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RESUMEN

Esta investigacion se basé en la extraccion, caracterizacion, estudio de la digestibilidad
gastrointestinal y actividades biologicas (antioxidante y antiinflamatoria) de las
proteinas presentes en la torta de sésamo.

Se realiz6 la extraccion de la proteina por precipitacion isoeléctrica, utilizando agua y
solucion de NaCl 1M como solventes, a diferentes pHs de precipitacion: 3,0; 4,0; 5,0;
6,0 y 7,0. Con el pH 7,0 se obtuvo un mayor rendimiento proteico: 14,73 y 17,21%,

utilizando agua y sal, respectivamente.

Se identificd el perfil de proteinas presentes en los aislados, encontrando bandas entre:
6,5 y 50 KDa con la técnica de electroforesis SDS-PAGE, en este gel se observd
albiminas 2S, globulinas 7S, subunidades acidas y basicas de globulinas. Las bandas de
proteinas identificadas con Native PAGE presentaron pesos moleculares entre: 35 y 198
KDa.

Las proteinas de sésamo fueron sometidas a hidrdlisis gastrica a pHs: 1,2; 2,0; 3,2; 4,5;
5,5 y analizadas mediante electroforesis SDS-PAGE. Los aislados se hidrolizaron a pH
1,2y 2,0 con la accion de la pepsina, mientras que a los demas pHs la enzima géastrica no
presentd actividad. La digestion duodenal se llevé a cabo a pH 3,2; donde las proteinas
fueron hidrolizadas casi en su totalidad con excepcion de una banda proteica de 15 KDa.

Finalmente se determiné que las proteinas precipitadas a pH 7,0 y con una concentracién
de 500 pg/ml, presentan mayor actividad antioxidante con un valor de: 31,26%; mientras
que con una concentracion de 1000 pg/ml, estas proteinas tienen mayor efecto
antiinflamatorio en relacién a los demas pHs y concentraciones proteicas ensayadas, con
un valor de: 43,23%.

Palabras Clave: sésamo, proteinas, digestibilidad gastrointestinal, electroforesis,

actividad antioxidante.
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ABSTRACT

The extraction, characterization, gastrointestinal digestibility and biological activities
(antioxidant and anti-inflammatory) of the proteins present in defatted sesame flour were

evaluated in this study.

The protein extraction by isoelectric precipitation was obtained, using water and 1M salt
solution (NaCl) as solvents, at different pHs of precipitation: 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 and 7,0.
The higher protein yield was obtained with protein isolate precipitated at pH7,0 with
values of 14,73 and 17,21%, for water and salt methods, respectively.

Protein profiles present in the isolates were identified with bands between 6.5 and 50
KDa with the SDS-PAGE electrophoresis method. 2S albumins, 7S globulins, and
subunits acidic and basic of globulins were observed.

Sesame proteins were submitted to gastric hydrolysis at pHs: 1,2; 2,0; 3,2; 4,5; 5,5 and
were analyzed by SDS-PAGE electrophoresis. Isolates at pH 1.2 and 2.0 with pepsin
action were hydrolyzed. This gastric enzyme had no activity at other pHs, isolates
remained intact. Duodenal digestion was carried out at pH 3,2. Proteins were hydrolyzed
almost entirely except for the 15 kDa protein band.

Finally, protein precipitated at pH 7,0 with a concentration of 500 pg/ml, was the best
treatment, presenting the highest antioxidant activity. Using the same pH with 1000
ug/ml of protein concentration, the protein isolate had higher anti-inflammatory activity

respected to the other pHs and protein concentrations tested, with a value of: 43.23 %.

Keywords: sesame, proteins, gastrointestinal digestibility, electrophoresis, antioxidant

activity.
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INTRODUCCION

El sesamo (Sesamum indicum), mas conocido en Latinoamérica como ajonjoli, es una
planta perteneciente a la familia Pedaliaceae que puede alcanzar hasta 1,5 metros de
altura y se desarrolla en climas calidos, sus frutos son algodonosos con forma de
capsula, en su interior se encuentran las semillas que tienen de 2 a 5 mm de longitud,

pueden ser de color marron, rojo, negro o blanco (Chiriboga, 2013).

Esta oleaginosa es cultivada en paises tropicales (Onsaard y col., 2010), se da
principalmente en América central, Africa tropical y en el este de Asia, con una
produccién mundial para el afio 2011 de 4 millones de toneladas (FAOSTAT, 2011),
Tailandia produjo 48840 toneladas métricas, por lo que el sésamo se convirtio en el
cultivo mas importante de este pais (Singharaj y Onsaard, 2015).

En el Ecuador, la explotacion comercial del sésamo inici6 en el afio 1960, se realizaron
importaciones de paises como: Venezuela, Colombia y Nicaragua, siendo las variedades
mas relevantes: Aceitera, Precoz, Chino Rojo, Venezuela 51, entre otras. Este cultivo se
desarrolla especialmente en la provincia de Manabi, su forma de consumo es tostado, se
utiliza en panaderia y para decorar dulces tradicionales de la provincia (Rodriguez,
2011). EI INIAP ha mejorado el rendimiento de este cultivo, aplicando algunas técnicas
de siembra en sus estaciones experimentales de Portoviejo y Babahoyo, potenciando el
desarrollo de dos variedades comerciales: Portoviejo 1 y Aceitosa (INIAP, 1974).

Gandhi y Srivastava (2007), indican que las semillas de sésamo son utilizadas por las
industrias como materia prima para extraccion del aceite, debido a su alto rendimiento y

calidad nutricional.
Estas semillas son una fuente importante de proteinas, su contenido varia entre el 17 y

23%, con una gran cantidad de metionina, del 42 al 50% de aceite (oleico y linoleico) y
del 4 al 7% de cenizas (Balderrama, 2010).
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La torta de sésamo, es un subproducto obtenido a partir de la extraccion del aceite, éste
es usado para la alimentacién animal ya que contiene aproximadamente 50% de proteina
(Espinal, 2006), también se puede obtener concentrados o aislados proteicos que estan
siendo estudiados especialmente en Tailandia y Canada, en pro del mejoramiento de la
nutricion humana. Los aislados proteicos vegetales, en general se obtienen mediante
solubilizacion éacida o alcalina, después de la extraccion de su aceite (Lopez y col.,
2003), el uso de proteinas vegetales ha incrementado en la industria alimentaria, debido
a su alto valor proteico, buenas propiedades funcionales y bajo contenido de anti

nutrientes (Abugoch y col., 2008).

Segun Achouri y col. (2012), la mayoria de las proteinas presentes en las semillas de
sésamo son de almacenamiento compuestas de globulinas (67,3%), albuminas (8,6%),
prolaminas (1,4%) y glutelinas (6,9%), existiendo otras en menor porcentaje. En tal
virtud, la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE, es la mas idénea
para caracterizar proteinas de sésamo, su uso es practico y confiable, ya que las
proteinas de almacenamiento son extremadamente susceptibles a fluctuaciones
ambientales (Akbar y col., 2012). También este método es rapido y econémico a nivel
de muestra, puesto que se requieren microgramos de proteina (Arias, 2013).

Es importante determinar el contenido proteico de vegetales como un conocimiento
inicial para realizar estudios mas profundos como: caracterizacion, propiedades
fisicoquimicas, funcionales y de digestibilidad. Existen algunos métodos colorimétricos
para la cuantificacion proteica, los mas conocidos son: Biuret, Lowry, Bradford y BCA.
El método Biuret es el mas simple y econdmico para la determinacion de proteinas
solubles, cuyo principio es la formacion de un complejo plrpura entre sustancias que
contienen dos 0 mas enlaces peptidicos y sales de cobre alcalinas (Herrera y Bolafos,
2003), la intensidad del color es directamente proporcional a la cantidad de proteinas,
esta reaccion es bastante especifica, por lo tanto existe poca interferencia de sustancias

no proteicas (Segal y Ortega, 2005).

Xvii



Las propiedades funcionales y fisicoquimicas que presentan los aislados proteicos de
sésamo, hacen de éstos, importantes ingredientes para ser utilizados como suplementos
nutricionales en bebidas, en productos de panaderia y confiteria (Achouri y col., 2012).
También, los hidrolizados proteicos que se obtienen mediante tratamientos con enzimas,
son ampliamente usados en tecnologias alimentarias debido a que se potencian las
propiedades nutricionales y funcionales de las proteinas originales (Benitez y col.,
2008). Cuando se aplica un proceso de hidrolisis, se consigue la ruptura de enlaces, el
peso molecular de las proteinas disminuye, su carga aumenta y se liberan grupos
hidrofébicos. Estos cambios a nivel molecular influyen en el aumento de Ia
digestibilidad y disminucion de la alergenicidad (Wang y col., 2006), por otro lado, se
liberan péptidos bioactivos, los cuales estdn siendo objeto de estudio para determinar
actividades biologicas y su posible aplicacion en alimentos como ingredientes
funcionales (Hong y col., 2008), o aplicaciones clinicas en la reduccion de determinados
problemas de salud (Sato y col., 2006).

Las actividades bioldgicas: antioxidante y antiinflamatoria, han sido estudiadas tanto en
extractos, como en metabolitos secundarios aislados de fuentes naturales, ya que
presentan grandes beneficios para la salud. Particularmente, se ha incrementado el
interés por las sustancias antiinflamatorias de origen vegetal, porque los anti-
inflamatorios clasicos provocan efectos secundarios en el organismo (Gomez y col.,
2011).

Segln Reyes (2011), los antioxidantes son compuestos que inhiben la oxidacién de
sustratos susceptibles al oxigeno ya que donan sus hidrogenos a éstos y protegen las
ceélulas contra el dafio de los radicales libres. Por otro lado, los antiinflamatorios se
utilizan para prevenir o disminuir inflamacion en los tejidos, ya que impiden o inhiben la
biosintesis de sus agentes mediadores, conocidos como eicosanoides o derivados del

acido araquidonico (Henriques y col., 2014).
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CAPITULO |

EL PROBLEMA

1.1 Tema de la Investigacion

Evaluacion del grado de digestibilidad gastrointestinal, actividad antioxidante y

antiinflamatoria in vitro de aislados proteicos de torta de sésamo (Sesamum indicum).

1.2 Justificacion

El sésamo (Sesamum indicum), es un cultivo oleaginoso, cuyas semillas son ricas, no
solo en aceites esenciales, sino también en proteina de alta calidad en un 25% de su
composicion (Rodriguez, 2011) y las industrias dedicadas a la extraccion de aceite de

este tipo de semillas generan subproductos como la torta de sésamo.

Una de las principales caracteristicas de esta torta, en relacion a otras fuentes proteicas,
es su alto contenido en metionina (Murilla y Cuca, 1969), por lo que generalmente este
residuo industrial es utilizado para la elaboracién de productos balanceados que

contribuyen a la alimentacion animal (Espinal, 2006).

Existen estudios de digestibilidad de las proteinas presentes en la torta de sésamo
realizados en el Ecuador, en donde se demuestra que este subproducto es una fuente
proteica y por ello energética que beneficia el crecimiento y desarrollo de codornices
(Chiriboga, 2013), pero no existen estudios simulando las condiciones de digestion
humana, para determinar el beneficio del consumo de esta torta en nifios, jovenes y

adultos de nuestro pais, lo que podria promover la produccién de alimentos que se



elaboren con aislados proteicos de sésamo o en combinacion con otras fuentes proteicas

como la soya, quinua o amaranto.

En el Ecuador, este cultivo tiene importancia tanto econémica como industrial. Existe un
marcado déficit de materia prima para la produccion de aceites refinados y confiteria,
recurriendo asi a las importaciones para satisfacer la demanda interna (Rodriguez,
2011).

El gobierno ecuatoriano, por medio del Plan Nacional del Buen Vivir PNBV, busca
erradicar la desnutricion cronica en nifios y nifias menores de 2 afios y revertir la
tendencia de obesidad y sobrepeso en nifios y nifias de 5 a 11 afos.

Segun el MAGAP (2013), en nuestro pais el MIES ha puesto en marcha programas de
nutricion de nifios en escuelas de bajos recursos donde se toma en cuenta al sésamo y
otros cultivos como la quinua para promover su consumo en pro de una buena nutricion
infantil, por lo que ha aumentado en los Gltimos afios el interés por encontrar fuentes
proteicas de origen vegetal que sean econdmicamente accesibles y de facil asimilacién

que podrian de cierta manera sustituir las fuentes proteicas de origen animal.

También la nueva Matriz Productiva pretende realizar cambios para crear una economia
diversificada e incluyente, orientada al conocimiento e innovacion, impulsando a los
sectores estratégicos a no ser Unicamente productores de materias primas, sino también
generadores de productos con valor agregado, sustituyendo las importaciones por
productos capaces de ser competitivos a nivel nacional e internacional (PNBV 2013-
12017).

Por lo tanto, en este estudio, al aplicar un proceso econdmico de extraccion proteica a

nivel de laboratorio y al realizar aportaciones de conocimiento cientifico confiables,

acerca del grado de digestibilidad gastrointestinal y actividades biol6gicas que podrian

presentar los aislados proteicos de sésamo, se contribuye para que las pequefias y

medianas empresas de alimentos, opten por explotar los subproductos generados en la

extraccion de aceites, creando nuevas lineas de produccién como son los alimentos
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funcionales o aislados proteicos como producto terminado y de esta manera el sésamo
sea una alternativa méas de trabajo y de produccion, contribuyendo asi al mejoramiento

socio-economico de la poblacion ecuatoriana.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Evaluar el grado de digestibilidad gastrointestinal, actividad antioxidante vy

antiinflamatoria in vitro de aislados proteicos de torta de sésamo (Sesamum indicum).

