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Resumen

Las caracteristicas nutricionales de la torta de sacha inchi (Plukenetia volubilis
L.) ha motivado a realizar un estudio complejo de este subproducto,
principalmente de su proteina debido a que posee un alto contenido (58%), este
parametro permitid estudiar su digestibilidad gastrointestinal, actividad
antiinflamatoria y citotoxicidad de la proteina, con el fin de aprovechar la torta en
la alimentacion humana y animal. En este estudio se obtuvé concentrados y
aislados proteicos de sacha inchi usando diferentes pHs de precipitacién con
agua y sal, la proteina fue cuantificada por el método Biuret y BCA, y analizada
mediante la aplicacion de técnicas electroforéticas, ademas se evalué la
digestibilidad gastrointestinal y actividad antiinflamatoria usando un modelo in

vitro, y la citotoxicidad bajo el modelo del pez cebra (Danio rerio).

Los aislados y concentrados proteicos son solubles en agua y NaCl 1 M con altos
rendimientos. El método Biuret determind en el aislado a pH 4,0 una
concentracion de proteina de 75,31%, mientras que con el método BCA se obtuvo
93,1%. Se caracterizé la proteina de los aislados a través de la técnica de
electroforesis SDS-PAGE, donde se observaron polipéptidos entre un peso
molecular de 14-70 kDa correspondientes a las fracciones de las globulinas y
albuminas. Respecto a la digestibilidad gastrointestinal de la proteina de sacha
inchi se determind la presencia de las globulinas 11S, mientras que las globulinas
7S y albuminas 2S fueron susceptibles a la hidrélisis gastrica. Finalmente, la
actividad antiinflamatoria in vitro de la proteina di6 como resultado a una
concentracion de 1000 pg/mL 78,13%, sin presentar ningin grado de toxicidad

en el modelo pez cebra.

Palabras claves: Sacha inchi, proteinas, digestibilidad gastrointestinal,

electroforesis, pez cebra.
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Abstract

Sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) defatted seed flour nutritional characteristics.
The flour was obtained using cold pressing after extraction of the oil seeds. The
high protein content of this flour (58%) is the reason for this study. This study
identified the gastrointestinal digestibility, anti-inflammatory activity and
cytotoxicity of this protein. Sacha inchi flour will be used in the near future to feed
human beings and animals. In this study, protein isolate was obtained from Sacha
inchi using different pHs of precipitation with water and salt. Protein was quantified
using the Biuret and BCA methods. Protein was analyzed by applying
electrophoretic techniques. The gastrointestinal digestibility and anti-inflammatory

activity was evaluated using an in vitro cytotoxicity zebrafish model (Danio rerio).

Protein isolates of this product are soluble in water and NaCl with high yields. The
protein proximate analysis determined 57.6 % of protein content on the defatted
seed flour from Sacha Inchi. Using the Biuret method, the protein content of the
protein isolate at pH 4.0 was 75.31 % whereas using the BCA method, the protein
content was 93.1 %.Protein isolate was characterized using the SDS-PAGE
electrophoresis technique. Polypeptides were observed between 14-70 kDa of
molecular weight corresponding to albumins and globulins fractions. These
fractions were identified in the precipitated protein in the presence of water and
salt. The gastrointestinal digestibility of Sacha inchi proteins determined the
presence of globulins 11S. Globulins 7S and albumins 2S were susceptible of
gastric hydrolysis. Finally, the in vitro anti-inflammatory activity of Sacha inchi
proteins resulted in a high percentage of inhibition at concentration of 1000 pug/mL

(78.13 %) without presenting any toxicity.

Keywords : Sacha inchi, proteins , gastrointestinal digestibility , electrophoresis,

zebrafish .
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INTRODUCCION

Las plantas alimentarias son importantes en la nutricion humana y animal. De
acuerdo con la FAO, durante el 2005-2007 se reportaron datos estadisticos del
consumo de alimentos de origen vegetal a nivel global como cereales (46,4%),
aceites vegetales (9,6%), azucares/edulcorantes (8,1%), frutas (5,9%),
raices/tubérculos (5,1%), y legumbres (2,1%). Las leguminosas como los frijoles
y semillas oleaginosas hacen una contribucion significativa al suministro de
proteinas en la alimentacibn humana y por lo tanto son considerados como

cultivos valorados (Sathe et al., 2012).

Sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) también llamada inca peanut es una planta
que crece en la selva nativa de la regién Andina de Sudamérica. Esta planta
pertenece a la familia Euphorbiaceae y esta compuesta por 19 especies. Las
semillas de esta planta son valoradas por poseer un alto contenido de aceite 54%
y un contenido de proteina del 27% (Sathe et al., 2002; Czubinski et al., 2014),
mientras que el subproducto llamado torta o harina obtenido durante la
produccion del aceite de sacha inchi posee un alto contenido de proteina
reportado entre el 50-70% (Quinteros et al., 2016).

La produccién de proteina vegetal aislada tiene un alto interés para la industria
alimentaria debido a las crecientes aplicaciones de las proteinas vegetales en los
mercados de alimentos, productos nutraceuticos y alimentos funcionales
(Quinteros et al., 2016). Respecto al valor nutricional, se encontré6 que las
proteinas presentes en un aislado proteico de la semilla de sacha inchi
corresponde principalmente a la fraccién de albumina con un valor de 31% de la
proteina total, un balance aminoacidico adecuado con los patrones FAO/OMS

para cubrir los requerimientos proteicos de un adulto (Sathe et al., 2002).



La digestibilidad de los alimentos es uno de los parametros mas empleados para
determinar la calidad de las proteinas. Generalmente uno de los métodos que se
aplica en la evaluacion del grado de digestibilidad de las proteinas es el
enzimatico, ensayo basado en crear un medio muy similar al de los organismos
de las personas con una mezcla de enzimas y sales biliares (Jiménez et al.,
2011). Los hidrolizados proteicos juegan un papel importante en el proceso de
digestidon, se pueden obtener por métodos fisicos, quimicos o enzimaticos, los
mas utilizados especificamente para producir hidrolizados con finalidades
nutricionales son los enzimaticos. La ruptura de los enlaces peptidicos se llevan
a cabo con la utilizacién de las proteasas, dando lugar a la mezcla de péptidos y

aminoacidos (Vioque, 2000).

Las plantas medicinales asi como compuestos naturales son usados en la
medicina tradicional para tratar condiciones antiinflamatorias, al parecer son una
alternativa logica para buscar agentes antiinflamatorios seguros y efectivos
(Fatma et al., 2013). El proceso de inflamacién es el mecanismo de defensa del
cuerpo para eliminar o limitar la propagacion de estimulos nocivos y curar la
lesion, el exceso de inflamacién esta asociada con la aparicion de enfermedades
como la artritis reumatoide, el asma, la periodontitis, enfermedad inflamatoria
intestinal, la aterosclerosis y la enfermedad de Alzheimer incluso el cancer tal
como carcinoma de la vesicula biliar (Ashley et al., 2012).

El uso de farmacos utilizados en tratamientos de enfermedades inflamatorias se
asocia con efectos adversos como gastritis severa, Ulceras, nausea, vémito,
retencion de sal y agua, deterioro de la funcién renal en pacientes renales o
cardiacas, hipersensibilidad, etc (Amir et al., 2010). Es necesario el desarrollo
de farmacos antiinflamatorios nuevos, econémicos, potentes y seguros a partir

de fuentes naturales, especialmente para los paises en desarrollo.



1. CAPITULO

EL PROBLEMA

1.1. Tema

“‘Estudio de la digestibilidad gastrointestinal, citotoxicidad y actividad
antiinflamatoria de proteinas extraidas de la torta de sacha inchi (Plukenetia

volubilis L.)”

