina y la alfa-amilasa bajo condiciones in

vitro (Alvarado Quiroz, 2014).

KDa PM PH5 DG (pH1.2) DG (pH2) DG (pH3.2) DD

250 ‘

150
100
75

50

37

25

15

Figura. 5 Electroforesis SDS-PAGE de la digestion géstrica y duodenal de proteinas

Luego se llevo a cabo la digestion duodenal con pancreatina (100 U/ml), sales biliares
(10mM) y CaCl2 (1,5 mM). Se observa en la figura 5 bandas proteicas con menor
expresion que van de 15 a 37 kDa que corresponde a globulinas 11S. Estos resultados
concuerdan con los encontrados en otras especies de leguminosas; donde demuestran
que la faseolina (P. vulgaris 7S globulina), vicilina (P. sativum L. 7S globulina),
glicinina (Glycine max L. 118 globulina), tienen una alta resistencia para ser digeridas
por varias proteasas (Carbonaro et al., 2005; Deshpande & Damodaran, 1989). Por
lo tanto las proteinas presentes en habichuela baby lima bean no pueden ser

hidrolizadas en su totalidad en la digestion humana.
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4.1.5. Actividad Antioxidante.

4.1.5.1 Aislados proteicos de habichuela.

En la tabla 4, se presentan los porcentajes de la actividad antioxidante de los aislados
proteicos de habichuela baby lima bean a los pH 3,0; 4,0; 5,0 y 6,0. Se observa que el
pH 5,0 posee un mayor porcentaje de inhibicién de la peroxidacién lipidica con un
valor de 33,19 %, seguido de los pH 6,0 y 4,0 con 30,59 % y 32.69 %, respectivamente.
El pH que presentd un valor mas bajo de actividad fue el 3,0 con un valor de 29,99 %.
Estos datos fueron interpretados por medio de un andlisis de varianza simple para los
diferentes pH ensayados, con la finalidad de analizar si existe o no diferencias
significativas entre los pH e identificar cual de ellos es el mejor tratamiento con

respecto a la actividad antioxidante.

Tabla 4. Actividad antioxidante de los aislados proteicos obtenidos a diferentes pH
de precipitacion.

Concentracion Promedio
100 pg/mi 10,82 2 £ 0,006
200 pg/ml 15,69 # + 0,007
500 pg/mi 22,302+ 0,017
1000 pg/ml 29,992+ 0,012
100 pg/mi 13,97 2 +0,012

oH 200 pg/ml 19,122+ 0,011
500 pg/ml 23,812+ 0,022
1000 pg/ml 32,692+ 0,008
100 pg/ml 15,66 @ + 0,009
200 pg/ml 19,65 % + 0,008
500 pg/ml 24,452+ 0,016
1000 pg/ml 33,192+ 0,024
100 pg/mi 13,40 2 £ 0,006
200 pg/ml 17,312+ 0,009
500 pg/ml 22,602+ 0,010
1000 pg/ml 30,59 2 + 0,027

Esta tabla muestra la media + la desviacion estandar de Actividad antiinflamatoria para cada pH.
Las letras diferentes indican si existe diferencias significativas (p<0,05) entre la actividad antioxidante y los
diferentes pH de los aislados proteicos de habichuela.
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Los resultados arrojaron que se acepta la hipétesis nula, por lo que se concluye que no
existe diferencias significativas entre los pH; por tal razon se propuso realizar un
gréfico de comparacion de medias (Fig. 6); donde se aprecia claramente que el pH 3,
pH 4 y pH 6 tienden a una estabilidad en cuanto a sus medias, siendo el pH 5 quien
sobresale respecto a los otros pH; por lo tanto se considero trabajar con el aislado a pH
5 con una concentracion proteica del 100 % y ser comprado con un antioxidante
sintético (BHT).
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Figura. 6 Grafica de medias de los 4 pH ensayados

En la figura 7 se evidencia que el aislado obtenido a pH 5 presenta mayor inhibicion
de peroxidacion lipidica en todas las concentraciones probadas (100; 200; 500;

1000 pg/ml), en relacién a los aislados obtenidos a pH: 3, 4y 6.
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Figura. 7 Inhibicion de peroxidacion lipidica (TBARS) de los aislados proteicos de
habichuela a concentraciones de 100; 200; 500 y 1000 pg/ml.
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Como control positivo se utilizd un antioxidante sintético (BHT), el cual es
ampliamente utilizado en la industria alimentaria (Laboratorios Vitafor, 2011); sin
embargo en los ultimos afios se ha restringido el uso de estos porque provocan riegos
a la salud e incluso a largo plazo podrian inducir cancer en humanos (Bueno, 2012;
Gaviria Montoya et al., 2009). La actividad antioxidante de las proteinas se debe a
los aminoacidos constituyentes que posee, por ejemplo los aminoacidos aromaticos
(tirosina, fenilalanina, triptéfano) deben su capacidad de donar protones a radicales
libres (Hu, McClements, & Decker, 2003); aunque no solo se debe a la presencia de

estos, sino también al correcto posicionamiento de los aminoacidos en la proteina.

En la tabla 5 se muestran los resultados obtenidos del aislado a pH 5, de acuerdo a la
concentracion de proteina pura y los valores del control (BHT); observando que todos
los valores de la actividad del aislado estdin muy por debajo del BHT. Estos datos
fueron analizados, para ver si el aislado a pH 5 tiene influencia sobre las
concentraciones y el control; para ello se realiz6 un disefio A*B, introduciendo como
factor A (pH 5 y Control) y factor B las concentraciones (100; 200; 500; 1000 pg/ml),
midiendo la interaccion entre ellas. Los resultados demuestran que existen grandes
diferencias significativas entre el aislado proteico pH 5 y el control, ademés presenta
diferencias entre las concentraciones y no presenta una interaccion entre los factores
(Tabla 34); por lo tanto se planted realizar un hidrolizado proteico, con la finalidad de

revertir estos resultados.

Tabla 5. Actividad antioxidante del aislado obtenido a pH 5 y Control (BHT)

Concentracion Promedio

100 ug/ml 20,912+ 0,020

pH 5 (Mejor 200 pg/ml 26,71° + 0,025
Tratamiento) 500 pg/ml 2937+ 0,022
1000 pg/ml 35,84 9+ 0,032

100 ug/ml 70,82 ¢ + 0,042

Control (BHT) 200 pg/ml 77,00 F+ 0,050
500 pg/ml 84,139+ 0,048

1000 pg/ml 91,73 "+ 0,050

Los valores presentados en la tabla representan la media de 3 mediciones + la desviacion estandar.
Letras minGsculas diferentes indican, para cada ensayo, diferencias significativas (p<0,05) entre los
porcentajes de actividad antioxidante de diferentes concentraciones del aislado proteico mejor
tratamiento pH 5.
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En la figura 8 se muestra la comparacion de la capacidad antioxidante del aislado a
pH 5 con el BHT a diferentes concentraciones 200, 400, 500 y 1000 (pg/ml);
evidenciandose claramente que el control BHT presenta una mejor actividad. La mayor
actividad del aislado a pH 5 fue de 35,84 % valor que se encuentra muy semejante al
reportado en firiguero (Vigna unguiculata L.) con 35,80 % de actividad (Quinga
Paucar, 2017); sin embargo en frejol monteado (Phaseolus vulgaris) al mismo pH
alcanzo6 un 93,16 % de actividad (Moran, 2017); esto puede deberse a que los fréjoles
de cascara de color muy intenso exhiben una mejor actividad antioxidante como ha

sido demostrado por Madhujith et al., (2004).

100% -~
90% A

T
80% A T
70% A
60% -
50% A
pH5

40% A

T N BHT
30% A _ =
20% A =
10% A
O% T T T 1

100 pg/ml 200 pg/ml 500 pg/ml 1000 pg/ml
CONCENTRACION

% INHIBICION DE PEROXIDACION LIPIDICA

Figura. 8 Inhibicion de peroxidacion lipidica (TBARS) del aislado proteico de
habichuela a concentraciones de 100; 200; 500 y 1000 pg/ml.

4.1.5.2 Hidrolizados proteicos de habichuela

Los péptidos pueden derivarse de una hidrdlisis quimica o enzimatica, tienen un peso
molecular cerca de 10 kDa (Farrokhi et al., 2008); se encuentra una extensa gama de
informes reportados en literatura sobre la bioactividad de péptidos in vitro con

propiedades antimicrobianas, antitrombdtica y antioxidantes (Malaguti et al., 2014).
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En la tabla 6 se observan los resultados obtenidos del hidrolizado proteico y los valores
del control (BHT); claramente se evidencia que los valores de actividad aumentaron
con respecto al aislado; sin embargo, estos resultados se encuentran por debajo del
control BHT. Al igual que en el aislado los datos fueron analizados, por medio de un
diseio A*B, identificando si el hidrolizado proteico tiene influencia sobre las

concentraciones y el control.