1.3.2 Objetivos Especificos

Aislar las proteinas solubles presentes en la torta de sésamo por precipitacion

isoeléctrica a diferentes pHs.

e Establecer el grado de hidrdlisis enzimética de las proteinas de la torta de sésamo
simulando condiciones fisioldgicas mediante la técnica de electroforesis SDS-
PAGE.

e ldentificar la existencia de actividad antioxidante en los aislados proteicos
mediante el método TBARS.

e Determinar la actividad antiinflamatoria de los aislados proteicos mediante

el método de alblimina desnaturalizada.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes investigativos

Las proteinas de la dieta aportan los aminoacidos necesarios para el desarrollo y
mantenimiento de células y tejidos de nuestro organismo. Como consecuencia de la
digestion de las proteinas, ademéas de aminodcidos libres, se liberan péptidos, que son

cadenas con distintos nimeros de aminoacidos (Oseguera, 2009).

Orrufio y Morgan (2011), estudiaron la resistencia de las principales proteinas de
almacenamiento de las semillas sésamo (albumina 2S, globulinas: 7S y 11 S), a las
enzimas proteoliticas digestivas (pepsina, tripsina y quimotripsina). ElI grado de

proteolisis obtenido se control6 por SDS-PAGE.

Bedigian y col. (1985), indicaron que las semillas de sésamo son una importante fuente
de aceites (44-58%), proteina (18-25%), e hidratos de carbono (13,5%) que

tradicionalmente se consumen de forma directa.

Algunos estudios proporcionan informacion valiosa sobre la estructura secundaria de las
proteinas de seésamo, que podria ser un apoyo importante para una mejor comprension de
la relacion entre sus propiedades estructurales y funcionales, de esta manera fomentar la
utilizacion de las proteinas de sésamo como ingrediente en la produccién de alimentos

funcionales (Achouri y col., 2013).

Los aminoacidos que predominan en las semillas de sésamo son: arginina (4,55%),

glicina (3,97%), leucina (3,20%) y serina (2,95%). La metionina, que es un aminoacido



esencial limitante se encuentra en un 1,37%, dichos valores fueron encontrados en 93%
de materia seca (Chiriboga, 2013).

La torta de sésamo, solido resultante de la extraccion del aceite de estas semillas, es un
subproducto que por su alto contenido de proteinas se utiliza en la fabricacion de
alimentos concentrados para animales (Espinal, 2006), presentando asi del 44 al 50% de
proteina, del 10 al 12% de extracto etéreo, 5-7% de fibra cruda y del 5 al 12% de cenizas
(Balderrama, 2010).

Se han realizado estudios acerca de la influencia del pH y la concentracién de sal sobre
la solubilidad y algunas propiedades funcionales de los aislados proteicos de sésamo,
como por ejemplo Khalid y col. (2003), identificaron que a pH 3,0 y a pH 5,0 se obtiene
la méxima y minima solubilidad, respectivamente. La capacidad emulsionante, la
estabilidad de la emulsion, asi como la capacidad de formaciéon de la espuma son
significativamente afectadas por los niveles de pH y concentraciones de sal. Achouri y
Boye (2012), indicaron que la maxima extraccion de proteinas de sésamo se dan entre
los pH 7,0 y 10,0; en presencia de concentraciones de NaCl entre 0,6 y 1 M. También
demostraron que el rendimiento de los aislados incrementa conforme la concentracion de
sal es mas alta y finalmente caracterizaron las proteinas aisladas con cloruro de sodio y
sulfato de amonio aplicando la técnica de electroforesis SDS-PAGE, mostrando

diferencias en los perfiles proteicos obtenidos.

Onsaard y col. (2010), analizaron proteinas de sésamo extraidas por diferentes métodos
a partir de la torta: precipitacion con soluciones de sal a diferentes concentraciones y con
soluciones alcalinas de pH 7,0 a 12,0. Los resultados de este estudio indican que la
solubilidad e indice de actividad de emulsién de las proteinas de sésamo son superiores

en comparacion a las proteinas de soya.

Singharaj y Onsaard (2015), caracterizaron concentrados de proteinas obtenidas de

diferentes variedades de sésamo a partir de precipitacion isoeléctrica con agua,

determinando asi, el rendimiento (40.8% - 41.14%) y contenido proteico (79.85% -

80.92%). También aplicaron la técnica de electroforesis SDS-PAGE bajo condiciones
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reductoras y no reductoras, estableciendo los rangos de peso molecular de las bandas
proteicas: 12-39 (KDa) y 42-83 (KDa), respectivamente.

Fukuda y col. (1986), aseguran que las semillas de sésamo contienen antioxidantes
naturales tales como sesamina y sesamolina, por esta razon se utilizan como ingredientes
activos en antisépticos, bactericidas, viricidas y desinfectantes. También se han realizado
estudios de actividad antioxidante, tanto en aislados como en hidrolizados proteicos de
sésamo. Liuy Chiang (2008), publicaron valiosas aportaciones cientificas acerca de los
hidrolizados, estableciendo que éstos poseen alta actividad frente a la eliminacién de
radicales libres al ser tratados con tripsina e identificaron sus pesos moleculares
mediante electroforesis SDS-PAGE, después de su tratamiento con bromelina y tripsina.
También se han obtenido hidrolizados proteicos de sésamo con la accion de papaina,
para estudiar su solubilidad y peso molecular, encontrando que estos hidrolizados
presentan mejores propiedades funcionales que los aislados e incrementa su solubilidad
entre el pH 5,0 y 7,0. También se ha determinado que el proceso de hidrolisis reduce
significativamente el peso molecular de las proteinas confiriéndoles mayores
caracteristicas nutricionales, funcionales y de digestibilidad (Bandyopadhyay y Ghosh,
2002).

Nakano y col. (2006), han establecido conclusiones importantes acerca de la actividad
antihipertensiva de péptidos de sésamo. Su estudio se llevo a cabo in vivo, sobre ratas
hipertensas, identificando que la presion arterial sistélica disminuye al suministrar
diferentes dosis de péptidos en polvo. Por lo tanto, estos compuestos bioactivos podrian
prevenir o tratar la hipertension arterial en seres humanos. De igual manera, Hong y col.
(2008), corroboraron con su estudio que los péptidos de sésamo disminuyen la presion

arterial sin provocar efectos contraproducentes.

Biswas y col. (2010), han evaluado las actividades: hipocolesterolémica y antioxidante
en ratas (modelo in vivo), determinando que los aislados proteicos de sésamo
disminuyen tanto la concentracion de colesterol en el plasma como la peroxidacion

lipidica y también aumentan el colesterol HDL (alta densidad).



En la investigacion realizada por Ranjana y col. (2012), se identifico que el sésamo
contiene péptidos bioactivos con actividad antibacteriana y presentaron una mayor
inhibicidn sobre el crecimiento de la bacteria gram negativa Pseudomona aeruginosa en
comparacion con la gram positiva Bacillus subtilis.

Por otro lado, dichos investigadores descubrieron que los péptidos con bajo peso
molecular, menor a 1 kDa, fueron mas efectivos en comparacion con los complejos

proteicos e hidrolizados de proteina cruda.

La actividad antiinflamatoria en vegetales, ha despertado en los ultimos afios un gran
interés cientifico, debido a las graves enfermedades que se desencadenan a partir de
inflamaciones cronicas en ciertas partes del organismo. EXisten investigaciones
realizadas en la sesamina en donde se comprueba que este componente natural del aceite
de sésamo posee potente actividad antiinflamatoria y podria evitar o prevenir la
evolucion de enfermedades que cursan procesos inflamatorios (Henriques y col., 2014),
pero no se evidencian investigaciones similares desarrolladas en proteinas de esta

semilla.



2.2 Hipotesis

¢Existe influencia del pH de precipitacion en el rendimiento, actividad antioxidante y

antiinflamatoria de los aislados proteicos de la torta de sésamo?

Hipotesis Nula

Ho: El pH de precipitacion no influye en el rendimiento, actividad antioxidante y

antiinflamatoria de los aislados proteicos de la torta de sésamo.

Hipotesis Alternativa

Ha: ElI pH de precipitacion si influye en el rendimiento, actividad antioxidante y

antiinflamatoria de los aislados proteicos de la torta de sésamo.

2.3 Sefialamiento de variables de la hipdtesis

2.3.1 Variables independientes
e Diferentes pH de precipitacion proteica.

2.3.2 Variables dependientes

e Rendimiento de aislados proteicos.
e Actividad antioxidante

e Actividad antiinflamatoria



CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

Las pruebas experimentales se realizaron en el laboratorio de Alimentos Funcionales
BIO-PROPEPTI, de la Facultad Ciencia e Ingenieria en Alimentos de la Universidad

Técnica de Ambato.

3.1 Materiales

3.1.1Materia prima

Las semillas de sésamo con las que se trabajé fueron adquiridas en el mercado Modelo

de la ciudad de Ambato y presentaron un color marrén oscuro.

3.1.2 Equipos

e Balanza analitica Precisa gravimétrica AG Pietikon

e Balanza analitica OHAUS Modelo V71P30T

e Balanza VWR-224AC

e Centrifuga, eppendorf Modelo 5702

e Congelador Mabe

e Congelador Panasonic Healthcare ultra-low Temperature freezer
e Destilador de agua, Easy Linea 150

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

e Liofilizador Bench Top Pro Modelo BTP-3ESOVW



e Microcentrifuga Labnet Modelo C2400-B

e Microincubador, Esco, Provolcell Shaking

e pHmetro Mettler Toledo y Thermo scientific
e plancha de calentamiento y agitacion VWR
e Refrigerador Indurama Modelo RI-470

e Vortex Mixer VWR

3.1.3 Reactivos

e Acido acético glacial MERCK

e Acido tiobarbittrico APPLICHEM PANREAC

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

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

e Bis-acrilamida, # 15512-023, Invitrogen BIO-RAD

e Bicarbonato de sodio J.T.BAKER

o Butil hidroxi tolueno (BHT) VULKANOX

e Coctel de enzimas (a-cymotripsina, Tripsina, Lipasa, Colipasa) SIGMA
e Cloruro de sodio J.T. BAKER

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

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

¢ Diclofenaco de sodio (concentracion: 50 mg)

e Etanol MERCK

e Estandar de proteinas, Dual Color, # 161-0374, BIO-RAD
e Estandar de proteinas SDS-PAGE, # 161-0318, BIO-RAD
e Fosfato de sodio di basico y monobasico

e Glicina# 161-0724, BIO-RAD

e Glicerol, Invitrogen # 15514-011

e Hidréoxido de sodio MERCK

e n-Hexano MERCK
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e 2-B-mercaptoetanol # 161-0710, BIO-RAD

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

e Pepsina from procine gastric mucosa # P6887-106 SIGMA

e Sulfato de cobre pentahidratado MERCK

e Tartrato de sodio y potasio MERCK

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

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

e TEMED (N,N,N°,N -Tetramethiletilendiamina), Invitrogen BIO-RAD
e Yoduro de potasio J.T. BAKER

e Sales biliares (Taurocolato y Glycodesoxicolato de sodio) SIGMA

3.1.4 Insumos y utensilios

Agua destilada, camara fotografica, envases de plasticos, frascos de plastico con tapa
hermética, guantes, gradillas, material de vidrio y plastico, micropipetas, molino manual,
papel absorbente, filtro, de aluminio, parafilm, tubos ependorf, tubos para centrifuga de
50 ml, puntas plasticas para pipetas.

3.2 Métodos

3.2.1 Obtencion de la torta de sésamo

Se extrajeron las impurezas encontradas entre las semillas de sésamo, después éstas
fueron molidas mediante el uso de un molino manual obteniéndose una pasta (torta)
homogénea, se dejé reposar durante 24 horas y se separd la mayor cantidad de aceite

posible de la pasta precipitada.

3.2.2 Desengrasado de la torta de sésamo

La torta de sésamo fue desengrasada con n-hexano (solvente organico) en relacién 1:10

(p/v), con agitacion constante durante 24 horas, a continuacion se separd la torta del
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hexano mediante filtracién y se la sec6 en una estufa de conveccién lan incubator

Modelo In-010 a 40°C, finalmente fue conservada a 5 °C hasta su utilizacion.

3.2.3 Anélisis proximal

Se realizé el analisis proximal de la torta de sésamo en el Laboratorio de Control y

Anadlisis de Alimentos de la FCIAL-UTA, mediante los siguientes métodos:

Tabla 1. Métodos aplicados para el analisis proximal de la torta de sésamo

ENSAYOS METODOS
Cenizas AOAC Ed 19,2012 923.03
Proteina AOAC Ed 19,2012 2001.11

Humedad AOAC Ed 19,2012 925.10

Grasa AOAC Ed 19,2012 2003.06
Fibra Cruda INEN 522
Carbohidratos Totales Calculo

3.2.4 Obtencidn de aislados proteicos de sésamo:

METODO 1:

Se utiliz6 la torta de sésamo para obtener aislados proteicos mediante precipitacion
isoeléctrica, siguiendo el protocolo utilizado por Martinez y Afi6n (1996), con
modificaciones en el proceso de centrifugacion que se realizd6 a 4400 rpm por 30
minutos. Se trabajo con pH de solubilizacién 7,0 y de precipitacion: pH 3,0; pH 4,0; pH
5,0; pH 6,0 y pH 7,0. El ajuste de pHs se realizd en plancha de agitacion Isotemp (Fisher
Scientific) a 400 rpm por 30 minutos. Los ensayos se llevaron a cabo por triplicado.