1.2. Justificacion

Dada la diversidad edafoclimatica que existe en el pais junto con la viabilidad de
cultivar diversas especies, el cultivo de sacha inchi constituye una alternativa, con
posibilidades de industrializacién y potencial rendimiento econdémico. En el
Ecuador se estan desarrollando gran cantidad de productos a base de fuentes
vegetales, en el 2013 gracias a las politicas del gobierno relacionadas con el Plan
Nacional del Buen Vivir que tiene como objetivo “Impulsar la transformacion de
la matriz productiva”, ha permitido a las agroindustrias alimentarias como SAMPI,

el procesamiento de alimentos utilizando el sacha inchi.

Actualmente en muchos paises se estan desarrollando productos a partir de
semillas de sacha inchi para mejorar la nutricion humana, entre los que se
destacan: alimentos funcionales enriquecidos con omega-3, productos
nutraceuticos y otros (Maurer et al.,, 2012). En el Ecuador las fabricas
encargadas del procesamiento de sacha inchi no cuentan con personal
capacitado para incursionar en el mundo de nuevas tecnologias y procesos de
mejora continua, por lo que la torta obtenida después del prensado de las semillas

de sacha inchi en la mayoria de los casos es desechada o utilizada en la



alimentacion animal. Las proteinas de sacha inchi tienen un alto valor nutricional
y pueden ejercer actividades biolégicas sobre el organismo humano, ayudando a
prevenir enfermedades cardiometabodlicas en el mismo. Por este motivo, el
presente estudio podria ser una alternativa de aplicacion en diferentes sectores:
alimentario, farmacéutico, nutraceutico, entre otros. En el Ecuador el gobierno
actual ha planteado como un objetivo del Plan Nacional del Buen Vivir “Mejorar
la calidad de vida de la poblacion”, poniendo como meta erradicar la desnutricion
cronica en nifios/as menores de 2 afos y revertir la tendencia de la incidencia de
obesidad y sobrepeso en nifios/as de 5 a 11 afios. Productos derivados de la
torta de sacha inchi procesados en el Ecuador podrian ayudar en ésta

problematica, al ser proteinas de alto valor nutricional y bioldgico.

El pais hace importaciones de torta de soja para preparar aislados proteicos,
alimento balanceado y otros productos. La torta de soja al ser el segundo
componente mas importante en la formulacion de alimento balanceado, conllevd
a tomar una resolucion por el COMEX conjunto con el MAGAP, estableciendo
gue la torta y demas residuos sélidos de la extraccidon del aceite de soja, ingresara
al pais sin pagar aranceles hasta diciembre del 2016. Sin embargo, se puede
considerar otras alternativas de torta como es la torta de sacha inchi ya que de
acuerdo al perfil de aminoacidos podria constituirse en una excelente alternativa
de la torta de soja, ademas pudiendo constituir un suplemento alimenticio para la
preparacion de mezclas nutritivas en principio, para consumo humano (Hurtado,
2013). La torta de sacha inchi puede ser un instrumento beneficioso ya que
permitird economizar un importante rubro para el sector, el mismo que se veria
reflejado en el valor agregado de los aislados proteicos de sacha inchi. Ademas,
ayudaria a incentivar el cultivo masivo de esta planta en el Ecuador, permitiendo
el fomento de fuentes de trabajo que van de la mano con conocimientos
cientificos y tecnoldgicos, que dan apertura de interés en el estudio de las

proteinas obtenidas de la torta de sacha inchi, como en este caso en la



descripcion de la digestibilidad de estas proteinas simulando condiciones

fisiolégicas humanas.

1.3.Objetivos

1.3.1. General

» Estudiar la digestibilidad gastrointestinal, citotoxicidad y actividad
antiinflamatoria de las proteinas de la torta obtenida del prensado en frio
después de la extraccion del aceite de las semillas de sacha inchi

(Plukenetia volubilis L.).

1.3.2. Especificos

» Aislar las proteinas de sacha inchi mediante precipitacion isoeléctrica.

» Caracterizar las proteinas de sacha inchi mediante la aplicacion de

técnicas electroforéticas.

» Evaluar la citotoxicidad de las proteinas de sacha inchi en el modelo pez

cebra (Danio rerio).

» Determinar la actividad antiinflamatoria in vitro (método de

desnaturalizacién de proteina).