Tabla 6. Actividad antioxidante del hidrolizado proteico y Control (BHT)

Concentracién Promedio

100 pg/ml 44,032+ 0,035

Hidrolizado 200 pg/ml 54,87+ 0,028
500 pg/ml 63,43 ¢+ 0,043

1000 pg/ml 77,17 9+ 0,029

100 pg/ml 70,82 ¢+ 0,042

Control (BHT) 200 pg/ml 77,009 + 0,050
500 pg/ml 84,13°+ 0,048

1000 pg/ml 91,73 7+ 0,050

Los valores presentados en la tabla representan la media de 3 mediciones + la desviacion estandar.
Letras minUsculas diferentes indican, para cada ensayo, diferencias significativas (p<0,05) entre los
porcentajes de actividad antioxidante de diferentes concentraciones del hidrolizado proteico de
habichuela

Los resultados demuestran que existen diferencias significativas entre el hidrolizado y
el control, al igual presenta diferencias entre las concentraciones y en la interaccion se

descarta la hipotesis nula (Tabla 38).

En la figura 9 se muestra la comparacion de la capacidad antioxidante del hidrolizado
proteico y el BHT a diferentes concentraciones 200, 400, 500 y 1000 (pg/ml); la mayor

inhibicion se evidencid en la concentracion de 1000 pg/ml con un valor de 77,17 %.
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Figura. 9 Inhibicion de peroxidacion lipidica (TBARS) del hidrolizado proteico de
habichuela a concentraciones de 100; 200; 500 y 1000 pg/ml.

En el estudio realizado por Valdez-Ortiz et al., (2012) evaluaron la actividad
antioxidante en hidrolizados de proteinas tratado con pepsina de frijol azufrado
(Phaseolus vulgaris L.), mediante el ensayo de cationes radicales ABTS; encontrando
una inhibicion del 44 % de DPPH y del 73 % de inhibicién de ABTS* ", resultados que
son similares (77,17 %) a los obtenidos en el presente estudio, al utilizar el ensayo
TBARS.

Un estudio muy reciente, los hidrolizados del frijol negro (Phaseolus vulgaris L.) que
fueron obtenidos a partir de la digestién con pepsina exhibieron una mayor actividad
depuradora de DPPH (p <0.05) en relacidon al concentrado y el hidrolizado obtenidos

de la digestién con alcalasa (Evangelho et al., 2017)

4.1.6. Actividad Antiinflamatoria

4.1.6.1 Aislados proteicos de habichuela

En la tabla 7, se presentan los porcentajes de la actividad antiinflamatoria de los
aislados proteicos obtenidos a pH 3, 4, 5 y 6. Se observa que el pH 5 tiene un mayor
porcentaje de actividad antiinflamatoria con un valor de 21,53 % a una concentracién

de 1000 pg/ml, le siguen los pH 4,0 y 6,0 con 17,52 % y 15,80 %, respectivamente.
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En cambio el pH 3 present6 una menor actividad con un valor de 10,40 %. Estos datos
fueron interpretados por medio de un analisis de varianza simple para los diferentes
pH ensayados (Tabla 21), con la finalidad de analizar si existe 0 no diferencias

significativas entre los pH e identificar que pH es el mejor tratamiento.

Tabla 7. Actividad antiinflamatoria de los aislados proteicos obtenidos a diferentes
pH de precipitacion.

Concentracién Promedio

100 pg/ml 2,54%+0,018

3 200 pg/mi 4,00 £ 0,038
500 pg/mi 8,142+ 0,046

1000 pg/ml 10,142 + 0,038

100 pg/mi 4.247+0,030

4 200 pg/mi 7,362+ 0,032
pH 500 pg/ml 12,552 + 0,039
1000 pg/ml 17,52 % % 0,056

100 pg/ml 5,827+ 0,048

5 200 pg/ml 11,09 ° £ 0,054
500 pg/ml 16,292 + 0,037

1000 pg/ml 21,532+ 0,039

100 pg/mi 2,342+ 0,039

6 200 pg/ml 54272 +0,033
500 pg/ml 10,72 + 0,040

1000 pg/ml 15,80 ° £ 0,057

Esta tabla muestra la media * la desviacion estandar de Actividad antiinflamatoria para cada pH.
Las letras diferentes indican si existe diferencias significativas (p<0,05) entre la actividad
antiinflamatorio y los diferentes pH de los aislados proteicos de habichuela.

Los resultados arrojaron que se acepta la hipétesis nula, por lo que se concluye que no
existe diferencias significativas entre los pH; por tal razén se propuso realizar un
grafico de comparacion de medias (Fig. 10); donde se aprecia claramente que el pH 5
es quien sobresale respecto a los otros pH, ya que estos tienden a una estabilidad en
cuanto a sus medias. Por lo tanto se considero trabajar con el aislado a pH 5 con una
concentracion proteica del 100 % y ser comprado con el control positivo diclofenaco
sodico (antiinflamatorio no esteroideo), el cual tiene como finalidad inhibir la sintesis

de prostaglandinas que son responsables de la inflamacién (Malgor, 2010).
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Figura. 10 Gréfica de medias de los 4 pH ensayados

En la figura 11 se observa que el aislado obtenido a pH 5 presenta mayor actividad en
todas las concentraciones probadas (100; 200; 500; 1000 pg/ml), con relacion a los
aislados obtenidos a pH: 3,4 y 6.

25,00% A

20,00%

15,00%
W pH3
HpH4
10,00% mpHS
W pH6

% ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

5,00%

0,00%

100 ug/ml 200 ug/ml 500 ug/ml 1000 ug/ml
CONCENTRACIONES

Figura. 11 Actividad antiinflamatoria de los aislados proteicos de habichuela a
concentraciones de 100; 200; 500 y 1000 pg/ml.
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En la tabla 8 se muestran los resultados obtenidos del aislado a pH 5, de acuerdo a la
concentracion de proteina pura y los valores del control (Diclofenaco). El diclofenaco
present6 una actividad antiinflamatoria de 100,00 % (1000 pg/ml); mientras que el
efecto antinflamatorio mas alto del aislado a pH 5 fue de 25,49 %. Estos datos fueron
analizados por medio de disefio A*B e identificar si el aislado a pH 5 tiene influencia
sobre las concentraciones y el control; se introdujo como factor A (pH 5 y Diclofenaco)
y factor B las concentraciones (100; 200; 500; 1000 pg/ml), midiendo la interaccion

entre ellas.

Tabla 8. Actividad antiinflamatoria del aislado obtenido a pH 5 y el control

(Diclofenaco)
Concentracion Promedio
100 pg/ml 13,382+ 0,052
i _ 200 pg/ml 16,65 ° + 0,049
pH 5 (Mejor Tratamiento) 500 pg/mi 18.82°% 0,054
1000 pg/ml 25,49 9+ 0,054
100 pg/ml 32,14 ¢+ 0,027
Control (Diclofenaco) 200 pg/ml 61.23 7+ 0,096
500 pg/mi 75,859+ 0,084
1000 pg/ml 100,00 "+ 0,078

Los valores presentados en la tabla representan la media de 3 mediciones + la desviacion estandar.
Letras minGsculas diferentes indican, para cada ensayo, diferencias significativas (p<0,05) entre los
porcentajes de actividad antiinflamatorio de diferentes concentraciones del aislado proteico de
habichuela mejor tratamiento.

Los resultados demuestran que existen grandes diferencias significativas entre el
aislado proteico pH 5 y el control (Tabla 24), ademas presenta diferencias entre las
concentraciones y no presenta una interaccion entre los factores (Figura 18); por lo
tanto se planted realizar un hidrolizado proteico, con la finalidad de revertir estos
resultados; ya que estas fuentes poseen propiedades nutracéuticas de vital importancia
que permiten desarrollar diferentes modelos farmacoldgicos tanto in vivo como in vitro

(Newman, Cragg, & Snader, 2003; Setty & Sigal, 2005).
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Figura. 12 Actividad antiinflamatoria del aislado proteico obtenido a pH 5y el
control a concentraciones de 100; 200; 500 y 1000 pg/ml.