12



Torta de sésamo ———» RECEPCION
Tortay agua, 1:10 (wlv) ————» DISOLVER
NaOH (2N) ____ AJUSTAR pH: 7,0

CENTRIFUGADO

30 min. a 4400 rpm

HCL @N) ——— | soprenapaNTE| P 3070
REFRIGERACION 24h.a5°C
wor @ —— | WEJTAES | oo
CONGELADO | -80°C
LIOFILIZADO
 ALMACENADO | 5°C

Figura 1. Obtencion de aislados proteicos de la torta de sésamo, método 1
Elaborado por: Tatiana Poveda
Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI

METODO 2:

Las proteinas también fueron aisladas mediante precipitacion salina en presencia de una
solucion de cloruro de sodio 1M, segun el método descrito por Achouri y col. (2013)
con modificaciones en cuanto a los pHs de solubilizacion y precipitacion, tiempo y rpm
en el proceso de centrifugado. El ajuste del pH de solubilizacion a 7,0 se realizé en
plancha de agitacion Isotemp (Fisher Scientific) a 1200 rpm durante 30 minutos y el

ajuste a los pHs de precipitacién (3,0; 4,0; 5,0; 6,0 y 7,0), se utilizé la misma plancha
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pero a 350 rpm durante 30 minutos. Una vez obtenida la proteina por ambos métodos se

obtuvo el rendimiento aplicando la siguiente formula:

w final proteina (g)
R (O = 1
(%) w inicial proteina (g) * 100

Torta de sésamo 4’1 RECEPCION
1Ol 1M, 1:6 (wiv) —.[ DISOLVER |

NaOH ON) —»  AWSTAR | pH:70

AGITACION h

| CENTRIFUGADO 1 | 1030 min. 2 4400 rpm

HCl QN) ——» AJUSTAR | pH:3.0-7.0

REFRIGERACION | 24ha3°C

Precipitado —b{ LAVADO 1 ‘ Agua destilada

[CEN‘TRIFUGADO 2 | 15 min a 4400 rpm
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‘ Agua destilad
| LAVADO? et

| CENTRIFUGADO 3 15 min a 4400 rpm

NaOH @N) —»  NeumRALIZAR | PH: 7.0

} CONGELACION | -80°C

[ LIOFILIZADO 1

i DIALISIS Porosidad membrana (5000Da)

{ LIQFILIZADO 2

A
o
]

] ALMACENADO

Figura 2. Obtencion de aislados proteicos de la torta de sésamo, método 2

Elaborado por: Tatiana Poveda
Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI

3.2.5 Caracterizacion de los aislados proteicos:

3.2.5.1 Cuantificacién proteica:

Para determinar la cantidad de proteina presente en los aislados proteicos, se aplico el
método colorimétrico de Biuret, descrito por Gornall y col. (1949), se realiz6 la

preparacion de las muestras y del reactivo de Biuret de la siguiente manera:

Preparacion del reactivo de Biuret: Se pes6 9, 3 y 5 g de tartrato de sodio y potasio,

sulfato de cobre y yoduro de potasio, respectivamente. Estos reactivos fueron afiadidos a
400 ml de NaOH 0,2 M en el orden mencionado, en un bal6n de aforo de 1 litro y se

ajustd el volumen afiadiendo 600 ml de agua destilada.
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Preparacion de la muestra: Se pesé entre 10 a 15 mg del aislado proteico en tubos

eppendorf directamente en la balanza analitica, se encerd y después se afiadié 1 ml de
agua destilada y 75 ul de NaOH 0,2 M. Se mantuvo la muestra en agitacion durante 10
min y mientras seguia en movimiento se tomo dos alicuotas de 250 ul y se anadié a
cada una 1,25 ml del reactivo de Biuret. Posteriormente las alicuotas fueron llevadas a
centrifugacion por 30 minutos a 13000 rpm, luego se colocaron las muestras en la base
de tubos ependorf previamente enfriada en la refrigeradora y finalmente se procedio a la
lectura en el espectrofotometro modelo DR 5000 a 540 nm. Los ensayos se realizaron
por duplicado, con dos réplicas para cada muestra de proteina aislada a diferentes pHs
(3,0; 4,0; 5,0; 6,0 y 7,0).

Preparacién del blanco: En un tubo eppendorf, se mezclé 1 ml de agua destilada con 75

ul de NaOH 0,2 M, se tom¢é una alicuota de 250 ul y se afiadio 1,25 ml del reactivo de
Biuret.

3.2.5.2 Electroforesis SDS-PAGE y Native- PAGE:

Para la separacion proteica, se aplicd la técnica analitica de electroforesis en gel de
dodecil sulfato de sodio-poliacrilamida (SDS-PAGE) utilizando el método descrito por
Laemmli (1970) con modificaciones, con un equipo Bio-Rad, modelo Mini Protean Il
(Bio-Rad Life Science, USA).

Preparacién de la muestra: Se pes6 10 mg de proteina directamente en un tubo

eppendorf y se afiadio 1 ml de agua destilada. Se tomd 200 pl de la solucion proteica y
se mezcl6 con 200 ul de buffer de muestra, este buffer fue preparado con: agua destilada
(4,8ml), Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 (1,2ml); glicerol puro (1,0 ml), SDS al 10% (2,0 ml), B-
mercaptoetanol (0,6 ml) y azul de bromofenol. Después la mezcla fue calentada a 80°C,
por 10 minutos a 400 rpm en un microincubador. Este procedimiento se realizd para

cada proteina obtenida a diferentes pHs de precipitacion.
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Preparacion de los geles de poliacrilamida: EI gel superior se prepar6 a una

concentracion del 4%, con los siguientes reactivos: agua destilada (2,2 ml), Tris HCI
1.5M a pH 6,8 (0,42 ml), acrilamida al 30% (0,7 ml), SDS al 10% (3,3 pul),
tetrametiletilenediamina (TEMED) (6 ul), persulfato de amonio al 10% (PSA) (20 nl).
En cambio, el gel inferior se prepar6 al 12%, con los siguientes reactivos: agua destilada
(1,425 ml), Tris HCI 1M a pH 8,8 (3 ml), acrilamida al 30% (3 ml), SDS al 10% (75 ul),
tetrametiletilenediamina (TEMED) (9 ul), PSA al 10% (30 ul). Se coloca primero el gel
inferior y luego el superior en placas de vidrio formando un solo gel de 1 mm de

espesor.

Una vez obtenidos los geles, se armé el equipo de electroforesis, cargando los pocillos
con 20 ul de cada muestra proteica y con 10 ul del estdndar de la marca Bio Rad # 161-
0317, el cual abarca un rango de pesos moleculares de 6 a 198 kDa, para algunos geles,
también se utilizd un estandar de colores Dual Color de Bio Rad # 161-03734, el cual
abarca un rango de 10 a 250 kDa. Después se afiadid el buffer running (3 g/L de Tris-
HCI, 15 g/L de Glicina y 1 g/L de SDS) dentro del equipo, entre las placas de vidrio y
fuera de éstos. La corrida de los geles se realiz6 a 200 V continuos. Posteriormente,
fueron tefiidos con una solucion de Coomassie brilliant blue R-250 durante 18 horas y
luego se los sumergio6 en una solucion de destefiido (45% Agua destilada, 50 % Metanol,
5% Acido acético) durante 2 horas, después se realizo un lavado con agua destilada y
finalmente se tomaron las fotografias de los geles.

En cuanto a la electroforesis Native- PAGE, el procedimiento es el mismo descrito
anteriormente, pero la preparacion de la muestra consiste en el pesado de 10 mg de

proteina y después se mezclo con 600 ul de buffer de muestra:

Buffer de muestra: 3,1 ml 1M Tris-HCI pH®6,8; 0,5 ml de azul de bromofenol; 1,4 ml
H.0 destilada; 5 ml glicerol

Buffer running: 1,5 g Tris; 7,2 g glicina; 500 ml H,0 destilada.
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3.2.5.3 Simulacion de la digestibilidad gastrointestinal in vitro:

La proteina aislada con el método 1 y precipitada a pH 7,0; fue sometida a digestion
gastrica y duodenal in vitro simulando condiciones fisiologicas de la digestion humana,

siguiendo el método descrito por Jiménez y col. (2011).

Digestion Gastrica: Se pes6 10 mg de proteina para 5 tubos eppendorf y se mezclé con 1
ml de solucion de NaCl 0,35 M a pHs 1,2; 2; 3,2; 4,5 y 5,5 respectivamente. A cada
muestra se afiadio 100 pl de solucion de pepsina [0,764 mg (pepsina)/ ml (NaCl 0,35M

pH 2,0)]; las 5 muestras fueron calentadas a 37°C durante 2 horas y a 450 rpm en un
microincubador Esco, Provolcell Shaking. Una vez culminada la digestion, se afadio
200 pl de bicarbonato de sodio 1 M a cada tubo y fueron calentados a 80°C por 10

minutos, para inactivar la pepsina.

El grado de hidrolisis gastrica se determind mediante la técnica de electroforesis SDS-
PAGE, con un equipo Bio-Rad, modelo Mini Protean Il (Bio-Rad Life Science, USA),

utilizando un voltaje constante de 200v.

Digestién Duodenal: Se tom6 1 ml de la muestra sometida a digestion géastrica con NaCl

0,35 M a pH 3,2 y se coloco en un tubo eppendorf de 2ml, se ajusté el pH a 7,0 usando
NaOH 1M, después se afiadi6 10 ul tanto del coctel de enzimas (a-cymotripsina,
Tripsina, Lipasa, Colipasa) como de sales biliares (Taurocolato, Glycodesoxicolato). La
digestion se la realizé en el microincubador a 37°C durante 3 horas a 450 rpm. Después
se inactivaron las enzimas calentando la muestra 80°C por 10 minutos y finalmente se
determiné el grado de hidrélisis duodenal aplicando la técnica de electroforesis SDS-
PAGE.

3.2.6 Actividad antioxidante de los aislados proteicos:

La actividad antioxidante se llevo a cabo teniendo en cuenta el procedimiento de Rojano

y col. (2008) con ciertas modificaciones: se prepararon diferentes concentraciones de

proteina (100, 200, 500 y 1000 pg/ml), despues se colocd 500 pl de la solucion proteica

y 500 pl de aceite de sésamo oxidado en tubos eppendorf de 2 ml, para cada
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concentracion proteica. Las muestras permanecieron a 28°C por 8 horas en el
microincubador con agitacion constante a 400 rpm. Después se afiadio a cada muestra, 1
ml de &cido tiobarbitarico al 1% (0,5 g acido tiobarbitarico, 40 ml &cido acético, 10 ml
agua destilada) y permanecieron en el microincubador a 95°C por 60 minutos a 400 rpm,
posteriormente se enfriaron las muestras con hielo por 5 minutos y se realiz6 la
medicion en el espectrofotometro a 532 nm, también se midio la absorbancia del aceite
oxidado. Dos moléculas del &cido tiobarbitirico reacciona con una molécula del
malonaldehido (producto formado durante la oxidacion de lipidos) formando una red
cromofora, la intensidad de ésta serd proporcional al grado de oxidacion del aceite de
sésamo.

Se prepard el patrén con un antioxidante comercial, Butil hidroxi tolueno (BHT), a
diferentes concentraciones (100, 200, 500 y 1000 pg/ml). Se calculé el porcentaje de

actividad antioxidante aplicando la siguiente férmula:

a—b

Ac. Antiox. (%) = * 100

Donde:

a = absorbancia de la muestra (concentracion proteica + aceite oxidado), (BHT + aceite
oxidado)

b = absorbancia del aceite oxidado

Este ensayo se realizo con todas las proteinas aisladas a diferentes pHs y por triplicado.

3.2.7 Actividad antiinflamatoria de los aislados proteicos:

Para la determinacién de la actividad antiinflamatoria se aplicé el método descrito por
Alhakmani y col., (2013) con modificaciones: se tom6 2 ml de diferentes
concentraciones de proteina (100, 200, 500 y 1000 pg/ml) y diclofenaco de sodio como
droga estandar a las mismas concentraciones, después se afiadio 2,8 ml de buffer fosfato

apH 6,4 y 2 ml de albimina de huevo, dicha mezcla fue llevada a 27 °C por 15 minutos
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en el microincubador, luego se indujo la desnaturalizacion de la albiumina manteniendo
las muestras a 70°C por 10 minutos en el microincubador. Finalmente se midi6 la

absorbancia a 600 nm usando agua destilada como blanco.

Preparacion del buffer fosfato a pH 6,4: 46,3 ml Na,HPO,4 1M (fosfato dibasico) y 53,7
NaH,PO, 1M (fosfato monobasico), disuelto en H,0 en un baldn de aforo de 1L.

Se calculé el porcentaje de actividad antiinflamatoria aplicando la siguiente férmula:

a—b

Ac. Antiinflam. (%) = * 100

Donde:
a = absorbancia de la muestra (concentracion proteica + albumina), (diclofenaco +
albimina)

b = absorbancia de la albimina desnaturalizada.

Este ensayo se realiz6 con todas las proteinas aisladas a diferentes pHs y por triplicado.

3.2.8 Analisis estadistico y Disefio experimental:

Se aplicd un disefio experimental axb para el rendimiento proteico y actividades

bioldgicas.

En cuanto al rendimiento se estudiaron los siguientes factores:
Factor A: pHs de precipitacion proteica.

Niveles ao: 3,0; al: 4,0; a2: 5,0; a3: 6,0; a4: 7,0

Factor B: Métodos de aislamiento proteico.

Niveles bo: precipitacion con agua; b1: precipitacion con solucion de NaCl 1M.