2. CAPITULO

MARCO TEORICO

2.1.Antecedentes investigativos

2.1.1. Sachainchi

El sacha inchi (Plukenetia volubilis L.), es una oleaginosa silvestre que pertenece
a la familia Euphorbiaceae. Se encuentra distribuida en estado silvestre en
diversos lugares desde América Central hasta la Amazonia. Diversos estudios
realizados en el Perd, han demostrado un gran potencial de este cultivo como
fuente de acidos grasos insaturados (Dostert, 2009; Follegatti, 2009; Gutiérrez,
2011; Gémez, 2005).

Los nativos de la selva amazonica conocen al sacha inchi desde hace siglos y

fue descrita por Linneo en 1753. La especie Plukenetia volubilis L. es conocida

” 113

de acuerdo al idioma o lugar con los siguientes nombres: “sacha inchi”, “sacha

411 LE 1] LE 1

mani”, “mani del inca”, “mani del monte”, “inca peanut” (Manco, 2006; Valadeau,
2010; Huaman et al., 2008).

Figura 1. Semillas de sacha inchi.
Fuente: Manco, E. 2006
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En los ultimos afios, su cultivo ha tomado importancia econdémica e industrial en
el mercado internacional, debido a la demanda de &cidos grasos esenciales
(acido linolénico, linoleico y oleico, conocidos como omega 3, 6 y 9
respectivamente) y vitamina E (tocoferoles y tocotrienoles), que la semilla de
sacha inchi concentra en cantidades elevadas con respecto a otras oleaginosas.
Investigaciones recientes realizadas con aceites que contienen omegas Yy
vitamina E, indican la importancia nutricional y terapéutica de su consumo para
el control de radicales libres y una serie de enfermedades que estos originan en

el cuerpo humano (Palanca, 2006; Coronado, 2006).

La primera referencia cientifica del sacha inchi fue hecha en 1980 a consecuencia
de los andlisis de contenido graso y proteico realizados por la Universidad de
Cornell en USA, los que demostraron que las semillas del sacha inchi tienen alto

contenido de proteinas 33% y aceite 49% (Hazen & Stoewesand, 1980).

2.1.2. Torta de sacha inchi

La extraccidon del aceite de sacha inchi se realiza por el método de prensado en
frio, obteniendo como un subproducto la torta, la cual posee un elevado contenido
de proteina y aceite (Hamaker et al., 1992). Estudios realizados por Hurtado
(2013) determinaron que el contenido de proteina encontrado en la torta de sacha
inchi siguiendo métodos establecidos por la AOAC, es significativamente elevado
con un 51,23%.

Ruiz et al (2013) determinaron que el contenido proteico de las tortas de sacha
inchi es mas alto en la variedad Plukenetia. volubilis (59%) en comparacioén con
la variedad Plukenetia. huayllabambana (46%), sin embargo, ambas especies
son deficientes en los aminoacidos esenciales lisina y leucina. Betancourth
(2013) determiné que la torta obtenida después del proceso de extraccion del

aceite de sacha inchi por el método de prensado en frio contiene alta cantidad de



proteina 59,1% y grasa 6,93% en base seca, por lo que representa una
alternativa a la torta de soja en la elaboracion de alimentos concentrados para
animales. De igual forma Pascual & Mejia (2000) reportaron un porcentaje de

proteina similar (58,72%) a los autores mencionados.

2.1.3. Proteinas

Las proteinas son las macromoléculas mas abundantes en las células,
constituyen el 50% de su peso seco, desempefian el mayor numero de funciones
de todos los seres vivos (Byong, 2000). Todas las proteinas estan constituidas
por carbono, hidrogeno, nitrégeno y oxigeno, la mayoria de las proteinas
contienen azufre, y algunas contienen elementos adicionales; por ejemplo, las
proteinas lacteas contienen fésforo y las hemoglobinas contienen hierro. El cobre

y el zinc son también constituyentes de algunas proteinas (Vaclavik, 2002).