4.1.6.2 Hidrolizados proteicos de habichuela

Las investigaciones de péptidos bioactivos obtenidos a partir de proteinas vegetales,
han centrado su atencion en los efectos antiproliferativos y antihipertensivos, aunque
algunos ensayos sugieren que pueden modular los procesos inflamatorios (Malaguti
etal., 2014); el péptido mas estudiado es la lunasiana encontrado en soya (Jae, Hyung,
& De Lumen, 2005); el cual reportd inhibicion de biomarcadores proinflamatorios
(Dia, et al., 2009).

El hidrolizado y el control diclofenaco fueron analizados a diferentes concentraciones
(100, 200, 500 y 1000 pg/ml), siguiendo la metodologia de Padmanabhan, (2012)
con algunas modificaciones. En la tabla 9 se presentan los resultados de la actividad
antiinflamatoria, se observa que a una concentracion de 1000 pg/ml el hidrolizado
proteico presenta un porcentaje de actividad del 30,62 %. Los datos fueron analizados,
por medio de un disefio A*B, para identificar si el hidrolizado proteico tiene influencia

sobre las concentraciones y el control.
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Tabla 9. Actividad antiinflamatoria del Hidrolizado proteico y el control

(Diclofenaco)
Concentracién Promedio

100 pg/ml 7,012+ 0,053

Hidrolizado 200 pg/ml 13,66 ° + 0,074

500 pg/mi 20,50 ¢+ 0,010

1000 pg/ml 30,62 9+ 0,011

100 pg/ml 32,14 ¢+ 0,027

Control (Diclofenaco) 200 pg/ml 61,23 T+ 0,096
500 pg/mi 75,859+ 0,084
1000 pg/ml 100,00 "+ 0,072

Los valores presentados en la tabla representan la media de 3 mediciones + la desviacion estandar.
Letras minUsculas diferentes indican, para cada ensayo, diferencias significativas (p<0,05) entre los
porcentajes de actividad antiinflamatoria de diferentes concentraciones del hidrolizado proteico de
habichuela

De acuerdo al andlisis estadistico los resultados demuestran que existen grandes
diferencias significativas entre el hidrolizado proteico y el control (Tabla 28), ademas
presenta diferencias entre las concentraciones y no presenta una interaccion entre los

factores (Figura 20).

En la figura 13 se observa el porcentaje de actividad antiinflamatoria que presenta el
hidrolizado proteico al probarlo con cuatro concentraciones de: 100, 200, 500 y
1000 (ug /ml); se ve claramente que aumenta la actividad antinflamatoria a mayor
concentracion. En la concentracion de 1000 pg/ml el hidrolizado proteico presenta la
mayor actividad en comparacion al aislado proteico con un valor de 30,62 %; sin

embargo a la misma concentracion el control posee una actividad del 100,00 %.
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Figura. 13. Actividad antiinflamatoria del hidrolizado proteico y del diclofenaco a
concentraciones de 100; 200; 500 y 1000 pg/ml.

4.1.7 Actividad Antimicrobiana

4.1.7.1 Aislados proteicos de habichuela

En la figura 14 se observa la actividad antimicrobiana del aislado proteico obtenido a
pH 5 frente a cinco bacterias patégenas, se ensayaron concentraciones de 150; 200;
250; 375 y 500 mg/ml, reportando resultados negativos. No se encuentran resultados
reportados en aislados proteicos con actividad antimicrobiana; la mayor parte de
investigaciones se centran en hidrolizados proteicos de varias fuentes vegetales (De
Souza Candido et al., 2011; Shahidi & Zhong, 2008). Los efectos dependen de la
interrelacién de proteina o péptidos con los elementos estructurales (pared y membrana
celular) de la bacteria (Mantyla et al., 2005); alterando los procesos biologicos de
ADN o ARN de los microrganismos patégenos (Sitohy & Osman, 2010).
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Figura. 14 Actividad Antimicrobiana del aislado proteico obtenido a pH 5.
En el literal a se encuentra en control que no existe contaminacion en el aislado; el literal b muestra el

asilado contra P. aeruginosa, en el literal c muestra el asilado contra S. aureus; en el literal d muestra
el asilado contra E. coli; en el literal e muestra el asilado contra L. monocytogenes; en el literal [
muestra el asilado contra B. cereus.

4.1.7.2 Hidrolizados proteicos de habichuela

En la figura 15 se muestra los resultados obtenidos del hidrolizado proteico de
habichuela, en cuatro de las cinco bacterias patdgenas que se probaron presentaron
actividad antimicrobiana, en las bacterias que se generé mayor inhibicion fueron
L. monocytogenes y E. coli (Tabla 10). La eficacia en los péptidos antimicrobianos
(AMP) viene dada por la estructura y secuencia de los aminoécidos que le brindan su
poder antimicrobiano (Pina-Pérez & Ferrus Pérez, 2018). El péptido de soya de
cadena larga (IKAFKEATKVDKVVVLWTA) con una concentracién 37.2 uM fue
efectivo contra P. aeruginosa y L. monocytogenes (Dhayakaran, 2014); por lo que se
sugiere estudiar mas a fondo los péptidos del hidrolizado de habichuela, ya que cuenta
con un gran potencial antimicrobiano y son considerados ideales candidatos para el

uso de compuestos antimicrobianos en alimentos (Pina-Pérez & Ferrus Pérez, 2018).
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Figura. 15 Actividad Antimicrobiana del hidrolizado proteico de habichuela.
En el literal a se encuentra en control que no existe contaminacion en el hidrolizado; el literal b muestra
el hidrolizado contra L. monocytogenes, en el literal c muestra el hidrolizado contra P. aeruginosa, en
el literal d muestra el hidrolizado contra E. coli; en el literal e muestra el hidrolizado contra S. aureus;
en el literal f muestra el hidrolizado contra B. cereus.

Enla tabla 10 se muestra las distancias que present6 el hidrolizado frente a las bacterias
patogenas, el mayor halo de inhibicion fue frente a E. coli con una distancia promedio
de 18,67 mm; en cambio para B. cereus la inhibicion del crecimiento bacteriano fue
menor con apenas 9,33 mm en la mayor concentracion (500 mg/ ml). Generalmente
estos péptidos antimicrobianos presentan una alta capacidad contra bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas; sin embargo en S. aureus no presentd inhibicién
bacteriana, esto puede ser a que la membrana celular es de densidad superior al resto

de bacterias evaluadas (Barari et al., 2015; Salas et al., 2015).

A concentraciones menores de 250 mg/ml el hidrolizado no presenta inhibicion
bacteriana; por lo que se considera esta concentracion como minima. En un estudio
realizado con proteinas de frijol ancho, soja y garbanzo aisladas, esterificadas con
metanol reportaron una zona de inhibiciéon minima a 220 mg/ml contra Gram-positivos
(B. subtilis y S. aureus) como Gram-negativos (P. aeruginosa y E. coli), utilizando el

método de difusion en agar (Sitohy & Osman, 2010).
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Tabla 10. Distancias (mm) de los halos de inhibicion a diferentes concentraciones

Gentamicina
Inhibicion (500 pg/ml)
Microorganismos | Concentraciéon | Promedio (%)
Lo . 500 mg/mi 18,67 #+ 0,58 71,70
ESC? erictia oll " 375 mg/ml | 156755058 | 5472
259207 250 mg/ml | 12,33°+058 | 3582 | 2367058
200 mg/ml <6 0
500 mg/mi 12,332+ 0,58 33,31
P;‘;‘;ngggjs 375 mg/ml | 10,33°%0,58 | 22,78
(ATCC® 10145) 250 mg/mi 8,33°+ 0,58 12,26 25+1,00
200 mg/ml <6 0
Listeria 500 mg/ml 18,33+ 0,58 51,37
monocytogenes 375mg/ml | 16,33°+ 0,58 43,04
(ATCC® 250 mg/mi 13,67 °+£ 0,58 31,96 30+£1,00
19115™) 200 mg/mi <6 0
500 mg/mi 9,332+ 0,58 15,37
Bacillus cereus 375 mg/ml 7,332+ 0,58 6,14 27,67 £0,58
(ATCC® 10876) 250 mg/ml <6 0
200 mg/ml <6 0
Staphylococcus 500 mg/ml =6 0
. 375 mg/ml <6 0
aurgt;sgé?l\%C@ 250 mg/ml <6 0 35+1,00
200 mg/ml <6 0

Los valores presentados en la tabla representan la media de 3 mediciones * la desviacion estandar.