Para la actividad antioxidante y antiinflamatoria se trabajé con los siguientes factores:

Factor A: pHs de precipitacion proteica.
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Niveles ao: 3,0; al: 4,0; a2: 5,0; a3: 6,0; a4: 7,0
Factor B: Concentracion proteica.
Niveles bo: 100 (pg/ml); b1: 200 (ug/ml); b2: 500 (ug/ml); b3: 1000 (ug/ml)

El andlisis de varianza ANOVA y la prueba de comparacion Tuckey fueron aplicados a

un nivel de confianza del 95% en el programa SPSS, para la identificacion de diferencias

significativas entre los tratamientos.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Analisis y discusion de resultados

4.1.1 Anélisis proximal

La torta analizada en este estudio, presentd un contenido proteico de 40,1%, como se
muestra en la Tabla 2. Este resultado concuerda con el estudio realizado por Onsaard y
col. (2010) que obtuvieron 41,15% y también con Singharaj y Onsaard, (2015) que
determinaron el contenido de proteinas en la harina desengrasada de sésamo de tres
variedades de semilla: negra, blanca y roja con un porcentaje de: 39,4; 40,04; 37,2
respectivamente. En cambio, Chiriboga, (2013) reportd un contenido proteico de 45,5%
en la pasta de sésamo, que es comparable a la harina desengrasada de soya gque presenta
44,5%. Por otro lado, Achouri y col. (2013), presentaron un contenido de 59,0%. Se
evidencia la diferencia proteica entre un estudio y otro, ya que las propiedades
nutricionales de la torta podrian variar de acuerdo a la procedencia de la misma, lugar de
cultivo, variedad de las semillas y por los métodos aplicados en el desengrasado de la
harina.

Tabla 2. Analisis proximal de la torta de sésamo

PARAMETRO ESTUDIADO CONTENIDO (%)

CENIZAS 11,10+ 0,20
PROTEINA 40,10 = 0,20
HUMEDAD 10,10 £ 0,03

GRASA 10,80 £ 0,03
FIBRA 5,74+ 0,10
CARBOHIDRATOS 22,22 +0,20

Fuente: Laboratorio de Control y Analisis de alimentos (LA CONAL), FCIAL -UTA
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4.1.2 Obtencidn de aislados proteicos y calculo del rendimiento

Los aislados proteicos se obtuvieron a partir de la torta de sésamo solubilizada a pH 7,0
y los pHs de precipitacion fueron 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 y 7,0. Se aplicaron dos métodos de
extraccion proteica, en el método 1 se usdé agua como solvente y en el método 2,
solucion de NaCl 1M.

En la Figura 3 se puede observar claramente la diferencia de la cantidad de proteina
precipitada mediante el método 1, a los distintos pHs de precipitacién ensayados, con el
pH 3,0 se evidencia mayor contenido, mientras que con el pH 7,0 no existe
precipitacion, la proteina se encuentra solubilizada en el agua, sin embargo esta muestra

fue la que present6 un peso mayor en relacion a las demas, después de ser liofilizadas.

bH soluhilizacidn: 7.0

| | | |

Figura 3. Aislados proteicos de la torta de sésamo obtenidos con el método 1
Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI

Por otro lado, es importante indicar que la sal presente en los aislados proteicos influye
en el peso de los mismos y por ende en su rendimiento, por esta razon se dializaron las
muestras a las que se aplicé el método 2 para minimizar el efecto de la sal sobre el
rendimiento final de los aislados. En la tabla 3 se muestra notoriamente la diferencia
entre dichas muestras, que fueron comprobadas estadisticamente con t-student para

muestras relacionadas.
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Tabla 3. Rendimiento de los aislados proteicos de sésamo sin dializar y dializados obtenidos

mediante el método 2, a diferentes pHs de precipitacion

RENDIMIENTO PROTEICO (%)
muestras no muestras
dializadas dializadas
pH3 8,65 +0,78 4,22 "% +0,04
pH 4 10,80 * + 0,77 4,70° 40,35
pH 5 14,69 * +0,48 7,00 ® + 0,54
pH 6 498" +1,33 1,85°+0,89
pH7 4457 % +0,52 17,215 +0,77

Fuente: Laboratorio de Alimentos Funcionales (BIO-PROPEPTI), FCIAL —-UTA.

Los valores presentados en la tabla representan la media de 3 mediciones + la desviacion estandar.
Letras diferentes indican, para cada pH, diferencias significativas (p<0,05) entre los rendimientos de los
aislados proteicos de sésamo dializados y sin dializar.

El rendimiento de la proteina de sésamo obtenida mediante ambos métodos de
extraccion se muestra en la Tabla 4, el cual fue calculado a partir del peso inicial de la

torta y la cantidad precipitada, después de la liofilizacion de las muestras:

Tabla 4. Rendimiento de los aislados proteicos de sésamo obtenidos mediante dos métodos y a
diferentes pHs de precipitacion

RENDIMIENTO (%)
pH Meétodo 1: Método 2
3 8,46"% + 1,80 4,225+ 0,04
4 8,347+ 1,30 4,705+ 0,35
5 9,392+ 0,19 7,008 + 0,54
6 12,34 + 0,48 1,855+ 0,89
7 14,73”° + 0,31 17,2189+ 0,77

Fuente: Laboratorio de Alimentos Funcionales (BIO-PROPEPTI), FCIAL —-UTA.

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

Letras mayusculas diferentes indican, para cada pH, diferencias significativas (p<0,05) entre los
rendimientos de los aislados proteicos de sésamo obtenidos con 2 métodos.

Letras mindsculas diferentes indican, para cada método, diferencias significativas (p<0,05) entre los
rendimientos de los aislados proteicos de sésamo obtenidos a diferentes pH de precipitacion.
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El anélisis de varianza indica que el rendimiento de la proteina de sésamo se ve
influenciado tanto por el método de extraccién aplicado como por el pH de
precipitacion, por lo que se empleo la prueba de comparacion de Tukey indicando que,
con el método 1, entre el pH 3,0 y 5,0 no existen diferencias significativas obteniendo un
rendimiento entre 8,46 y 9,39%, con los pHs 6,0 y 7,0 tampoco existe diferencia y se
obtiene un rendimiento més alto: 12,34 y 14,73% respectivamente. Con el método 2, se
obtuvieron porcentajes bajos entre los pH 3,0 y 6,0; en cambio a pH 7,0 el rendimiento
fue mas alto (17,21%).

Por otro lado, la prueba t-student, comprueba que existen diferencias significativas entre
los métodos de extraccion proteica, para todos los pHs de precipitacion ensayados. En
efecto, el mejor rendimiento se obtuvo a pH 7,0 por ambos métodos de extraccion
proteica, con valores de 14,73% y 17,20%, que corresponden a los aislados con agua y
NaCl (1M) respectivamente.

Resultados similares fueron reportados por Achouri y col. (2012), que determinaron el
pH dptimo de extraccion proteica de sésamo (pH 7,5), el rendimiento fue de 12,5% al
utilizar agua como solvente y este valor aumento6 hasta 54,6% al utilizar una solucion de
NaCl 1M.

En esta investigacion, se establece que, con cloruro de sodio existe un ligero incremento
en el rendimiento proteico en relacion al obtenido con agua, porque los iones de sal
interacttan con grupos de carga opuesta y éstos disminuyen la interaccion electrostatica
entre las moléculas proteicas permitiendo que sean mas solubles (Badui, 2006), pero si
se trabaja a una concentracion de sal mayor a 2M, el rendimiento disminuye (Onsaard y
col., (2010), porque empieza a existir competencia entre las proteinas y los iones de sal
por las moléculas de agua necesarias para su disolucién, puesto que las moléculas de
agua son fuertemente unidas a las de la sal y se reduce la cantidad de moléculas de agua
disponibles para que se disuelvan las proteinas. Esto se comprueba con la investigacion
realizada por Onsaard y col. (2010), ya que el rendimiento que obtuvieron a pH 7,0 fue
de 7,1% utilizando NaCl 2M, en cambio en este estudio se trabajo con NaCl 1M vy el

rendimiento proteico fue mayor (17,20%).
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Esta informacion es util dentro de la industria alimentaria, ya que podria facilitar la
obtencion de aislados proteicos de sésamo, para su comercializacion como producto
terminado o ingrediente funcional, porque la precipitacion con agua es mas econémica y
menos complicada en relacion a la precipitacion con sal y los aislados al estar libres de

sal pueden ser consumidos por personas que sufren de hipertension arterial.

También la produccion de aislados o concentrados proteicos a partir de harinas
desengrasadas de semillas, permite eliminar cantidades considerables de componentes

indeseables como el azlcar soluble, fitatos y oxalatos (Liu y Chiang, 2008).

4.1.3 Caracterizacion de los aislados proteicos

4.1.3.1 Cuantificacion proteica

Se determino el contenido proteico de los aislados, aplicando el método colorimétrico de
Biuret, el cual es especifico para la medicidn de enlaces peptidicos, el reactivo contiene
sulfato de cobre en tartrato fuertemente alcalino, donde el ion cuprico (Cu*?) oxida la
cadena peptidica, reduciéndose a Cu®. (Badui, 2006).

En la Tabla 5, se muestra el porcentaje del contenido proteico presente en los aislados,
existiendo diferencias significativas entre los valores correspondientes a cada aislado
obtenido a diferentes pHs de precipitacion, por lo tanto, el pH es un factor que influye
en el contenido proteico de los aislados ya que la solubilidad de la proteina incrementa
cuando el pH es alterado por debajo o encima de su punto isoeléctrico (Elleuch y col.,
2007).
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Tabla 5. Contenido proteico de los aislados obtenidos a diferentes pHs de precipitacion

pH Contenido proteico (%)
3 7052+0,9

4 336°+5,6

5 375°+172

6 322°+24

7 474°+0,6

Fuente: Laboratorio de Alimentos Funcionales (BIO-PROPEPTI), FCIAL —UTA.

Los valores presentados en la tabla representan la media de 4 mediciones + la desviacion estandar.
Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) entre el contenido proteico de los aislados
obtenidos a diferentes pH de precipitacion, mediante el método 1 de extraccion proteica.

Mediante la aplicacion de la prueba de comparacion de Tukey, se identifico que a los
pHs 4,0; 5,0 y 6,0 los contenidos proteicos son similares, en cambio a los pHs 3,0y 7,0
se muestra un valor superior en relacion a los demas, 70,5% y 47,4 % respectivamente.

Esto nos indica que hay presencia de proteinas acidas y neutras en los aislados.

Es importante indicar que existen varios pigmentos, correspondientes a lipidos o
hidratos de carbono, que absorben a 540 nm (longitud de onda utilizada en el método
Biuret), los que provocan el desarrollo de colores diferentes que pueden interferir en la
medicion (Badui, 2006).

4.1.3.2 Electroforesis Native-PAGE y SDS-PAGE:

Las proteinas de la torta de sésamo aisladas con el método (agua como solvente), fueron
analizadas con electroforesis Native-PAGE y SDS-PAGE. En la figura 4 se muestra el
perfil de proteinas obtenido mediante electroforesis Native-PAGE, en donde se
identificaron bandas entre 35 y 198 KDa. Las proteinas con mayor peso molecular (198
KDa), se observan con mas claridad a los pH 5,0; 6,0 y 7,0, a los mismos pHs también
se identificaron bandas proteicas de 140 KDa que corresponden a globulinas 7S. Estos
resultados concuerdan con Achouri y col. (2012) ya que también encontraron estas

bandas de proteinas con pesos moleculares entre 140 y 669 KDa.
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Estandar pH3 pH4 pH5 pH6 pH7

KDa
198,2
136,9
59,7

globulinas 7S

41,5

28,1
21,0

15,4

6,5

Figura 4. Electroforesis Native-PAGE de los aislados proteicos de sésamo precipitados a
diferentes pHs, mediante el método 1 de extraccion

Los aislados proteicos también fueron analizados con electroforesis SDS-PAGE bajo
condiciones reductoras (2-B-mercaptoetanol), en la figura 5 se han identificado
polipéptidos con pesos moleculares entre 6,5 y 50 kDa en todos los pHs ensayados. Las
bandas de 6,5 kDa son albiminas 2S, las que se encuentran entre 18 y 20 kDa
corresponden a las subunidades basicas 11S, las bandas que se encuentran entre 28 y 30
kDa corresponden a las subunidades acidas 11S y finalmente las que presentan 50 kDa
corresponden a una subunidad de globulina 7S. Las fracciones de globulinas 11S y 7S
son mas abundantes y se observan con mayor claridad a los pHs 5,0, 6,0, y 7,0.
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KDa
198,2
136,9
59,7
Globulina (Sub
unidad 7 S)

415
Globulina (sub
unidad acida 11S)
28,1
2710 Globulina (sub
unidad basica 11S)
154
albimina 2S
6,5

Figura 5. Electroforesis SDS-PAGE con 2-B-mercaptoetanol de los aislados proteicos de
sésamo precipitados a diferentes pHs, mediante el método 1 de extraccion

Por otro lado, en la Figura 6 se muestra el perfil proteico de sésamo, analizado con
electroforesis SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras (en ausencia de 2-B-
mercaptoetanol), a todos los pH se identifican las albuminas 2S pero se observan con
mayor claridad a pH7. También se observan complejos proteicos cercanos a 50 KDa a
pH 5,0; 6,0y 7,0.