Las unidades mas simples de la estructura quimica comun a todas las proteinas
son los aminoacidos. En el cédigo genético se pueden encontrar codificados los
veinte a-aminoacidos, también llamados residuos, que constituyen los eslabones
que conforman péptidos, que cuando forman cadenas polipeptidicas y alcanzan
altos pesos moleculares se denominan proteinas. Para fines practicos es posible
definir a las proteinas alimentarias como las proteinas que son facilmente
digeribles, no toxicas, nutricionalmente adecuadas, Utiles en los alimentos,

disponibles en abundancia y con un alto valor nutricional (Badui, 2006).

Es importante y necesario realizar investigaciones sobre compuestos bioactivos
de las plantas tradicionales, que posteriormente servirAn como base para
estudios farmacoldgicos, alimentarios, nutraceuticos entre otros (Hemalatha et
al., 2013). Las proteinas funcionales como los péptidos bioactivos al ser fuente

de aminoacidos, son capaces de ejercer diferentes efectos bioldgicos especificos



sobre el sistema cardiovascular, el sistema inmune o el tracto gastrointestinal
(Martinez & Martinez, 2006).

Respecto al valor nutricional, se encontré6 que las proteinas presentes en un
aislado proteico de las semillas de sacha inchi corresponden principalmente a la
fraccion de albumina con un valor de 31% de la proteina total, un balance
aminoacidico adecuado con los patrones FAO/OMS para cubrir los

requerimientos proteicos de un adulto (Sathe et al., 2002).

Debido a la naturaleza anfotérica, la solubilidad de las proteinas esta muy
influenciada por el pH, ésta es minima en su punto isoeléctrico (pl) que depende
principalmente de la estructura de la proteina, dependiendo del pH del sistema,
estos polimeros pueden actuar como cationes 0 como aniones, lo que repercute
en el aumento de la solubilidad y estabilidad. En general, a valores de pH
diferentes del punto isoeléctrico habra un aumento significativo en la solubilidad
de las proteinas, pero la fuerza iénica, el tipo de solvente, la temperatura y otros
factores jugardn un papel importante (Pefia, 2004). Estudios acerca de la
solubilizacion y fraccionamiento de las proteinas de sacha inchi permitieron
obtener: 43,7% de albuminas, 31,9% de glutelinas, 27,3% de globulinas y

prolaminas 3% del total de las proteinas acuosas (Sathe et al., 2012).

Sathe et al (2002) mediante estudios realizados acerca de las propiedades
bioquimicas de las proteinas de sacha inchi, determinaron que son proteinas 3S
(diméricas) compuestas de 2 polipéptidos glucosidicos con estimaciones de
pesos moleculares de 32.800-34.800 Da. Arana (2010) describe que estas
proteinas contienen todos los aminoacidos esenciales (leucina isoleusina, lisina,
metionina, cisteina, fenilalanina, tirosina, treonina, triptéfano y valina), cuando se
compara con los patrones de recomendacion para adultos y nifios de la
FAO/OMS.



2.1.4. Concentrados y aislados proteicos

Los aislados proteicos son la forma comercial més purificada, se obtienen
eliminando los polisacaridos, oligosacaridos y otros componentes ya sea por:
hidrolisis y posterior precipitacion, por adicion de acidos, controlando los
diferentes parametros como el pH, temperatura, solubilidad y otros, que permiten
el enriquecimiento de la proteina requerida. Los aislados proteicos se pueden
conseguir a partir de un concentrado proteico, asi como de la materia prima
natural. Este tipo de producto posee 85-95% de proteina, debido a que es
sometido a un proceso de cromatografia de intercambio i6nico. Por otro lado, en
los concentrados proteicos, puede variar considerablemente el contenido de
proteina entre un 35y 85%, por lo que existe una enorme diferencia en la calidad
de este producto (Rizo, 2012).