Las letras diferentes indican para cada ensayo, diferencias significativas (p<0,05) entre las distancias
de las diferentes concentraciones del hidrolizado proteico de habichuela

Las distancias estan expresadas en milimetros (mm); el control positivo fue gentamicinay como control
negativo se utilizd agua estéril.

De acuerdo al analisis de varianza ANOVA simple, se corrobora que existen
diferencias estadisticas significativas entre las medias de las concentraciones
analizadas, con un nivel de confianza del 95 %. EIl mejor porcentaje de inhibicion se
consigui6 con el hidrolizado proteico frente a E. coli con un valor del 71,70 % de
inhibicion; no obstante el menor porcentaje de inhibicion fue en B. cereus como se
puede apreciar en la tabla nimero 10. Segun Ramirez & Diaz, (2007), un efecto
antibacteriano es considerado alto cuando el porcentaje de inhibicidén es superior al
70 %:; por lo tanto el hidrolizado proteico de habichuela baby lima bean frente a E. coli
exhibe un porcentaje de inhibicion alto: mientras que el porcentaje de inhibicion del

hidrolizado es bajo frente a B. cereus.
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4.2 Verificacion de la hipotesis

4.2.1 Rendimiento de los aislados proteicos de habichuela baby lima bean.

De acuerdo al analisis de varianza de un solo factor, mostraron diferencias
significativas, influyendo significativamente en el rendimiento de los aislados de

habichuela baby lima bean.

4.2.2 Cuantificacion de la proteina de los aislados proteicos de habichuela baby
lima bean.

Al realizar el analisis de varianza de un factor, el contenido de proteina de los aislados
de habichuela, es diferente en todos los pH de precipitacion ensayados; es decir el pH
de precipitacion influye significativamente en el contenido de proteina de los aislados,

rechazandose la hipdtesis nula.

4.2.3 Digestibilidad de las proteinas de habichuela baby lima bean.

De acuerdo a la comparacion visual, se muestra claramente que la digestion gastrica 'y
duodenal de proteinas en comparacion con el gel de electroforesis del mejor
tratamiento (pH 5) (Figura 5) no presentan marcadas diferencias; por lo tanto la

hipotesis nula es rechazada.

4.2.4 Actividad Antiinflamatoria de los aislados proteicos de habichuela baby
lima bean.

De acuerdo al disefio experimental las concentraciones y el pH de los aislados

proteicos influyen significativamente en la actividad antiinflamatoria.

4.2.5 Actividad Antioxidante de los aislados proteicos de habichuela baby lima
bean.

Conforme al disefio experimental las concentraciones y el pH de los aislados proteicos

influyen significativamente en la actividad antioxidante.
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4.2.6 Actividad Antimicrobiana del hidrolizado proteico de habichuela baby
lima bean (mejor tratamiento)

El aislado proteico no exhibe actividad antimicrobiana, es decir se rechaza la hipdtesis

nula.

4.2.7 Actividad Antiinflamatoria del hidrolizado proteico (mejor tratamiento).

De acuerdo al disefio experimental las concentraciones y el pH del hidrolizado influyen

significativamente en la actividad antiinflamatoria, aceptdndose la hipotesis nula.

4.2.8 Actividad Antioxidante del hidrolizado proteico (mejor tratamiento).

Acorde al disefio experimental las concentraciones y el pH del hidrolizado influyen

significativamente en la actividad antioxidante, aceptandose la hipdtesis nula.

4.2.9 Actividad Antimicrobiana del hidrolizado proteico de habichuela (mejor
tratamiento).

A realizar el analisis de varianza de un factor, las distancias de los halos inhibicion,
son diferentes en las concentraciones ensayadas; es decir la concentracion influye

significativamente en el halo de inhibicion del aislado frente a las bacterias analizadas.
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CAPITULOV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Se aislaron las proteinas presentes en la habichuela baby lima bean por el
método de precipitacion por punto isoeléctrico, evidenciandose que a pH 6
presentan mayor porcentaje de rendimiento (27.59 %); sin embargo no se
observd de manera clara la formacion de un precipitado, efecto que fue muy
evidente en el resto de pH; por lo cual esta muestra presentd mayor peso
después de ser liofilizada; mientras que los pH 5y 3 presentaron rendimientos

muy similares.

Se hidrolizaron las proteinas de habichuela baby lima bean obtenidas a pH 5
por ser el mejor tratamiento de acuerdo a su cuantificacion, simulando las
condiciones fisiologicas de la digestion humana; donde se evidencia que este

tipo de proteinas exhiben resistencia a la actividad de la pepsina y pancreatina.

Se cuantifico el contenido proteico de habichuela baby lima bean obtenido a
diferentes pH de precipitacion mediante el método Biuret, obteniendo el mayor
contenido proteico en el aislado a pH 5 con un valor de 62,53 %; mientras que
los pH 4 y 6 presentaron valores muy similares entre si con un 57,85 % y

56,74 %, respectivamente.

Se caracterizd por peso molecular las proteinas de habichuela (P. lunatus L.)
obtenidas a diferentes pH de precipitacion mediante la técnica de electroforesis
SDS-PAGE, observando perfiles muy analogos para los 4 pH con bandas
proteicas comprendidas entre 15 a 60 kDa, representando las bandas de 60

kDa a globulinas 7S; mientras que las bandas que oscilan entre un peso
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molecular de 15 kDa representan a albiminas 285, siendo estas mas evidentes

en los pH 4, pH 5 y pH 6.

Se evalud la actividad antiinflamatoria de los aislados proteicos; siendo el
aislado a pH 5, el cual exhibié mayor actividad con 21,53 %; mientras que en
el hidrolizado proteico del mejor tratamiento tuvo aumentd considerable en
relacion al asilado obteniendo un wvalor de 30,62 % de actividad

antiinflamatoria.

Se determind la actividad antioxidante de los aislados proteicos utilizando el
método de TBARS; concurriendo el aislado a pH 5 el cual presenta mayor
actividad con un valor 33,19 %; sin embrago el valor de la inhibicién lipidica
aumento significativamente en el hidrolizado proteico, obteniendo un valor de

77,17 % de actividad antioxidante.

Se determind la actividad antibacteriana de los aislados proteicos, siendo estos
negativos en todas las concentraciones ensayadas; en cambio en el hidrolizado
proteico contra las bacterias patdgena: L. monocytogenes, E. coli y
P. aeruginosa, present6 halos de inhibicion en las concentraciones de 500, 375
y 250 mg/ml; mientras que para B. cereus solo presentd inhibicion en

concentraciones de 500 y 375 mg/ml.

A nivel general, se evaluaron las actividades antiinflamatoria, antioxidante y
antimicrobiana de los aislados y del hidrolizado proteico de Habichuela (P.
lunatus L.), y su digestibilidad in vitro, presentando poca actividad
antiinflamatoria, antioxidante por parte de los aislados proteicos; sin embargo
el hidrolizado proteico exhibid mayor actividad bioldgica en comparacion con

el aislado proteico.
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5.2 Recomendaciones

e Adislar proteinas con un pH de solubilizacion entre 8,5 y 9,0; ya que en estudios
de leguminosas son muy recomendados.

e Para estudios de actividad antimicrobiana se recomienda realizar una hidrolisis
con diferentes enzimas (Alcalasa, Papaina, Bromelina, entre otras.) y asi

comparar con este estudio.

e Utilizar otros métodos de cuantificacion de proteinas como el método de

kjeldahl muy utilizado para cuantificar aislados proteicos.

e Se recomienda en las actividades antiinflamatoria y antioxidantes

concentraciones mas cercanas de 100, 200, 500, 750, y 1000 pg/ml.
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ANEXO A

DATOS OBTENIDOS Y ANALISIS ESTADISTICO DEL RENDIMIENTO DE
LOS AISLADOS PROTEICOS

69



Tabla 11. Pesos y rendimiento proteico obtenido a diferentes pH de precipitacion.

R1 R2 R3
w INICIAL (g) 5,005 5,002 5,004
pH 3 w FINAL (g) 0,894 1,046 0,995
%R 17,862 20,911 19,881
w INICIAL (g) 5,005 5,003 5,002
pH 4 w FINAL (g) 0,528 0,570 0,487
%R 10,555 11,391 9,728
w INICIAL (g) 5,002 5,001 5,003
pHS5 w FINAL (g) 0,894 1,046 0,995
%R 17,872 20,917 19,886
w INICIAL (g) 5,002 5,002 5,002
pH 6 w FINAL (g) 1,392 1,368 1,380
%R 27,830 27,355 27,595
Tabla 12. Rendimiento (ANOVA)
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 435.659 3 145.220( 104.662 .000
Dentro de 11.100 g 1.388
grupos
Total 446.759 11
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Tabla 13. Prueba de Comparacion (Tukey)

HSD Tukey®
Subconjunto para alfa = 0.05

pH N 1 2 3

4 3] 10.5580

3 3 19.5513

5 3 19.5567

6 3 27.5867
Sig. 1.000 1.000 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamario de la muestra de la media armoénica =
3.000.