Singharaj y Onsaard (2015), identificaron en su estudio bandas de proteinas con pesos
moleculares entre: 42 y 83 KDa, obtenidas bajo condiciones no reductoras. Bajo
condiciones reductoras, el rango se encontraba entre: 12 y 39 KDa. En cambio, en este
estudio se encontraron rangos de pesos moleculares similares tanto en condiciones
reductoras como en no reductoras, pero con mayor o menor intensidad de bandas entre

los limites.
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KDa

198,2
136,9
59,7 .
globulina (Sub

unidad 7 S)
41,5

15,4

alblmina 2S
6,5

Figura 6. Electroforesis SDS-PAGE sin 2-B-mercaptoetanol de los aislados proteicos de sésamo
precipitados a diferentes pHs, mediante el método 1 de extraccién

Finalmente se obtuvo el perfil proteico de los aislados precipitados a diferentes pHs
utilizando NaCl 1M como disolvente (Figura 7), en donde se identificé que los
complejos proteicos a todos los pHs presentan pesos moleculares entre: 6,5 y 50 KDa
aproximadamente. En general, se observan las mismas bandas a todos los pH
ensayados, pero en las columnas de los pHs 5,0; 6,0 y 7,0, se identifican con mayor
claridad las albuminas 2S, en cambio Achouri y col. (2012) no encontraron estas bandas
y el rango de pesos moleculares de las proteinas que identificaron fue entre: 10 y 37
KDa. En esta Figura también se encuentran presentes las subunidades acidas y basicas
11S, la fraccién mas abundante de este gel es precisamente la 11S, mostrando bandas
intensas a pH 5,0; 6,0 y 7,0. Las bandas de globulinas 7S (45-50KDa), son mas claras a
pH 6,0 y 7,0. Las bandas de globulinas 11S y las de albiminas 2S tienen una alta

expresion ya que son mas solubles en este solvente.
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198,2
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unidad basica 11S)
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6,5

Figura 7. Electroforesis SDS-PAGE con 2-p-mercaptoetanol de los aislados proteicos de
sésamo precipitados a diferentes pHs, mediante el método 2 de extraccion (NaCl 1M)

Las semillas de sésamo cuentan con proteinas que principalmente son de
almacenamiento, siendo estas: las albuminas 2S y la fraccién de las globulinas 7S y 11S
(Orruiio y Morgan, 2011).

En diferentes plantas se han identificado y caracterizado las albdminas 2S, entre esas
plantas se encuentran: el amaranto, la quinua, la soja, legumbres y el sésamo. Algunas
albiminas se han sido caracterizadas como potenciales alérgenos (Brinegar y
Goundan, 1993).

La globulina 11S conocida también como glicina, esta constituida por dos hexameros
unidos mediante puentes disulfuro y cuentan con una estructura cuaternaria muy
compleja. Cada uno de estos hexdmeros cuenta con un 45 y 50% de subunidades que
poseen naturaleza acida con pesos moleculares entre 37y 40 kDa. Ademas tienen entre
un 50 y 55% de subunidades basicas con pesos moleculares comprendidos entre 18 y 20
kDa. Estos hexameros tienen la capacidad de agregarse y formar polimeros con pesos
moleculares muy altos. Estos también se disocian en subunidades mas pequefias (Garcia

y col., 1997). La globulina 11S identificada en las semillas de sésamo presenta una
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estructura oligomérica tipica descrita para este tipo de fraccion proteinica, la cual esta
constituida por seis subunidades, (Srivastava y Roy, 2013).

La glicoproteina globulina 7S del sésamo, esta formada por un trimero con pesos
moleculares entre 150 y 210 kDa, constituida en tres subunidades: a (57-76 kDa), o
(57-83 kDa) y B (42- 53 kDa). La globulina 7S contiene pocos aminoacidos azufrados y
no presenta en su estructura puentes disulfuro L'Hocine y Boye, 2007).

En este estudio, se identifico globulinas y albiminas a partir de proteinas de sésamo
aisladas a diferentes pHs con agua y solucion de NaCl 1M como disolvente para su

respectiva extraccion.

Achouri y col. (2012) obtuvieron polipéptidos de sésamo aislandolos con agua, con
pesos moleculares entre 10 y 100 kDa. La albumina 2S fue identificada con un peso
molecular de 13 kDa y la globulina 7S con un peso molecular entre 45 y 50 kDa.
Ademas identificaron subunidades acidas 11S (30-35 kDa) y subunidades bésicas 11S

(20-25 kDa), dichos resultados son similares a los obtenidos en este estudio.

4.1.4 Digestibilidad gastrointestinal in vitro

Las proteinas son macronutrientes presentes en los alimentos que aportan aminoacidos al
organismo, nutrientes indispensables para el mantenimiento de la proteina corporal y su
aumento de ésta durante el crecimiento (Martinez y Martinez, 2006). El valor nutritivo
de las proteinas depende de su digestibilidad y ésta se lleva a cabo mediante la accion
enzimatica. Primero se lleva a cabo en la boca, donde se tritura y se mezcla con la saliva,
después el proceso de hidrolisis se da en el estémago, donde el pH del medio depende de
la edad del individuo y estado de salud, en esta fase actla principalmente la pepsina que
es una proteasa cuyo pH optimo esta alrededor de 2 y actividad es proporcional a la
cantidad de sustrato (Adrian y col., 2004). Después los alimentos pasan al duodeno en
donde actuan algunas enzimas (proteasas, amilasas, lipasas) y sales biliares, al culminar
esta fase, las proteinas se encuentran hidrolizadas en moléculas de pesos moleculares
muy pequefios (péptidos) y pueden atravesar la capa del moco del epitelio (Thomas y
col., 2004).
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En este estudio se determind el grado de digestibilidad gastrointestinal in vitro,
simulando condiciones fisioldgicas humanas, en la digestion géstrica se utilizd diferentes
pHs ya que este parametro influye en la hidrdlisis de proteinas, se sabe que el pH del
estobmago de personas con enfermedades gastricas se encuentra cercano al pH 1,2;
mientras que un adulto sano tiene un pH de 2,0. Los estdmagos de nifios no lactantes
tienen un pH cercano a pH 3,2 y los recién nacidos presentan pHs mas altos, entre 4,5 y
5,5 (Jiménez, 2012).

En la figura 8 se muestran los hidrolizados proteicos de sésamo obtenidos con la accion
de la pepsina en comparacion con el aislado puro como control, ya que este no fue
sometido a la accion enzimatica. A pH 1,2 y 2,0 se obtuvo un mayor grado de hidrolisis
enzimatica, pero la albdmina 2S es la fraccion proteica que presentd resistencia a la
accion de la pepsina. A los pHs 3,2; 4,5 y 5,5 no se obtuvieron hidrolizados ya que el
perfil proteico permanecié intacto, por lo tanto los nifios y recién nacidos no

hidrolizarian la proteina de sésamo en el estdmago.

PM Aislado pH1,2 pH 2 pH 3,2 pH 4,5 pH 5,5

KDa
198,2
136,9
59,7

41,5

28,1

21,0

15,4

6,5

Figura 8. Electroforesis SDS-PAGE con 2-B-mercaptoetanol de la simulacion géstrica de
aislados proteicos de sésamo precipitados a pH 7,0; mediante el método 1 de extraccion (H20)
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Al realizar la simulacion de la digestion duodenal, ya no se observan bandas proteicas en
el gel (ver Figura 9), Unicamente se identifico una ligera banda de aproximadamente
15KDa, pero la albdmina 2S que presento6 resistencia a la digestion con pepsina, fue
susceptible a la accién del coctel de enzimas y sales biliares utilizadas en esta fase.
Estos resultados concuerdan son algunas investigaciones, Orrufio y Morgan (2011),
identificaron que la fraccién proteica de sésamo, albimina 2S, presenta una extremada
resistencia a la digestion con pepsina, en cambio las fracciones de globulina 7Sy 11S no
son estables a la degradacion con esta enzima gastrica. Moreno y col. (2005), también
reportaron similares hallazgos ya que en su estudio, la albumina 2S quedd intacta
después de haber sido sometida a digestion gastrica durante 2 h, y solo una subunidad
pequefia fue hidrolizada en la fase duodenal. La alta resistencia de la albimina 2S a la
digestion puede deberse a la presencia de puentes disulfuro inter e intra moleculares que
forman una estructura compacta limitando asi la accesibilidad de las enzimas

proteoliticas a los enlaces peptidicos susceptibles (Sen y col, 2002).

PM Aislado D. gastrica D. duodenal

KDa
198,2
136,9
59,7

41,5

28,1

21,0

15,4

6,5

Figura 9. Electroforesis SDS-PAGE con 2-B-mercaptoetanol. Comparacion de la simulacion
gastrica y duodenal de aislados proteicos de sésamo precipitados a pH 7,0; mediante el método 1
de extraccion (H20)
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4.1.5. Actividad antioxidante de los aislados proteicos de sésamo

Los antioxidantes, naturales y sintéticos, son compuestos que previenen la oxidacion
lipidica de los alimentos, secuestrando los radicales libres o evitando su formacion,
también pueden interactuar con distintos antioxidantes endogenos, potenciando su
actividad (Vega, 2004). El uso de antioxidantes naturales ha adquirido gran interés en
los ultimos afos debido a la toxicidad y riesgos para la salud que ocasionan los aditivos
sintéticos, como el BHT (Butil hidroxi tolueno) y BHA (Butil hidroxi anisol). Los
carotenoides, aminodcidos y algunas proteinas presentan potencial actividad
antioxidante (lglesias, 2009).

En tal virtud, se realizd el estudio de la actividad antioxidante de las proteinas de
sésamo. En la tabla 6 se indica el porcentaje de dicha actividad que presentan los
aislados proteicos precipitados a diferentes pHs sobre el aceite de sésamo, se trabajo con
cuatro concentraciones de proteina: 100, 200, 500 y 1000 (pg/ml).

Estos resultados fueron comparados con los arrojados por el patron, el BHT (Butil
hidroxi tolueno), antioxidante artificial utilizado ampliamente en la industria alimentaria
que protege de la rancidez y de cambios desagradables en el color y aroma, a productos
con alto contenido de aceites y grasas (Hill y Kolb, 1999), el principio de accion de este
aditivo se basa en que el grupo -OH dona su hidrégeno al radical libre del aceite y lo
estabiliza (Chacon, 2004).
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Tabla 6. Actividad antioxidante de los aislados proteicos precipitados a diferentes pHs

Concentracion proteica (pg/ml)
pH 100 200 500 1000
3 12,58" + 0,81 [17,70%* + 0,32|26,44°* + 0,15 [23,13"® + 0,07
4 20,78"° + 0,11 |21,27"" + 0,15(26,65%% + 0,56 |23,06°® + 0,44
5 568" + 057 | 7,295 + 0,41|21,97°° + 052|21,85°° + 0,29
6 557°° + 0,79 [14,33%¢ + 0,87 |26,88“® + 0,36 | 24,06° + 0,56
7 22,64"% + 0,39 23,43 + 0,26 31,265 + 0,32 [24,90°° + 0,28
(BHT) 18,03"° + 0,42 [20,685° + 0,35 |36,34°" + 0,46 |64,29°° + 0,67

Fuente: Laboratorio de Alimentos Funcionales (BIO-PROPEPTI), FCIAL —UTA.

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

Letras mayusculas diferentes indican, para cada pH, diferencias significativas (p<0,05) entre los
porcentajes de actividad antioxidante de diferentes concentraciones de los aislados proteicos de sésamo.
Letras minusculas diferentes indican, para cada concentracién proteica, diferencias significativas (p<0,05)
entre los porcentajes de actividad antioxidante de los aislados proteicos de sésamo obtenidos a diferentes

pH de precipitacion.

El anélisis de varianza mostr6 que el pH de precipitacion, la concentracion proteica y la
combinacién de ambos factores influyen en la actividad antioxidante de los aislados, se
evidencia claramente la disminucion de la oxidacion del aceite de sésamo a pH 4,0 y pH
7,0 a partir de la concentracion mas baja de proteina (100 pug/ml). Mediante la prueba de
comparacion de Tukey se determind que la mejor combinacion es el precipitado a pH
7,0 con una concentracion proteica de 500 (ug/ml), ya que presentd mayor actividad

antioxidante en relacion a los demas tratamientos, con un valor de: 31,26%.

En la figura 10 se evidencia que 500 (ug/ml) fue la concentracién proteica con la que se
obtuvo mejor actividad antioxidante, ya que los aislados a pH: 3,0; 4,0 y 6,0, presentaron
valores superiores en relacion a las demas concentraciones ensayadas, con valores de:
26,44; 26,65y 26,88 %, respectivamente. Los tratamientos con concentraciones de 100 y
200, de los aislados precipitados a todos los pH, mostraron mayor actividad antioxidante
que el BHT. Por otro lado, los aislados a pH 7,0; en las cuatro concentraciones
ensayadas, presentaron un porcentaje mas alto de actividad en comparacion con las

proteinas extraidas a los demas pHs.

36



El BHT a la misma concentracion posee una actividad de 36,34 %, este valor es mas alto
que los que presentan los aislados proteicos de sésamo, pero cabe recalcar que
concentraciones altas de BHT produce alergias y presenta efectos carcinogénicos, por lo
que estd siendo cuestionado su uso y ha sido prohibido en algunos paises (Japon,
Australia, Union Europea) (Iglesias, 2009). En adicién a lo anterior, este aditivo tiene
mayor eficacia en aceites de origen animal que en los de origen vegetal (Akoh 'y Min,
2008).
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Figura 10. Actividad antioxidante (%) de aislados proteicos precipitados a diferentes pHs y a
distintas concentraciones ensayadas, con respecto al patroén (BHT)

En general, los péptidos presentan mayor actividad antioxidante que los aminoacidos
libres por las propiedades fisicoquimicas Unicas otorgadas por sus secuencias de
aminoacidos (Vioque y col., 2001). Los 20 aminoacidos presentes en las proteinas
pueden reaccionan con radicales libres si la energia de éstos es alta (por ejemplo
radicales hidroxilo). Los mas reactivos incluyen los azufrados, los aromaticos y los que

contienen anillo imidazol (Sarmadi e Ismail, 2010).

Por lo tanto, las proteinas de sésamo, al presentar propiedades antioxidantes, podrian ser

utilizadas para combinarlas con antioxidantes sintéticos disminuyendo la concentracion

37



de estos ultimos en alimentos, ya que los péptidos antioxidantes protegen de la
oxidacion, tanto a alimentos procesados como a las células del organismo cuando éstos
son ingeridos en la dieta (Vioque y col., 2006), retardando asi, el envejecimiento celular
y reduciendo la probabilidad de contraer enfermedades degenerativas y cancer (Fabris
y col., 2008).