Una amplia variedad de herramientas de extraccion y fraccionamiento de
proteinas y péptidos se disponen en base a sus caracteristicas fisicoquimicas y
estructurales, tales como la solubilidad, hidrofobicidad, peso molecular, punto
isoeléctrico (pl) y asi sucesivamente. Existe una vision integrada de técnicas de
extraccion, fraccionamiento de proteinas y péptidos utilizados en los alimentos,
estudios de proteina basados en diferentes tecnologias sobre la ruptura celular,
precipitacion y los sistemas de solubilizacion son necesarios para obtener la
fraccion de proteina de interés como es el caso del aislamiento de proteinas

mediante hidrdlisis &cida (Martinez et al., 2013).

2.1.5. Métodos para cuantificar proteina

Determinar la concentracion de proteinas en una muestra biolégica, es una
técnica basica cuando se trata de purificar una proteina concreta, conocer la
actividad especifica de una preparacion enzimatica, para el diagnéstico de

enfermedades, asi como para otros muchos propositos. Existen diferentes
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métodos para la cuantificacion de proteinas baséndose en: la propiedad
intrinseca de las proteinas para absorber luz en la zona ultravioleta (UV),
formacion de derivados quimicos, o la capacidad que tienen las proteinas de unir

ciertos colorantes (Reyes & Galvan, 2001).

El método de Biuret comprende un ensayo colorimétrico de un paso donde se
cuantifica la formacién de un complejo estable entre proteinas y Cu*?. El complejo
presenta un color violeta caracteristico, que se puede observar a 310 nanémetros
0 540-560 nan6metros, el cual se da por la coordinacion de un &tomo de cobre
con cuatro atomos de nitrégeno. El complejo se basa en la desprotonacion de los
grupos amida para formar el enlace con el Cu*? o por el establecimiento de un
enlace coordinado entre el metal y los pares de electrones libres de los &tomos
de oxigeno y de nitrogeno del péptido (Nollet, 1996).

Es importante conocer el contenido de proteina de la muestra de estudio, es
posible utilizar un método oficial de analisis de proteinas como el de Kjeldahl que
determina el contenido de nitrégeno total en la muestra. A menudo es
conveniente usar un andlisis de proteinas espectroscépico rapido que requiera
solamente una pequefia cantidad de muestra. El método de ensayo BCA acido
bicinconinico se utiliza cuando se necesitan resultados rapidos, confiables y
sobre todo que sean reproducibles. El principio del método esta basado en la
reduccion de los iones cupricos en virtud de los iones cuprosos en condiciones
alcalinas. Los iones cuprosos reaccionan con el reactivo BCA para dar un color
purpura que se puede cuantificar espectrofotométricamente y puede relacionarse

directamente con el contenido de proteina (Nielsen, 2010).
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2.1.6. Digestibilidad gastrointestinal

La digestibilidad es una manera de medir el aprovechamiento de un alimento, es
decir, la facilidad con que es convertido en el aparato digestivo en sustancias
Gtiles para la nutricion. Comprende dos procesos, la digestion que corresponde
a la hidrolisis de las moléculas complejas de los alimentos, y la absorcién de
pequefias moléculas (aminoacidos, &cidos grasos) en el intestino. Los ensayos
de digestion in vitro con pepsina en un principio fueron desarrollados y utilizados
para evaluar el valor nutricional de las proteinas como fuentes de aminoacidos
viables y actualmente se usan para determinar el grado de alergenicidad
(Nielson, 1988; Budd et al., 1983).

La combinacion de conocimientos sobre la composicion quimica y digestibilidad
de un aislado proteico permite su uso en la formulacion de un alimento y precisar
calculos sobre su contribucion en términos de energia y nutrientes (Sullivan &
Reigh, 1995; Laining et al., 2003; Koprucu & Ozdemir, 2005; Guillaume et al.,
2004). El conocimiento de la digestibilidad viabiliza la inclusion de una variedad

de productos y subproductos de la agroindustria (Pezzato et al., 2002).