Tabla 14. Rendimiento de los aislados proteicos de habichuela obtenidos a diferentes
pH de precipitacion (%) (Mejor tratamiento)

X S? S DSR
pH3 19,552 2,41 1,55 8%
pH 4 10,56 0,69 0,83 8%
pHS 19,56* 2,40 1,55 8%
pH 6 27,59¢ 0,06 0,24 1%

Los valores presentados en la tabla representan la media de 3 mediciones con su respectiva desviacion
estandar

Letras minusculas diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) entre los rendimientos de los
aislados proteicos de habichuela obtenidos a diferentes pH de precipitacion.
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ANEXO B

DATOS OBTENIDOS Y ANALISIS ESTADISTICO DE LA
CUANTIFICACION PROTEICA DE LOS AISLADOS PROTEICOS
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Tabla 15. Datos para la construccion de la curva estandar albimina de suero bovina
(BSA)

Concentraciéon de Absorbancia
BSA mg/g (ml)
0,00 0,000
3,59 0,110
7,72 0,243
11,84 0,372
15,63 0,494
0,600
0,500 y =0,0316x - 0,0015
= R?=0,9999
§ 0,400
g 0,300
§ 0,200
e
0,100
0,000

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00
BSA mg/ml

® Seriesl

Lineal (Series1)

Figura. 16 Curva estandar de BSA

Ecuacion obtenida de la curva de calibracion:

A=m=+=C+B

A: Absorbancia
m: Pendiente de la ecuacion de calibracion
C: Concentracion (mg/ml)

B: Interaccion del valor de la absorbancia
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Tabla 16. Valores de absorbancia de los aislados proteicos de habichuela medidos a

540 nm
pH3 pH4 pHS pH6
R1 0,173 0,169 0,190 0,173
R2 0,176 0,173 0,192 0,180
R3 0,167 0,166 0,185 0,171
R4 0,162 0,170 0,193 0,174

Tabla 17. Calculo del contenido proteico (%) de aislados proteicos de habichuela
(mejor tratamiento)

pH3 pH4 pHS pH6

R1 53,77 57,09 62,52 56,52
R2 54,69 58,43 63,18 58,79
R3 52,48 57,26 60,90 55,34
R4 50,92 58,63 63,51 56,30
X 52,96* 57,85P 62,53¢ 56,74P

S 1,64 0,79 1,16 1,46
cv 0,031 0,013 0,018 0,026

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) entre el % de pureza de los aislados
obtenidos a diferentes pH de precipitacion

Tabla 18. Contenido Proteico (ANOVA)

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 186.184 3 62.061| 36.586 .000
Dentro de 20.356 12 1.696
grupos
Total 206.539 15
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Tabla 19. Comparacion entre pH de precipitacion (Test Tukey)

Subconjunto para alfa = 0.05
pH N 1 2 3
3 41 52.9650
6 4 56.7375
4 4 57.8525
5 4 62.5275
Sig. 1.000 .632 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamario de la muestra de la media armonica =
4.000.
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ANEXO C

DATOS OBTENIDOS Y ANALISIS ESTADISTICO DE LA ACTIVIDAD
ANTIINFLAMATORIA DE LOS AISLADOS E HODROLIZADOS
PROTEICOS
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Tabla 20. Porcentaje de la Actividad Antiinflamatoria obtenidas de los aislados
proteicos de Habichuela

Concentracién Replicas Promedio D?SV' cv
R1 R?2 R 3 Estandar
100 pug/ml | 2,71% | 2,56% | 2,36% | 2,54% | 0,18% | 6,93%
3 200 pg/ml | 4,42% | 3,92% | 3,67% | 4,00% | 0,38% | 9,59%
500 pg/ml | 8,64% | 8,04% | 7,73% | 8,14% | 0,46% | 5,66%
1000 pg/ml | 10,80% | 10,35% | 10,05% | 10,40% | 0,38% | 3,65%
100 pug/ml | 4,34% | 4,48% | 3,90% | 4,24% | 0,30% | 7,18%
s 200 ug/ml | 7,65% | 7,40% | 7,01% | 7,36% | 0,32% | 4,34%
500 pg/ml | 12,96% | 12,52% | 12,18% | 12,55% | 0,39% | 3,11%
1000 pg/ml | 18,07% | 17,54% | 16,95% | 17,52% | 0,56% | 3,20%
pH 100 pg/ml | 6,31% | 5,81% | 5,36% | 5,82% | 0,48% | 8,23%
200 ug/ml | 11,67% |10,99% | 10,60% | 11,09% | 0,54% | 4,89%
>7500 Hg/ml | 16,63% | 16,35% | 15,90% | 16,29% | 0,37% | 2,27%
1000 pg/ml | 21,93% | 21,53% | 21,14% | 21,53% | 0,39% | 1,83%
100 pg/ml | 2,64% | 2,49% | 1,89% | 2,34% | 0,39% |16,89%
5 200 ug/ml | 5,72% | 547% | 507% | 5/42% | 0,33% | 6,02%
500 pg/ml | 11,14% | 10,69% | 10,34% | 10,72% | 0,40% | 3,72%
1000 pg/ml | 16,36% | 15,81% | 15,22% | 15,80% | 0,57% | 3,62%
Tabla 21. ANOVA para Actividad por pH
Fuente Suma de Gl |Cuadrado Medio| Razén-F | Valor-P
Cuadrados
Entre grupos 117,648 3 39,216 1,22 0,3437
Intra grupos 384,676 12 32,0563
Total (Corr.) 502,324 15

La tabla ANOVA descompone la varianza del % Actividad Antiinflamatoria en dos componentes: un
componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razon-F, que en este caso es igual a
1,22335, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el
valor-P de la razén-F es mayor o igual que 0,05, no existe una diferencia estadisticamente significativa
entre la media de % Actividad Antinflamatoria entre un nivel de pH de precipitacion y otro, con un

nivel del 95,0% de confianza.

77




Tabla 22. Medias para Actividad por pH con intervalos de confianza del 95,0%

pH | Casos | Media Error Est. Limite Limite
(s agrupada) Inferior | Superior
3 4 6,27 2,83091 1,90853 10,6315
4 4 10,4175 2,83091 6,05603 14,779
5 4 13,6825 2,83091 9,32103 18,044
6 4 8,57 2,83091 4,20853 12,9315
Total 16 9,735

Esta tabla muestra la media de % Actividad Antiinflamatoria para cada nivel de pH de precipitacion.
También muestra el error estandar de cada media, el cual es una medida de la variabilidad de su
muestreo. El error estandar es el resultado de dividir la desviacion estandar mancomunada entre el

nimero de observaciones en cada nivel.

La tabla también muestra un intervalo alrededor de cada

media. Los intervalos mostrados actualmente estan basados en la diferencia honestamente significativa
(HSD) de Tukey. Estan construidos de tal forma que si todas las medias son iguales, todos los intervalos
se traslaparan 95,0% de las veces.

Tabla 23. Porcentaje de la Actividad Antiinflamatoria del patron positivo y del pH 5

de acuerdo al contenido proteico.

Réplicas

Desv.