4.1.6 Actividad antiinflamatoria de los aislados proteicos de sésamo.

La inflamacién es un mecanismo de defensa del organismo frente a una agresion
enddgena o exdgena (microorganismos, traumatismo, rayos X, luz solar, alteraciones
genéticas, lesiones térmicas) (Duce, 2005), llevandose a cabo una serie de complejas
reacciones en el tejido conjuntivo vascular, donde intervienen mediadores inflamatorios
como las prostaglandinas y leucotrienos. Pero esta accidon protectora puede ser
perjudicial, ya que el tejido se lesiona y podrian desencadenarse una serie de
enfermedades como asma, vasculitis, artritis, entre otras (Leelaprakash y Mohan,
2011).

El diclofenaco es un antiinflamatorio no esteroideo (ANE), que contrarresta la
inflamacion y produce algunos efectos en el organismo: analgésico, antipirético y
antiinflamatorio. En general los ANEs tienen gran afinidad a las proteinas plasmaticas,
se unen a la albumina en gran proporcion y esta unién sirve como reserva pero sélo la
droga libre es la que ejerce el efecto terapéutico o toxico disponibles para el
metabolismo o eliminacién. La dosis recomendada de esta droga se encuentra entre:
0,15 y 0,5 mg/ml, con estas concentraciones se logra que la union a las proteinas séricas
sea constante (Martinez y Garrido, 2013).

Existen investigaciones que revelan la efectividad de extractos de plantas (hojas y flores)
ante cuadros inflamatorios, ya que tienen compuestos que actlan blogueando rutas
inflamatorias producidas por ciertos mediadores de la inflamacion (metabolismo del

acido araquidonico y la interaccion de éste con la proteinquinasa) (Matiz y col., 2011).

38



Garcia y col. (2002), en su articulo de revisién indicaron que, las sustancias naturales
con accién antioxidante comprobada, también se reportan como antiinflamatorias. Por
esta razon, en este estudio también se evaluo la actividad antiinflamatoria de los aislados
proteicos de sésamo, aplicando el método de inhibicién de la desnaturalizacion de la
albdmina de huevo, ya que la desnaturalizacion proteica origina procesos inflamatorios

(edema, hinchazén) (Alhakmani y col., 2013).

En la tabla 7 se muestra el porcentaje de actividad antiinflamatoria que presentaron los
aislados proteicos precipitados a diferentes pH, se trabaj6 con cuatro concentraciones de
proteina: 100, 200, 500 y 1000 (pg/ml). Se aplicé un disefio experimental axb y los
tratamientos fueron comparados con una droga estandar, diclofenaco de sodio de 50
(mg), ya que la determinacion del porcentaje de inhibicién de la desnaturalizacion
proteica con respecto a un control, es una medida de la estabilizacion proteica (Sangita
y col. 2012).

Tabla 7. Actividad antiinflamatoria de los aislados proteicos precipitados a diferentes pHs

Concentracion proteica (ug/ml)

Ph 100 200 500 1000

3 9,53 + 0,97 14,925 + 0,41 |21,73%® + 0,49 | 29,83 + 0,83

4 7,92°% + 0,65 | 8,70" + 0,53 [20,37%* + 0,76 |30,04°® + 0,48

5 8,08 + 0,90 19,275 + 0,62 |22,44°° + 0,73 |30,34% + 0,71

6 8,01°% + 0,41 |15,06% + 0,55 |20,40°® + 0,24 |36,33°" + 0,63

7 14,73 + 0,42 |21,20%% + 0,67 |36,65°° + 0,71 |43,23°° + 0,35
Diclofenaco  |36,05"° + 0,77 |44,30%° + 0,34 |65,52°% + 0,48 |79,24°® + 0,52

Fuente: Laboratorio de Alimentos Funcionales (BIO-PROPEPTI), FCIAL —-UTA.

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

Letras mayusculas diferentes indican, para cada pH, diferencias significativas (p<0,05) entre los
porcentajes de actividad antiinflamatoria de diferentes concentraciones de los aislados proteicos de
sésamo.

Letras minusculas diferentes indican, para cada concentracion proteica, diferencias significativas (p<0,05)
entre los porcentajes de actividad antiinflamatoria de los aislados proteicos de sésamo obtenidos a
diferentes pH de precipitacion.
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Mediante el analisis de varianza se determind que la actividad antiinflamatoria de la
proteina de sésamo se ve influenciada por el pH, por la concentracion proteica y por la
combinacion de ambos, es decir estos factores influyen significativamente sobre dicha
actividad. Al aplicar la prueba de Tukey, se identificd que el mejor tratamiento es el
aislado proteico precipitado a pH 7,0 y a una concentracion de 1000 (ug/ml), ya que
presenté mayor actividad en relacion a los demas tratamientos, con un valor de: 43.23%.
Por otro lado, las muestras con menor actividad son las de concentracion proteica de 100

pg/ml y no existe diferencia significativa del pH3,0 al pH6,0.

En la figura 11 se puede observar que la actividad antiinflamatoria incrementa conforme
aumenta la concentracion de proteina, es decir, a mayor concentracion del aislado
proteico mayor fue su efecto antiinflamatorio. Se obtuvo una mejor inhibicion de la
desnaturalizacion de la albimina con los tratamientos a las concentraciones proteicas de
500 y 1000 (pg/ml). Por otro lado, la proteina aislada a pH 7,0; en todas las
concentraciones ensayadas presenta mayor porcentaje de actividad antiinflamatoria en

relacién a los aislados precipitados con los demés pHs.

El diclofenaco, a todas las concentraciones, tiene valores més altos en relacion a los
aislados proteicos, pero investigaciones recientes revelan que estos antiinflamatorios
presentan toxicidad gastrointestinal y renal, ya que al ser suministradas via oral se
difunden rapidamente en las células gastricas y después de su accion en el organismo, se
elimina a nivel renal como metabolitos (Martinez y Garrido, 2013). Por tal motivo,
surge el interés por encontrar compuestos bioactivos de productos naturales con
actividad antiinflamatoria, que podrian suplir el uso de farmacos tradicionales (Gémez y
col., 2011).
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Figura 11. Actividad antiinflamatoria (%) de aislados proteicos precipitados a diferentes pHs y a
distintas concentraciones ensayadas, con respecto al patron (Diclofenaco)

Estos resultados son informacion valiosa, tanto para la ciencia como para la industria
alimentaria ya que se podria ampliar la linea de investigacion propuesta para confirmar
lo encontrado en este estudio, mediante el desarrollo de métodos in vivo, o la
determinacion de otras propiedades bioldgicas que podrian presentar las proteinas de
sésamo, fomentando el uso de las mismas como ingredientes funcionales dando asi un
valor agregado a los productos ecuatorianos, también se fomenta su consumo y de esta

manera se contribuiria al mejoramiento de la salud de los consumidores.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Se aplicaron dos métodos para la obtencion de aislados proteicos de sésamo por
precipitacion isoeléctrica, mediante la utilizacion de agua y solucién de NaCl 1M
como solventes, determinando que el mejor tratamiento fue el pH 7,0 ya que se
obtuvo el mayor rendimiento proteico, con valores de: 14,73 y 17,21%, para el

método con agua Yy sal respectivamente.

Se caracterizaron los aislados proteicos de sésamo obtenidos a diferentes pHs de
precipitacion mediante la técnica de electroforesis SDS-PAGE y Native-PAGE.
Con Native-PAGE se identificaron bandas comprendidas entre: 35 y 198 KDa,
mientras que con SDS-PAGE el perfil proteico se encontré entre: 6,5 y 50 KDa,
identificAndose bandas de albuminas 2S, globulinas correspondientes a

subunidades acidas y basicas 11S y globulinas 7S.

Se evalud el grado de digestibilidad gastrointestinal in vitro de aislados proteicos
de sésamo mediante la técnica de electroforesis SDS-PAGE, identificando que en
la digestion gastrica los aislados son totalmente hidrolizados en los pHs 1,2 y
2,0; mientras que a pHs superiores las proteinas son resistentes a la accion de la
pepsina. En la digestion duodenal se hidrolizaron casi en su totalidad con

excepcion de una banda proteica de aproximadamente 15 KDa.

El aislado proteico que presentdé un mayor porcentaje de actividad antioxidante
es el precipitado a pH7,0 con una concentracion proteica de 500 (pg/ml), con un

valor de 31,26% y también al pH7,0 con una concentracion de 1000 (ug/ml), se
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obtuvo el porcentaje mas alto de actividad antiinflamatoria (43,23%), en
comparacion a los demas pHs de precipitacion y concentraciones proteicas

ensayadas.

La proteina de sésamo presenta actividad antioxidante y antiinflamatoria por lo
que puede ser utilizada como ingrediente funcional para dar un valor agregado a
los productos ecuatorianos 0 a su vez podria ser comercializada como producto

terminado.

5.2 Recomendaciones

Se recomienda realizar ensayos con diferentes pHs de solubilizacion y también
con pHs de precipitacion superiores a 7,0 y asi verificar si efectivamente a pHs

alcalinos, precipitan mejor las proteinas de sésamo.

Se podria ampliar la investigacion efectuando metodologias que permitan
verificar el perfil proteico obtenido en este estudio, como el uso del HPLC y

también estudiar los aminoacidos presentes en las proteinas de sesamo.

Las actividades: antioxidante y antiinflamatoria, pueden ser estudiadas en los
aislados proteicos de sésamo aplicando modelos in vivo para sustentar los

resultados de este estudio obtenidos por métodos in vitro.

Estudiar la actividad antioxidante y antiinflamatoria de los hidrolizados proteicos
y compararlos con los resultados obtenidos de los aislados para identificar cual
de los dos ingredientes funcionales seria el mas adecuado para incorporarlo en un

alimento, mejorando su valor nutricional y funcional.
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ANEXO A
ANALISIS PROXIMAL DE LA TORTA DE SESAMO
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ANEXO B

DATOS OBTENIDOS Y ANALISIS ESTADISTICO DEL
RENDIMIENTO PROTEICO DE SESAMO OBTENIDO A
DIFERENTES pH DE PRECIPITACION Y CON DOS METODOS
DE EXTRACCION (AGUA Y SOLUCION SALINA).
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Tabla 8. Pesos y rendimiento proteico obtenido a diferentes pHs de precipitacién, por réplica (Método: 1)

R1 R2 R3
w INICIAL (g) 10,015 10,0387 10,0069
pH 3 w FINAL (g) 0,7316 0,7577 1,0545
%R 7,3050 7,5478 10,5377
wINICIAL (g) | 10,0836 10,0138 10,0438
pH 4 w FINAL (g) 0,7591 0,9967 0,7568
%R 7,5281 9,9533 7,5350
w INICIAL (g) 10,082 10,0544 10,0154
pH5 w FINAL (g) 0,9657 0,9245 0,9423
%R 9,5785 9,1950 9,4085
wINICIAL (g) | 10,0427 10,0381 10,0422
pH 6 w FINAL (g) 1,1843 1,2734 1,2597
%R 11,7926 12,6857 12,544064
wINICIAL (g) | 10,0342 10,0029 10,0246
pH 7 w FINAL (g) 1,4529 1,5084 1,4657
%R 14,4795 15,0796 14,6210

Tabla 9. Pesos y rendimiento proteico obtenido a diferentes pHs de precipitacién, por réplica (Método: 2)

R1 R2 R3

WINICIAL (g) | 10,041 10,0282 10,0139

pH 3 w FINAL (g) 0,8326 0,8153 0,9565

%R 8,2920 8,1301 9,5517

wINICIAL (g) | 10,031 10,1731 10,0535

pH 4 w FINAL (g) 0,9952 1,1526 1,1219

%R 9,9212 11,3299 11,1593

w INICIAL (g) | 10,0084 10,09 10,1551

pH5 w FINAL (g) 1,5203 1,4355 1,4896
%R 15,1902402 | 14,22695738 | 14,66849169

w INICIAL (g) | 10,0659 10,163 10,0311

pH 6 w FINAL (g) 0,5784 0,5862 0,3461
%R 5,746132984 | 5,767981895 | 3,450269661

w INICIAL (g) | 10,0339 10,0356 10,0366

pH 7 w FINAL (g) 4,4254 4,4632 4,5306
%R 44,10448579 | 44,47367372 | 45,14078473
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Tabla 10. Pesos y rendimiento proteico obtenido a diferentes pHs de precipitacion (Método: 2, muestras

dializadas)
w INICIAL | wFINAL | RENDIMIENTO (%)
pH3 0,5780 0,0244 4,22
pH 4 0,5780 0,0271 4,69
pH5 0,5780 0,0401 6,94
pH6 0,5780 0,0107 1,85
pH7 0,5780 0,0995 17,21

Tabla 11. Comparacién entre muestras sin dializar y dializadas, a todos los pHs ensayados

Prueba de muestras emparejadas (pH3)

Diferencias emparejadas

Media de 95% de intervalo de
R. Experimental: Desviacién error confianza de la diferencia Sig.
rendimiento Media | estandar estandar Inferior Superior t gl | (bilateral)
Sin dializar - Dializada | 4.4332 .81575 47098 2.40682 6.45971| 9.413 011
Prueba de muestras emparejadas (pH4)
Diferencias emparejadas
Media de 95% de intervalo de
R. Experimental: Desviacion error confianza de la diferencia Sig.
rendimiento Media | estdndar estandar Inferior Superior t gl | (bilateral)
Sin dializar - Dializada | 6.1146 .86365 .49863 3.96917 8.26003 | 12.263 .007
Prueba de muestras emparejadas (pH5)
Diferencias emparejadas
95% de intervalo de
Media de confianza de la
R. Experimental: Desviacién | error diferencia Sig.
rendimiento Media | estandar estandar Inferior Superior t gl | (bilateral)
Sin dializar - Dializada | 7.7562 44193 .25515 6.65838 8.85401 30.399 .001
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Prueba de muestras emparejadas (pH6)

Diferencias emparejadas

95% de intervalo de

Media de confianza de la
R. Experimental: Desviacién |  error diferencia Sig.
rendimiento Media | estandar estandar Inferior Superior t gl | (bilateral)
Sin dializar - Dializada | 3.1348 72640 41939 1.33038 4.93934 7.475 .017
Prueba de muestras emparejadas (pH7)
Diferencias emparejadas
95% de intervalo de
Media de confianza de la
R. Experimental: Desviacion | error diferencia Sig.
rendimiento Media | estandar estandar Inferior Superior t gl | (bilateral)
Sin dializar - Dializada | 27.363 45098 .26037 | 26.24356 28.48414| 105.095 .000
Tabla 12. Andlisis de varianza para el rendimiento proteico (%)
Tipo Il de suma Cuadratico
Origen de cuadrados gl promedio F Sig.
Modelo corregido 625.822° 9 69.536 94.298 .000
Interceptacion 2332.648 1 2332.648 3163.332 .000
pH 395.622 4 98.905 134.127 .000
Métodos (agua y sal) 101.004 1 101.004 136.972 .000
pH * Métodos 129.197 4 32.299 43.801 .000
Error 14.748 20 737
Total 2973.218 30
Total corregido 640.570 29

a. R al cuadrado = .977 (R al cuadrado ajustada = .967)
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Tabla 13. Comparacion entre pHs. Método 1 (agua): respuesta experimental: rendimiento proteico (%)

HSD Tukey*”
Subconjunto
pH N 1 2
4.00 3 8.3388
3.00 3 8.4635
5.00 3 9.3940
6.00 3 12.3408
7.00 3 14.7267
Sig. .738 A11

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

Se basa en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica (Error) = 1.112.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3.000.