Concentracion R1 R2 R3 Promedio Estandar Ccv

100 pg/ml | 13,95% | 13,27% | 12,93% | 13,38% | 0,52% | 3,88%

pH 5 (Mejor | 200 pg/ml | 17,18% | 16,55% | 16,21% | 16,65% | 049% | 2,94%
Tratamiento)| 500 pug/ml | 19,33% | 18,88% | 18,25% | 18,82% | 0,54% | 2,87%
1000 pg/ml | 26,08% | 25,40% | 25,00% | 25,49% | 054% | 2,14%

100 pg/ml | 35,03% | 31,80% | 29,60% | 32,14% | 2,73% | 8,50%

Control 200 pg/ml | 50,15% | 67,35% | 66,19% | 61,23% | 9,61% |1569%
(Diclofenaco) | 500 Hg/ml | 66,18% | 81,95% | 79,40% | 75,85% 8,46% |[11,16%
1000 pg/ml | 91,00% | 105,14% | 103,86% | 100,00% | 7,82% | 7,82%
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Tabla 24. Analisis de Varianza para % Actividad Antiinflamatoria - Suma de
Cuadrados Tipo III

Fuente Suma de Gl Cuadrado Raz6n-F | Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS
PRINCIPALES
A:pH5 y Control 14240,9 1 14240,9 487,29 | 0,0000
B:Concentraciones 5008,21 3 1669,4 57,12 0,0000
INTERACCIONES
AB 2472,92 3 824,306 28,21 | 0,0000
RESIDUOS 467,591 16 29,2244
TOTAL (CORREGIDO) 22189,6 23

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de % Actividad Antiinflamatoria en contribuciones
debidas a varios factores. Puesto que se ha escogido la suma de cuadrados Tipo Il (por omision), la
contribucion de cada factor se mide eliminando los efectos de los demdas factores. Los valores-P
prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que 3 valores-P son menores
que 0,05, estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre % Actividad
Antiinflamatoria con un 95,0% de nivel de confianza.

Tabla 25. Pruebas de Multiple Rangos para % Actividad Antiinflamatoria por
Diclofenaco y pH 5

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

pH5y Casos| Media | Sigma Grupos
Control LS LS Homogéneos
Al 12 |18,5858 | 1,56057 X
A2 12 | 67,3042 | 1,56057 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Al- A2 * -48,7183 4,67859

* indica una diferencia significativa.

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuéles medias son
significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas
entre cada par de medias. Se ha colocado un asterisco junto a 1 par, indicando que este par muestra
diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95,0% de confianza. En la parte superior
de la pagina, se han identificado 2 grupos homogéneos segln la alineacién de las X's en columnas. No
existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma
columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el
procedimiento de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un
riesgo del 5,0% al decir que uno o mas pares son significativamente diferentes, cuando la diferencia
real es igual a 0.
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Tabla 26. Pruebas de Multiple Rangos para % Actividad Antiinflamatoria por
Concentracion

Me¢étodo: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Concentraciones | Casos | Media LS | Sigma LS | Grupos Homogéneos
Bl 6 22,7633 | 2,20698 X
B2 6 38,9383 | 2,20698 X
B3 6 47,3317 | 2,20698 X
B4 6 62,7467 | 2,20698 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Bl-B2 * -16,175 8,93372
Bl-B3 * -24,5683 8,93372
Bl-B4 * -39,9833 8,93372
B2 - B3 -8,39333 8,93372
B2 -B4 * -23,8083 8,93372
B3 -B4 * -15,415 8,93372

* indica una diferencia significativa.

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuales medias son
significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas
entre cada par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de los 5 pares indica que estos pares
muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95,0% de confianza. En la parte
superior de la pagina, se han identificado 3 grupos homogéneos segin la alineacion de las X's en
columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan
una misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el
procedimiento de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un
riesgo del 5,0% al decir que uno o més pares son significativamente diferentes, cuando la diferencia
real es igual a 0.
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Figura. 17 Medias del Diclofenaco y pH 5
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Tabla 27. Porcentaje de la Actividad Antiinflamatoria del patron positivo y del
Hidrolizado proteico.

Réplicas , Desv.
R1 | R2 R3 | Fromedio) coengar| CV

Concentracion

100 pg/ml 7,58% | 6,92% | 6,53% 7,01% 0,53% | 7,53%

200 pg/ml 114,50% | 13,34% | 13,12% | 13,66% | 0,74% | 540%

Hidrolizado 500 pgimi | 21,53% | 20,59% | 19,38% | 20,50% | 107% | 5,24%

1000 pg/ml  131,58% | 30,97% | 29,32% | 30,62% 1,17% | 3,81%

100 pg/ml {35,03% | 31,80% | 29,60% | 32,14% | 2,73% | 8,50%

Control 200 pg/ml 150,15% | 67,35% | 66,19% | 61,23% 9,61% |15,69%

(Diclofenaco)| 500 pg/ml  [66,18% | 81,95% | 79,40% | 75,85% | 8,46% |11,16%

1000 pg/ml 191,00% | 105,14% | 103,86% | 100,00% | 7,82% | 7,82%

Tabla 28. Analisis de Varianza para % Actividad Antiinflamatoria - Suma de
Cuadrados Tipo III

Fuente Suma de Gl Cuadrado |Razdén-F| Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS
PRINCIPALES
A:Hidrolizado y 15386,5 1 15386,5 523,83 | 0,0000
Control
B:Concentraciones 5952,58 3 1984,19 67,55 | 0,0000
INTERACCIONES
AB 1877,57 3 625,857 21,31 | 0,0000
RESIDUQOS 469,965 16 29,3728
TOTAL 23686,6 23
(CORREGIDO)

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de % Actividad Antiinflamatoria en contribuciones
debidas a varios factores. Puesto que se ha escogido la suma de cuadrados Tipo Il (por omision), la
contribucion de cada factor se mide eliminando los efectos de los demas factores. Los valores-P
prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que 3 valores-P son menores
que 0,05, estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre % Actividad
Antiinflamatoria con un 95,0% de nivel de confianza.
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Tabla 29. Pruebas de Multiple Rangos para % Actividad Antiinflamatoria por
Diclofenaco y pH 5

Meétodo: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Hidrolizado y Casos | Media LS |Sigma LS Grupos
Control Homogéneos
Al 12 16,6642 | 1,56452 X
A2 12 67,3042 | 1,56452 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Al - A2 * -50,64 4,69045

* indica una diferencia significativa.

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuales medias son
significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas
entre cada par de medias. Se ha colocado un asterisco junto a 1 par, indicando que este par muestra
diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95,0% de confianza. En la parte superior
de la pagina, se han identificado 2 grupos homogéneos segin la alineacion de las X's en columnas. No
existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma
columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el
procedimiento de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un
riesgo del 5,0% al decir que uno 0 mas pares son significativamente diferentes, cuando la diferencia
real es igual a 0.

Tabla 30. Pruebas de Multiple Rangos para % Actividad Antiinflamatoria por
Concentracion

Me¢étodo: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Concentraciones | Casos | Media LS | Sigma LS | Grupos Homogéneos

Bl 6 19,5767 2,21257 X

B2 6 37,4417 2,21257 X

B3 6 48,1717 2,21257 X

B4 6 62,7467 2,21257 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

Bl-B2 * -17,865 8,95637
Bl - B3 * -28,595 8,95637
Bl - B4 * -43,17 8,95637
B2 - B3 * -10,73 8,95637
B2 - B4 * -25,305 8,95637
B3 - B4 * -14,575 8,95637

* indica una diferencia significativa.

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuéles medias son
significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas
entre cada par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de los 6 pares indica que estos pares
muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95,0% de confianza. En la parte
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superior de la pagina, se han identificado 4 grupos homogéneos segln la alineacién de las X's en
columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan
una misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el
procedimiento de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un
riesgo del 5,0% al decir que uno o mas pares son significativamente diferentes, cuando la diferencia
real es igual a 0.
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ANEXO D

DATOS OBTENIDOS Y ANALISIS ESTADISTICO DE LA ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE DE LOS AISLADOS E HODROLIZADOS PROTEICOS
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Tabla 31. Porcentaje de Actividad Antioxidante obtenidas de los aislados proteicos

de Habichuela
Y Réplicas . Desv.
Concentracio Promedi Estanda cv
n R1 R2 R3 R 4 0 .
100 pg/ml | 11,54% | 11,06% | 10,58% | 10,10% | 10,82% | 0,62% | 5,74%
3 200 pg/ml | 16,35% | 16,11% | 15,38% | 14,90% | 15,69% | 0,66% | 4,22%
500 ng/ml | 24.28% | 23,08% | 21,39% |20,43% | 22,30% | 1,72% | 7,69%
1000 pg/ml | 31,73% | 29,81% | 29,57% | 28,85% | 29,99% | 1,23% | 4,11%
100 pg/ml | 15,61% | 14,03% | 13,57% | 12,67% | 13.97% | 1,23% | 8,81%
4| 200 pg/ml | 20.36% | 19.46% | 19.00% | 17.65% 19,12% | 1,13% | 592%
500 pg/ml | 26,70% | 23,98% | 23,08% |21,49% | 23,81% | 2,18% | 9,16%
P 1000 pg/ml | 33,71% | 33,03% | 32,13% [31,90% | 32,69% | 0,84% | 2,56%
H 100 pg/ml | 16,75% | 15,53% | 15,29% | 15,05% | 15,66% | 0,75% | 4,82%
5 200 pg/ml | 20,43% | 20,19% | 19,23% | 18,75% | 19,65% | 0,79% | 4,04%
500 pg/ml | 26,70% | 24,51% | 23,54% | 23,06% | 24,45% | 1,61% | 6,60%
1000 pg/ml | 35.92% | 34,22% | 32,04% | 30,58% | 33,19% | 2,36% | 7,10%
100 pg/ml | 13,94% | 13,70% | 13,46% | 12,50% | 13,40% | 0,63% | 4,72%
6 200 pg/ml | 18.51% | 17,31% | 16,83% |16,59% | 17,31% | 0,86% | 4,94%
500 ng/ml | 23,80% | 22,84% | 22,12% | 21,63%| 22,60% | 0,94% | 4,17%
1000 pg/ml | 34,38% | 30,53% | 28.85% | 28,61% | 30,59% | 2,67% | 8,71%
Tabla 32. ANOVA para Actividad por PH
Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 29,2641 3 9,75468 0,16 0,9215
grup