Tabla 14. Comparacion entre pHs. Método 2 (NaCl 1M): respuesta experimental: rendimiento proteico

(%)
HSD Tukey®”
Subconjunto
pH N 1 2 3 4
6.00 3 1.8533
3.00 3 4.2247
4.00 3 4.6889
5.00 3 6.9390
7.00 3 17.2091
Sig. 1.000 .873 1.000 1.000
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Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

Se basa en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica (Error) = .362.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 3.000.

b. Alfa =0.05.

Tabla 15. Diferencias entre métodos de extraccion proteica a pH de precipitacién: 3

Prueba de muestras independientes

Prueba de
Levene prueba t para la igualdad de medias
Diferencia 95% de intervalo de
Sig. Diferencial deerror | confianza de la diferencia
|Rendimiento F Sig. t gl | (bilateral) | de medias | estdndar Inferior Superior
Se asumen
. . 14.643( .019| 4.077 4 .015| 4.23883 1.03979 1.35193 7.12574
varianzas iguales
No se asumen
. . 4.077| 2.00 .055( 4.23883 1.03979 -.22974 8.70741
varianzas iguales

Tabla 16. Diferencias entre métodos de extraccion proteica a pH de precipitacion: 4

Prueba de muestras independientes

Prueba de
Levene prueba t para la igualdad de medias
Diferencia 95% de intervalo de
Sig. Diferencia| deerror | confianza de la diferencia
|Rendimiento F Sig. t gl | (bilateral) | de medias | estandar Inferior Superior
Se asumen
. . 8.367| .044| 4.389 4 .012| 3.64993 .83157 1.34113 5.95873
varianzas iguales
No se asumen 2.24
. . 4.389 .039| 3.64993 .83157 41975 6.88012
varianzas iguales 4
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Tabla 17. Diferencias entre métodos de extraccion proteica a pH de precipitacién: 5

Prueba de muestras independientes

Prueba de
Levene prueba t para la igualdad de medias
Diferencia 95% de intervalo de
Sig. Diferencia| de error | confianza de la diferencia
|Rendimiento F | Sig. t gl | (bilateral) | de medias | estandar Inferior Superior

Se asumen

. . 2.31( .203| 7.316 4 .002| 2.45497 .33558 1.52324 3.38669
varianzas iguales
No se asumen

. . 7.316| 2.48 .010| 2.45497 .33558 1.24968 3.66026
varianzas iguales

Tabla 18. Diferencias entre métodos de extraccion proteica a pH de precipitacion: 6

Prueba de muestras independientes

Prueba de
Levene prueba t para la igualdad de medias
Diferencia 95% de intervalo de
Sig. Diferencia| de error | confianza de la diferencia

Rendimiento F Sig. t gl | (bilateral) | de medias | estandar Inferior Superior
Se asumen

. . 587 | .486| 17.966 4 .000| 10.48752 .58375 8.86677 12.10827
varianzas iguales
No se asumen

. . 17.966| 3.07 .000| 10.48752 .58375 8.65447 12.32058
varianzas iguales

Tabla 19. Diferencias entre métodos de extraccion proteica a pH de precipitacién: 7

Prueba de muestras independientes

Prueba de
Levene prueba t para la igualdad de medias
Diferencia 95% de intervalo de
Sig. Diferencia| deerror | confianza de la diferencia
|Rendimiento F Sig. t gl | (bilateral) | de medias | estndar Inferior Superior

Se asumen

. . 4.466 102 | -5.154 4 .007 | -2.48243 48163 -3.81966 -1.14521
varianzas iguales
No se asumen

. . -5.154| 2.64 .019( -2.48243 48163 -4.13992 -.82495
varianzas iguales
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ANEXO C

DATOS OBTENIDOS Y ANALISIS ESTADISTICO DE LA
CUANTIFICACION PROTEICA DE LA PROTEINA DE SESAMO
AISLADA A DIFERENTES pH DE PRECIPITACION.
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Tabla 20. Datos para la construccién de la curva estandar albimina de suero bovina (BSA)

Concentracion de BSA Absorbancia
(mg/ml) (nm)
0,000 0,000
3,794 0,139
7,656 0,265
11,402 0,373
15,324 0,479
c 0,6
c
Q 05
o
S 04
e
8 03 y=0,031x + 0,013
S R%=0,996
2 02
<
0,1
0
0 5 10 15 20
BSA (mg/mL)

Figura 12. Curva estandar de BSA

Ecuacion obtenida de la curva de calibracion:
A=m=*C+8B

A: Absorbancia

m: Pendiente de la ecuacion de calibracion

C: Concentracion (mg/ml)

B: Interaccioén del valor de la absorbancia
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Tabla 21. Valores de absorbancia de los aislados proteicos de sésamo precipitados a diferentes pHs,
medidos a 540 nm

pH3 pH4 pH5 pH6 pH7
R1 0,254 0,14 0,129 0,124 0,172
R2 0,232 0,104 0,128 0,106 0,165
R3 0,256 0,138 0,132 0,122 0,17
R4 0,230 0,104 0,13 0,107 0,162

Tabla 22. Célculo del contenido proteico (%) de la proteina de sésamo precipitada a diferentes pHs

pH3 pH4 pH5 pH6 pH7

R1 69,5 38,7 36,0 34,6 48,0

R2 71,5 28,7 38,1 29,9 47,6

R3 70,1 38,1 37,0 34,0 47,4

R4 70,9 28,7 38,8 30,2 46,7
Promedio 70,5 33,6 37,5 32,2 47,4
Desv. Estandar 0,9 5,6 1,2 2,4 0,6

Tabla 23. Andlisis de varianza del contenido proteico de la proteina de sésamo

Respuesta Experimental: % Contenido proteico

Suma de Media .
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 4021.345 4 1005.336 125.341 .000
Dentro de grupos 120.313 15 8.021
Total 4141.658 19
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Tabla 24. Comparacion de medias entre los contenidos proteicos de la proteina de sésamo precipitada a
diferentes pHs

HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05
pH N 1 2 3
6.00 4 32.1750
4.00 4 33.5500
5.00 4 37.4750
7.00 4 47.4250
3.00 4 70.5000
Sig. 111 1.000 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica =
4.000.
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ANEXO D

DATOS OBTENIDOS Y ANALISIS ESTADISTICO DE LA
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS AISLADOS PROTEICOS
DE SESAMO OBTENIDOS A DIFERENTES pH DE
PRECIPITACION.
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Tabla 25. Valores de absorbancia de distintas concentraciones de aislados proteicos de sésamo
precipitados a diferentes pHs, sometidos a la reaccién con aceite oxidado y &cido tiobarbitirico

CONC. 1 CONC. 2 CONC. 3 CONC. 4 Blanco
100 pg/ml 200 pg/mi 500 pg/ml 1000 pg/ml | aceite oxidado

R1 2,691 2,613 2,486 2,532

pH 3 R2 2,686 2,609 2,483 2,531 2,862
R3 2,669 2,604 2,482 2,53
R1 2,566 2,56 2,48 2,537

pH 4 R2 2,563 2,557 2,473 2,525 2,862
R3 2,565 2,556 2,489 2,534
R1 2,79 2,751 2,556 2,548

pH5 R2 2,775 2,762 2,545 2,554 2,862
R3 2,777 2,76 2,542 2,546
R1 2,951 2,671 2,483 2,51

pH 6 R2 2,945 2,653 2,476 2,517 2,862
R3 2,929 2,647 2,473 2,526
R1 2,543 2,524 2,419 2,502

pH 7 R2 2,539 2,525 2,415 2,505 2,862
R3 2,532 2,531 2,410 2,51
R1 2,598 2,566 2,341 1,943

BHT R2 2,61 2,561 2,349 1,951 2,862
R3 2,604 2,571 2,336 1,932
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Tabla 26. Actividad antioxidante (%) de los aislados proteicos de sésamo precipitados a diferentes pHs

FACTORA: | FACTORB: _ _ Desv.
pH concentracion | Tratamientos| R1 R3 R3 | Promedio ;
precipitacion Proteina Estandar
3 100 a0b0 1195 | 12,30 | 1349 12,58 0,806
3 200 a0bl 17,40 | 17,68 | 18,03 17,70 0,315
3 500 a0b2 26,28 | 26,48 | 26,55 26,44 0,145
3 1000 aOb3 2306 | 23,13 | 23,20 23,13 0,070
4 100 alb0 20,68 | 20,89 | 20,75 20,78 0,107
4 200 albl 21,10 | 21,31 | 21,38 21,27 0,145
4 500 alb2 26,69 | 27,18 | 26,07 26,65 0,561
4 1000 alb3 22,71 | 23,55 | 22,92 23,06 0,436
5 100 a2b0 5,03 6,08 5,94 5,68 0,569
5 200 a2bl 7,76 6,99 7,13 7,29 0,409
5 500 a2b2 21,38 | 22,15 | 22,36 21,97 0,515
5 1000 a2b3 2194 | 2152 | 22,08 21,85 0,291
6 100 a3b0 6,22 5,80 4,68 5,57 0,795
6 200 a3bl 1335 | 14,61 | 15,02 14,33 0,873
6 500 a3b2 26,48 | 2697 | 27,18 26,88 0,359
6 1000 a3b3 24,60 | 24,11 | 23,48 24,06 0,561
7 100 a4b0 22,29 | 22,57 | 23,06 22,64 0,389
7 200 adbl 2362 | 23,55 | 23,13 23,43 0,265
7 500 adb2 30,96 | 3124 | 31,59 31,26 0,315
7 1000 a4b3 25,16 | 24,95 | 24,60 24,90 0,282

Tabla 27. Actividad antioxidante (%) de diferentes concentraciones del estandar BHT

Conc. (pg/ml) R1 R2 Promedio Desv. Estandar
100 18,45 17,61 18,03 18,03 0,42
200 20,68 21,03 20,34 20,68 0,35
500 36,41 35,85 36,76 36,34 0,46
1000 64,22 63,66 64,99 64,29 0,67
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Tabla 28. Analisis de varianza. Disefio experimental a*b

Respuesta experimental: % Actividad Antioxidante

Tipo 11l de suma Cuadrético
Origen de cuadrados gl promedio F Sig.
Modelo corregido 9281.680° 23 403.551 1812.774 .000
Interceptacion 36557.629 36557.629 164218.870 .000
Conc. proteina 3362.817 1120.939 5035.319 .000
pH 3120.769 624.154 2803.733 .000
Conc. proteina * pH 2798.094 15 186.540 837.946 .000
Error 10.686 48 223
Total 45849.995 72
Total corregido 9292.365 71

a. R al cuadrado = .999 (R al cuadrado ajustada = .998)

Tabla 29. Comparacion entre pHs a una conc. proteica de 100 (pg/ml)

HSD Tukey®”

Subconjunto

pH 3

6.00
5.00
3.00
BHT
4.00
7.00
Sig.

5.5667
5.6833
12.5800
18.0300
20.7733

W W W w w wz

22.6400
1.000

1.000 1.000 1.000 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = .325.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3.000.

b. Alfa=0.05.
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Tabla 30. Comparacion entre pHs a una conc. proteica de 200 (ug/ml)

HSD Tukey®”
Subconjunto
pH N 1 2 3 4 5
5.00 3 7.2933
6.00 3 14.3267
3.00 3 17.7033
BHT 3 20.6833
4.00 3 21.2633
7.00 3 23.4333
Sig. 1.000 1.000 1.000 .633 1.000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica (Error) = .206.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3.000.
b. Alfa=0.05.
Tabla 31. Comparacion entre pH a una conc. proteica de 500 (ug/ml)
HSD Tukey*”
Subconjunto
pH N 1 2 3 4
5.00 3 21.9633
3.00 3 26.4367
4.00 3 26.6467
6.00 3 26.8767
7.00 3 31.2633
BHT 3 36.3400
Sig. 1.000 .781 1.000 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadrética (Error) = .172.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3.000.

b. Alfa = 0.05.
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Tabla 32. Comparacion entre pHs a una conc. proteica de 1000 (pug/ml)

HSD Tukey*”
pH Subconjunto
N 1 2 3 4
5.00 3 21.8467
4.00 3 23.0600
3.00 3 23.1300
6.00 3 24.0633 24.0633
7.00 3 24.9033
BHT 3 64.2900
Sig. 1.000 117 237 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica (Error) = .187.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3.000.

b. Alfa = 0.05.

Tabla 33. Comparacion entre las concentraciones de proteina precipitada a pH3

HSD Tukey*”

Subconjunto

Conc. proteina 1 2 3 4

100.00
200.00
1000.00
500.00 26.4367
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000

12.5800
17.7033
23.1300

w W w w2

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadréatica (Error) = .194.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3.000.

b. Alfa =0.05.
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Tabla 34. Comparacion entre las concentraciones de proteina precipitada a pH4

HSD Tukey*”
Subconjunto
Conc. proteina N 1 2 3

100.00 3 20.7733

200.00 3 21.2633

1000.00 3 23.0600

500.00 3 26.6467

Sig. .409 1.000 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = .133.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3.000.

b. Alfa = 0.05.

Tabla 35. Comparacion entre las concentraciones de proteina precipitada a pH5

HSD Tukey*”
Subconjunto
Conc. proteina N 1 2 3

100.00 3 5.6833

200.00 3 7.2933

1000.00 3 21.8467
500.00 3 21.9633

Sig. 1.000 1.000 .989

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = .211.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3.000.

b. Alfa = 0.05.
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Tabla 36. Comparacion entre las concentraciones de proteina precipitada a pH6

HSD Tukey®”
Subconjunto
Conc. proteina N 1 2 3 4
100.00 3 5.5667
200.00 3 14.3267
1000.00 3 24.0633
500.00 3 26.8767
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = .459.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 3.000.

b. Alfa=0.05.

Tabla 37. Comparacion entre las concentraciones de proteina precipitada a pH7

HSD Tukey*”
Subconjunto
Conc. proteina N 1 2 3

100.00 3 22.6400

200.00 3 23.4333

1000.00 3 24.9033

500.00 3 31.2633

Sig. .061 1.000 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = .100.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 3.000.

b. Alfa =0.05.
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Tabla 38. Comparacion entre las concentraciones del control BHT

HSD Tukey®”

Conc. proteina

Subconjunto

1

2

3

100.00
200.00
500.00
1000.00
Sig.

18.0300

1.000

20.6833

1.000

36.3400

1.000

64.2900
1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = .238.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armdnica = 3.000.

b. Alfa = 0.05.

Tabla 39. Anélisis de varianza entre los Tratamientos: pH y concentracion proteica

ANOVA
FV SC GL CM RV F tablas
Tratamientos 3044,91 19 160,2585 | 743,5755 1,87
Replicas 0,59 2 0,2952 1,3697 3,24
Error 8,19 38 0,2155
Total 3053,69 59
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Tabla 40. Prueba de comparacién de Tukey entre los Tratamientos: pH y concentracion proteica (Respuesta experimental: actividad antioxidante)
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ANEXO E

DATOS OBTENIDOS Y ANALISIS ESTADISTICO DE LA
ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE LOS AISLADOS
PROTEICOS DE SESAMO OBTENIDOS A DIFERENTES pH DE
PRECIPITACION.
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Tabla 41. Valores de absorbancia de distintas concentraciones de aislados proteicos de sésamo

precipitados a diferentes pHs, sometidos a reaccion con albimina de huevo

Blanco: Albimina

CONC. 1 CONC. 2 CONC. 3 CONC. 4 de huevo
100 pg/ml 200 pg/ml 500 pg/ml 1000 pg/ml desnaturalizada

R1 2,824 2,788 2,739 2,674

pH 3 R2 2,822 2,785 2,742 2,686 2,896
R3 2,835 2,791 2,735 2,680
R1 2,837 2,837 2,748 2,675

pH 4 R2 2,844 2,829 2,754 2,678 2,896
R3 2,835 2,833 2,743 2,682
R1 2,831 2,761 2,728 2,682

pH 5 R2 2,844 2,752 2,739 2,675 2,896
R3 2,837 2,757 2,734 2,672
R1 2,841 2,783 2,749 2,634

pH 6 R2 2,835 2,791 2,746 2,628 2,896
R3 2,838 2,787 2,750 2,637
R1 2,786 2,742 2,635 2,581

pH 7 R2 2,790 2,747 2,632 2,586 2,896
R3 2,792 2,738 2,625 2,582
R1 2,634 2,573 2,422 2,325

BHT R2 2,641 2,575 2,425 2,324 2,896
R3 2,630 2,578 2,418 2,318
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Tabla 42. Actividad antiinflamatoria (%) de los aislados proteicos de sésamo precipitados a diferentes

pHs
| FACTOR B:

FACTOR A: concentracion | Tratamientos R1 R2 R3 Promedio D? SV.
pH . Estandar
R Proteina

precipitacion

3 100 a0b0 9,94 10,22 8,43 10,08 0,97
3 200 a0bl 14,92 15,33 14,50 15,12 0,41
3 500 a0b2 21,69 21,27 2224 21,48 0,49
3 1000 a0b3 30,66 29,01 29,83 29,83 0,83
4 100 albo 8,15 7,18 8,43 7,67 0,65
4 200 albl 8,15 9,25 8,70 8,70 0,55
4 500 albh2 20,37 19,61 21,13 19,99 0,76
4 1000 alb3 30,52 30,04 29,56 30,28 0,48
5 100 a2b0 8,98 7,18 8,08 8,08 0,90
5 200 a2bl 18,65 19,89 19,27 19,27 0,62
5 500 a2h2 23,20 21,69 22,44 22,44 0,76
5 1000 a2h3 29,56 30,52 30,94 30,04 0,71
6 100 a3h0 7,60 8,43 8,01 8,01 0,41
6 200 a3bl 15,61 14,50 15,06 15,06 0,55
6 500 a3b2 20,30 20,72 20,17 20,51 0,29
6 1000 a3b3 36,19 37,02 35,77 36,60 0,63
7 100 a4h0 15,19 14,64 14,36 14,92 0,42
7 200 adbl 21,20 20,58 21,82 20,89 0,62
7 500 a4h2 36,05 36,46 37,43 36,26 0,71
7 1000 a4bh3 43,51 42,82 43,37 43,16 0,37

Tabla 43. Actividad antiinflamatoria (%) de diferentes concentraciones del estandar Diclofenaco

Conc. R1 R2 R3 PROMEDIO | Desv. Estandar
(Hg/ml)

100 36,19 35,22 36,74 36,05 0,77

200 44,61 44,34 43,92 44,29 0,35

500 65,47 65,06 66,02 65,52 0,49

1000 78,87 79,01 79.83 79,24 0,52
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Tabla 44. Analisis de varianza. Disefio experimental a*b

Respuesta experimental:

% Actividad Antiinflamatoria

Tipo 11l de »
. Cuadratico .
Origen suma de gl . F Sig.
promedio
cuadrados
Modelo corregido 22366.758° 23 972.468 2536.349 .000
Interceptacion 51821.609 51821.609 135158.892 .000
pH 13532.146 2706.429 7058.792 .000
Conc. proteina 7858.940 2619.647 6832.450 .000
pH * conc. proteina 975.672 15 65.045 169.647 .000
Error 18.404 48 .383
Total 74206.771 72
Total corregido 22385.162 71

a. R al cuadrado = .999 (R al cuadrado ajustada = .999)

Tabla 45. Comparacion entre pHs a una conc. proteica de 100 (ug/ml)

HSD Tukey®”
Subconjunto
pH N 1 2 3

4.00 3 7.9200

6.00 3 8.0133

5.00 3 8.0800

3.00 3 9.5300

7.00 3 14.7300

Diclofenaco 3 36.0500

Sig. .138 1.000 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = .518.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3.000.
b. Alfa=0.05.
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Tabla 46. Comparacion entre pHs a una conc. proteica de 200 (ug/ml)

HSD Tukey®”

Subconjunto

pH 1 2 3 4 5

4.00
3.00
6.00
5.00
7.00
Diclofenaco 44.2900
Sig. 1.000 999 1.000 1.000 1.000

8.7000
14.9167
15.0567
19.2700
21.2000

w W W w w w2

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = .279.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 3.000.

b. Alfa =0.05.

Tabla 47. Comparacion entre pHs a una conc. proteica de 500 (ug/ml)

HSD Tukey*”
Subconjunto
pH N 1 2 3 4
4.00 3 20.3700
6.00 3 20.3967
3.00 3 21.7333 21.7333
5.00 3 22.4433
7.00 3 36.6467
Diclofenaco 3 65.5167
Sig. 134 707 1.000 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = .367.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 3.000.

b. Alfa=0.05.
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Tabla 48. Comparacion entre pHs a una conc. proteica de 1000 (ug/ml)

HSD Tukey*”
Subconjunto
pH N 1 2 3 4
3.00 3 29.8333
4.00 3 30.0400
5.00 3 30.3400
6.00 3 36.3267
7.00 3 43.2333
Diclofenaco 3 79.2367
Sig. 902 1.000 1.000 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = .370.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3.000.

b. Alfa = 0.05.

Tabla 49. Comparacion entre las concentraciones de proteina precipitada a pH3

HSD Tukey™”
Subconjunto
Conc. proteina N 1 2 3 4
100.00 3 9.5300
200.00 3 14.9167
500.00 3 21.7333
1000.00 3 29.8333
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = .504.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3.000.

b. Alfa = 0.05.
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Tabla 50. Comparacion entre las concentraciones de proteina precipitada a pH4

HSD Tukey®”
Subconjunto
Conc. proteina N 1 2 3

100.00 3 7.9200

200.00 3 8.7000

500.00 3 20.3700

1000.00 3 30.0400

Sig. 460 1.000 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = .385.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 3.000.

b. Alfa =0.05.

Tabla 51. Comparacion entre las concentraciones de proteina precipitada a pH5

HSD Tukey™”
Subconjunto
Conc. proteina N 1 2 3 4
100.00 3 8.0800
200.00 3 19.2700
500.00 3 22.4433
1000.00 3 30.3400
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadrética (Error) = .566.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3.000.

b. Alfa = 0.05.
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Tabla 52. Comparacion entre las concentraciones de proteina precipitada a pH6

HSD Tukey*”
Subconjunto
Conc. proteina N 1 2 3 4
100.00 3 8.0133
200.00 3 15.0567
500.00 3 20.3967
1000.00 3 36.3267
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = .242.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3.000.

b. Alfa =0.05.

Tabla 53. Comparacion entre las concentraciones de proteina precipitada a pH7

HSD Tukey®”
Subconjunto
Conc. proteina N 1 2 3 4
100.00 3 14.7300
200.00 3 21.2000
500.00 3 36.6467
1000.00 3 43.2333
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = .299.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3.000.

b. Alfa =0.05.
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Tabla 54. Comparacion entre las concentraciones de Diclofenaco

HSD Tukey*”
Con. Subconjunto
diclofenaco N 1 2 3 4

100.00 3 36.0500

200.00 3 44.2900

500.00 3 65.5167

1000.00 3 79.2367
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = .304.

a. Utiliza el tamano de la muestra de la media armonica = 3.000.

b. Alfa = 0.05.

Tabla 55. Analisis de varianza entre los Tratamientos: pH y concentracion proteica

80

ANOVA
FV SC GL CM RV F tablas
Tratamientos 6385,72 19 336,0903 821,4335 1,87
Replicas 0,46 2 0,2292 0,5601 3,24
Error 15,55 38 0,4092
Total 6401,72 59




Tabla 56. Prueba de Tukey entre los Tratamientos: pH y concentracion proteica (Respuesta experimental: actividad antiinflamatoria)
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ANEXO F
FOTOGRAFIAS
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OBTENCION DE AISLADOS PROTEICOS DE SESAMO

TORTA DE SESAMO MOLIDO DE LA TORTA

(137 _
ADICION DE AGUA RELACION 1:10 AJUSTE DEL pH DE SOLUBLILIZACION

AGITACION DE LAS MUESTRAS CENTRIFUGACION
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SEPARACION DE SOBRENADANTE Y AJUSTE DE pH DE PRECIPTACION

PRECIPITACION DE LA PROTEINA EN REFRIGERACION Y SEPARACION DEL
SOBRENADANTE

LIOFILIZACION DE LA PROTEINA CONSERVACION EN FRASCOS DE PLASTICO
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DIALISIS DE PROTEINA EXTRAIDA CON SOLUCION DE SAL

AISLADOS PROTEICOS DE SESAMO OBTENIDOS CON SOL. SAL

PROCESO DE DIALISIS

\

-

PROTEINA DIALIZADA-LIOFILIZADA
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CARACTERIZACION DE LOS AISLADOS PROTEICOS DE SESAMO

CUANTIFICACION PROTEICA METODO BIURET

PREPARACION DE LAS MUESTRAS

ADICION DEL REACTIVO BIURET CENTRIFUGACION

MEDICION DE LA ABSORBANCIA
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TECNICA DE ELECTROFORESIS
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ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE LOS AISLADOS PROTEICOS DE
SESAMO

PESADO DE LA PROTEINA ALBUMINA DE HUEVO

RS Lo & S0 2

PREPARACION DEL BUFFER FOSFATO Y DE LAS MUESTRAS
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DESNATURALIZACION DE LA ALBUMINA DE HUEVO

MEDICION DE LA ABSORBANCIA
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