Intra grupos 733,987 12 61,1656
Total (Corr.) 763,251 15

La razon-F, que en este caso es igual a 0,15948, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el
estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la razén-F es mayor o igual que 0,05, no existe
una diferencia estadisticamente significativa entre la media de Actividad entre un nivel de PH y otro,
con un nivel del 95,0% de confianza.
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Tabla 33. Porcentaje de la Actividad Antioxidante del patrén positivo y del pH 5 de
acuerdo al contenido proteico.

Concentracion Replicas Promedio D?SV' Ccv

R1 R?2 R3 R4 Estandar
100 pg/ml | 23,57% |21,29% | 19,77%19,01% | 20,91% | 2,01% |9,62%
pH 5 (Mejor | 200 pg/ml | 28,90% | 27,76% | 27,00% | 23,19% | 26,71% | 2,47% |9,25%
Tratamiento) | 500 pg/ml | 31,56% | 30,80% | 28,14% | 27,00% | 29,37% | 2,16% |7,35%
1000 pg/ml | 39,16% | 37,64% | 34,60% | 31,94% | 35,84% | 3,22% |8,98%
100 pg/ml | 76,05% | 72,24% | 68,44% | 66,54% | 70,82% | 4,22% |5,95%
Control 200 pg/ml | 81,75% | 79,85% | 76,05% | 70,34% | 77,00% | 5,03% |6,53%
(BHT) 500 pg/ml | 89,35% | 85,55% | 83,65% | 77,95% | 84,13% | 4,75% |5,65%
1000 pg/ml | 98,86% | 91,25% | 89,35% | 87,45% | 91,73% | 5,00% |5,45%

Tabla 34. Analisis de Varianza para % Inhibicion lipidica - Suma de Cuadrados Tipo

111
Fuente Suma de Gl Cuadrado |Razon-F| Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS
PRINCIPALES
A:BHT ypH 5 20152,8 1 20152,8 1519,75| 0,0000
B:Concentracion 1666,66 3 555,553 41,90 | 0,0000
INTERACCIONES
AB 14,0985 3 4,69951 0,35 0,0000
RESIDUOS 318,254 24 13,2606
TOTAL 22151,8 31
(CORREGIDO)

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de % Inhibicion lipidica en contribuciones debidas a
varios factores. Puesto que se ha escogido la suma de cuadrados Tipo Il (por omision), la contribucion

de cada factor se mide eliminando los efectos de los demds factores.

Los valores-P prueban la

significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que 2 valores-P son menores que 0,05,

estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre % Inhibicion lipidica con un 95,0%

de nivel de confianza.
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Tabla 35. Pruebas de Multiple Rangos para % Inhibicion lipidica por BHT y pH 5

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

BHT y pH 5|Casos| Media | Sigma Grupos
LS LS Homogéneos
A2 16 |30,7263 [ 0,91037 X
7
Al 16 |80,9169 [ 0,91037 X
7
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Al -A2 * 50,1906 2,65721

* indica una diferencia significativa.

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cudles medias son
significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas
entre cada par de medias. Se ha colocado un asterisco junto a 1 par, indicando que este par muestra
diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95,0% de confianza.

Tabla 36. Pruebas de Multiple Rangos para % Inhibicion lipidica por Concentracion

Me¢étodo: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Concentracion | Casos | Media LS | Sigma LS | Grupos Homogéneos

B1 8 46,4337 1,28747 X

B2 8 52,5162 1,28747 X

B3 8 58,3788 1,28747 X

B4 8 65,9575 1,28747 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

B1-B2 * -6,0825 5,02403
B1 - B3 * -11,945 5,02403
Bl - B4 * -19,5238 5,02403
B2 - B3 * -5,8625 5,02403
B2 - B4 * -13,4413 5,02403
B3 - B4 * -7,57875 5,02403

*indica una diferencia significativa.

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cudles medias son
significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas
entre cada par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de los 6 pares indica que estos pares
muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95,0% de confianza.
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Tabla 37. Porcentaje de la Actividad Antioxidante del patrén positivo y el
Hidrolizado proteico.

Concentrac Réplicas Prome | Desv. cV
i6n R1 R?2 R3 R4 dio | Estandar

100 pg/ml |48,80% | 44,31% [ 42,25% [ 40,76% [ 44,03% | 3,50% | 7,94%

Hidroliz | 200 pg/ml |58,52% [55,34% | 53,84% |51,79% | 54,87% | 2,83% | 5,16%
ado 500 pg/ml |68,80% | 63,94% [ 62,63% | 58,33% | 63,43% | 4,31% | 6,80%
1000 pg/ml [80,77% [ 77,78% [ 76,47% [ 73,66% | 77,17% | 2,95% | 3,82%

100 pg/ml |76,05% | 72,24% | 68,44% | 66,54% | 70,82% | 4,22% | 5,95%

Control | 200 pg/ml |81,75% |79,85% | 76,05% | 70,34% | 77,00% | 5,03% | 6,53%
(BHT) | 500 pg/ml |89,35% | 85,55% | 83,65% | 77,95% | 84,13% | 4,75% | 5,65%
1000 pg/ml [98,86% | 91,25% | 89,35% [ 87,45% | 91,73% | 5,00% | 5,45%

Tabla 38. Analisis de Varianza para % Inhibicion lipidica - Suma de Cuadrados Tipo

111
Fuente Suma de Gl Cuadrado |Razon-F| Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS
PRINCIPALES
A:BHT e Hidrolizado 3542.29 1 354229 205,00 | 0,0000
B:Concentracién 3176,62 3 1058.87 61,28 | 0,0000
INTERACCIONES
AB 152,699 3 50,8996 2,95 0,0000
RESIDUOS 414,705 24 17,2794
TOTAL 7286,32 31
(CORREGIDO)

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de % Inhibicion lipidica en contribuciones debidas a
varios factores. Puesto que se ha escogido la suma de cuadrados Tipo III (por omision), la contribucion
Los valores-P prueban la
significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que 2 valores-P son menores que 0,05,
estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre % Inhibicion lipidica con un 95,0%

de cada factor se mide eliminando los efectos de los demds factores.

de nivel de confianza.
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Tabla 39. Pruebas de Multiple Rangos para % Inhibicion lipidica por BHT e
Hidrolizado

Meétodo: 95,0 porcentaje Tukey HSD

BHT e Casos| Media | Sigma Grupos
Hidrolizado LS LS Homogéneos
A2 16 |59,8744 1 1,03921 X
Al 16 | 80,9169 | 1,03921 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Al -A2 * 21,0425 3,03325

* indica una diferencia significativa.

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cudles medias son
significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas
entre cada par de medias. Se ha colocado un asterisco junto a 1 par, indicando que este par muestra
diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95,0% de confianza.

Tabla 40. Pruebas de Multiple Rangos para % Inhibicion lipidica por Concentracion

Me¢étodo: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Concentracion | Casos | Media LS | Sigma LS | Grupos Homogéneos

B1 8 57,4238 | 1,46967 X

B2 8 65,935 | 1,46967 X

B3 8 73,775 | 1,46967 X

B4 8 84,4488 | 1,46967 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

B1 - B2 * -8,51125 5,73502
Bl - B3 * -16,3512 5,73502
Bl - B4 * -27,025 5,73502
B2 - B3 * -7,84 5,73502
B2 - B4 * -18,5138 5,73502
B3 - B4 * -10,6738 5,73502

* indica una diferencia significativa.

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cudles medias son
significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas
entre cada par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de los 6 pares indica que estos pares
muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95,0% de confianza.
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ANEXO E

DATOS OBTENIDOS DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE
AISLADOS E HODROLIZADOS PROTEICOS
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Figura. 25 Actividad Antimicrobiana del aislado proteico obtenido a pH 5.

En el literal a se encuentra el control que no existe contaminacion en el aislado, el literal b muestra el

asilado contra L. monocytogenes, en el literal ¢ muestra el asilado contra B. cereus, en el literal d
muestra el asilado contra P. aeruginosa; en el literal e muestra el asilado contra S. aureus; en el literal
fmuestra el asilado contra E. coli

Tabla 41. Halos de inhibicion del aislado proteico (Mejor Tratamiento).

Concentracion Control
500 | 375 250 200 150
Réplicas | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | Positivo | Negativo

R1 -- -- - - - --

Escherichia 24
coli R2 - - - - - 23 -
Z R3 - - - - - 24 —~
e R 1 - - - - - -

8 Pseudomonas R ;g
O | aeruginosa - - - - - -
;Gg R3 -- -- - - - 25 --
> . R1 -- -- - - - 30 --

z Listeria

O | monocytogenes R2 - = - - - 29 -
% R3 -- -- - - - 31 --
D R1 -- -- - - -- 28 --
Bacillus cereus R2 -- -- - - -- 27 --
R3 - -- - - -- 28 --
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R1 I -~ - - 35 -

Staphylococcus

aureus R2 — — — — — 36 —

R3 |- - - - 34 -

Las distancias estan expresadas en milimetros (mm); el control positivo fue gentamicina (500 pg/ml) y
como control negativo se utilizd agua estéril.
El didmetro de los pocillos fue de 6 mm.

Figura. 26 Actividad Antimicrobiana del aislado proteico obtenido a pH 5.

En el literal a se encuentra el control que no existe contaminacion en el aislado, el literal b muestra el
asilado contra P. aeruginosa, en el literal c muestra el asilado contra S. aureus; en el literal d muestra
el asilado contra E. coli; en el literal e muestra el asilado contra L. monocytogenes; en el literal [
muestra el asilado contra B. cereus.
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Tabla 42. Halos de inhibicion del hidrolizado proteico (Mejor tratamiento).

Concentracion Control
500 | 375 250 200 150
Réplicas | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml| mg/ml | Positivo | Negativo
Escherichia R1 19 16 12 — — 24 6
coli R2 19 16 13 - - 23 -
R3 18 15 12 -- -- 24 -
Pseudomonas R1 12 10 8 — — 24 —
<
S | aeruginosa R2 13 10 9 - - 26 -
) R3 12 11 8 - - 25 -
@)
3 Listeria R1 18 16 14 — — 30 —
@ monocytogenes R2 19 16 14 - - 29 -
b4 R3 18 17 13 - -- 31 --
g R1 9 7 - - - 28 -
O | Bacilluscereus| R2 9 8 - - - 27 -
R3 8 7 - - - 28 -
R1 - - -- - - 35 -
Staphylococcus R 2 36
aureus —- - ~ - - -
R3 - - -- - - 34 -

Los valores presentados en la tabla representan las 3 mediciones de los diametros de inhibicion

Las distancias estan expresadas en milimetros (mm); el control positivo fue gentamicina (500 pg/ml) y
como control negativo se utilizd agua estéril.
El diametro de los pocillos fue de 6 mm.

Tabla 43. Actividad antimicrobiana de los halos de inhibicion del hidrolizado
proteico frente L. monocytogenes (ANOVA).

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 32,8889 2 16,4444 49,33 0,0002
Intra grupos 2,0 6 0,333333
Total (Corr.) 34,8889 8

96

La tabla ANOVA descompone la varianza de Halos de inhibicion (mm) en dos componentes: un
componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razon-F, que en este caso es igual a
49,3333, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el
valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la
media de Halos de inhibicion (mm) entre un nivel de Concentracién (mg/ml) y otro, con un nivel del
95,0% de confianza.
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Figura. 27 Medias de la Actividad Antimicrobiana del hidrolizado proteico frente L.
monocytogenes a diferentes concentraciones.

Figura. 28 Actividad Antimicrobiana del hidrolizado proteico (Mejor tratamiento)

frente L. monocytogenes.
En esta figura se muestra el hidrolizado proteico del mejor tratamiento frente a la bacteria L.

monocytogenes; en el literal a se encuentra la réplica 1; en el literal b la réplica 2 y en el literal c se
muestra la réplica 3.

Tabla 44. Actividad antimicrobiana de los halos de inhibicion del hidrolizado
proteico frente E. coli. (ANOVA).

Fuente Suma de|Gl [Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos 60,2222 2 30,1111 90,33 0,0000

Intra grupos 2,0 6 |0,333333

Total (Corr.) 62,2222 8

La tabla ANOVA descompone la varianza de Halos de inhibicion (mm) en dos componentes: un
componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razon-F, que en este caso es igual a
90,3333, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos.
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Figura. 29 Medias de la Actividad Antimicrobiana del hidrolizado proteico frente E.
coli a diferentes concentraciones.

Figura. 30 Actividad Antimicrobiana del hidrolizado proteico (Mejor tratamiento)
frente a E. coli.

En esta figura se muestra el hidrolizado proteico del mejor tratamiento frente a la bacteria E. coli; en
el literal a se encuentra la réplica 1; en el literal b la réplica 2 y en el literal c se muestra la réplica 3.
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Tabla 45. Actividad antimicrobiana de los halos de inhibicion del hidrolizado
proteico frente P. aeruginosa (ANOVA).

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
Entre grupos 24,0 2 12,0 36,00 0,0005
Intra grupos 2,0 6 0,333333
Total (Corr.) 26,0 8

La tabla ANOVA descompone la varianza de Halos de inhibicion (mm) en dos componentes: un
componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razon-F, que en este caso es igual a
36,0, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-
P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media
de Halos de inhibicién (mm) entre un nivel de Concentracién (mg/ml) y otro, con un nivel del 95,0% de
confianza.
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Figura. 31 Medias de la Actividad Antimicrobiana del hidrolizado proteico frente P,
aeruginosa a diferentes concentraciones.
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Figura. 32 Actividad Antimicrobiana del hidrolizado proteico (Mejor tratamiento)

frente a P. aeruginosa.
En esta figura se muestra el hidrolizado proteico del mejor tratamiento frente a la bacteria P.
aeruginosa; en el literal a se encuentra la réplica 1, en el literal b la réplica 2 y en el literal ¢ se muestra
la réplica 3.

Tabla 46. Actividad antimicrobiana de los halos de inhibicion del hidrolizado
proteico frente B. cereus (ANOVA)

Fuente Sumade | Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 6,0 1 6,0 18,00 0,0132

Intra grupos 1,33333 4 0,333333
Total (Corr.) 7,33333 5

La tabla ANOVA descompone la varianza de Halos de inhibicion (mm) en dos componentes: un
componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razon-F, que en este caso es igual a
18,0, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-
P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media
de Halos de inhibicion (mm) entre un nivel de Concentracién (mg/ml) y otro, con un nivel del 95,0% de
confianza.
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Figura. 33 Medias de la Actividad Antimicrobiana del hidrolizado proteico frente B.
cereus a diferentes concentraciones.

Figura. 34 Actividad Antimicrobiana del hidrolizado proteico (Mejor tratamiento)

frente a B. cereus.
En esta figura se muestra el hidrolizado proteico del mejor tratamiento frente a la bacteria B. cereus,

en el literal a se encuentra la réplica 1, en el literal b la réplica 2 y en el literal ¢ se muestra la réplica
3.
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Figura. 35 Actividad Antimicrobiana del hidrolizado proteico (Mejor tratamiento)

frente a S. aureus.
En esta figura se muestra el hidrolizado proteico del mejor tratamiento frente a la bacteria S. aureus,

en el literal a se encuentra la réplica 1, en el literal b la réplica 2 y en el literal ¢ se muestra la réplica
3.

Figura. 36 Control del hidrolizado proteico (Mejor tratamiento).
En esta figura se muestra el control del hidrolizado proteico del mejor tratamiento, evidenciandose
claramente que no existe contaminacion.
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ANEXO F

FOTOGRAFIAS
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Figura. 37 Precipitacion de proteinas.

Figura. 39 Liofilizacioén de las muestras.
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Figura. 42 Electroforesis SDS-PAGE.
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Figura. 44 Inoculacion del hidrolizado proteico.
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