El organismo humano ha desarrollado un sistema complejo para descomponer
los alimentos y extraer los nutrientes que necesita para mantener la salud. Los
estudios en sistemas animales son una alternativa eficaz para reemplazar los
estudios en sistemas humanos, especialmente cuando se refiere al caso de las
alergias. Los estudios en humanos se dificultan por consideraciones éticas y
técnicas, especialmente por la cantidad y el nimero de individuos voluntarios que
se necesitan. Por esta razon se ha desarrollado la aplicacion de modelos in vitro
gue simulan condiciones que suceden en los procesos in vivo en el organismo
humano (Carrillo, 2014).
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Muchos estudios se han llevado a cabo para determinar el potencial alergénico
de las proteinas alimentarias utilizando ensayos de digestibilidad in vitro con
pepsina en simuladores de fluidos gastricos (SGF). Estos estudios apoyan que
la digestion puede ser utilizada como herramienta clave para predecir el potencial
alergénico de las proteinas alimentarias (Burks & Sampson, 1997; Fu TJ et al.,
2002; Kenna & Evans, 2000).

2.1.7. Electroforesis

La técnica de electroforesis es un método empleado para separar
macromoléculas en funcién del tamafio, la carga eléctrica y otras propiedades
fisicas. El término electroforesis describe la migracion de las particulas cargadas

bajo la influencia de un campo eléctrico.
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Figura 2. Proceso de electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE.

Fuente: Carrillo et al., 2013

Esta técnica fue empleada por primera vez por Tiselius (1937), quien descubrid
gue las proteinas se podian separar por accion de un campo eléctrico y fue el
inventor de un equipo para la electroforesis. Por otro lado, Laemmli (1970)

describié una nueva técnica que logra un incremento en la resolucién por la
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utilizacion de dodecil sulfato de sodio (SDS). En los afios posteriores se
comenzaron a emplear agentes reductores y SDS, para la determinacion del
peso molecular de las proteinas a lo que se denominé electroforesis en geles de
poliacrilamida SDS-PAGE (Carrillo et al., 2013).

La electroforesis consiste en preparar un gel concentrador y separador, los geles
de poro intermedio (10-12%) proveen una separacion adecuada para proteinas
de 10-90 kDa (Martinez & Afion, 2001). El gel de concentracion difiere del de
separacion en el tamafio de poro y en el pH, y tiene la funcién de concentrar las
proteinas de forma que la resolucion no dependa del volumen inicial de la
muestra. El gel de separacion presenta poros mas pequefios y ayuda en la

separacion por tamafo molecular de las proteinas (Hjemel & Chrambach, 1981)

2.1.8. Actividad Antiinflamatoria

La inflamacién es un sintoma muy comun de muchas enfermedades cronicas, es
una respuesta protectora normal a la lesion del tejido causada por un traumatismo
fisico, quimico nocivo o agentes microbianos (Ashley et al., 2012). Los farmacos
no esteroides antiinflamatorios son comiunmente usados en la administracion de
efectos inflamatorios, pero estos estan asociados con efectos no deseados tal

como irritacion gastrica, ulceras, etc (Amir et al., 2010).

Las células que resultan dafiadas por microbios o agentes fisicos o quimicos
inician una respuesta defensiva llamada inflamacion. Los egipcios describieron
abscesos y Ulceras en Coédigo de Hummurabi (2000 AC) con detalladas
instrucciones de como tratar los abscesos en el ojo (Kashfi, 2009). El fisico
griego, Hipdcrates pudo haber sido el primero en considerar la inflamaciéon como
un proceso benigno de la cicatrizacion introduciendo los términos de edema y
erisipelas para describir sus sintomas. La primera descripcion de los sintomas
inflamatorios se establece como enrojecimiento, hinchazén, calor y dolor

(Lawrence et al., 2002).
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Factores gquimiotacticos

Leucocito Capilar

Figura 3. Proceso de inflamacién
Fuente: Carretero, M. 2003

Entre las sustancias que contribuyen a la vasodilatacion, al aumento de la
permeabilidad y otros aspectos de la respuesta inflamatoria, se encuentran los
siguientes: histaminas, cininas, prostaglandinas, leucotrienos y el sistema de
complemento. El dolor, ya sea inmediato o tardio, es sintoma de la inflamacion y
resulta del dafio de fibras nerviosas o de irritacion que causan sustancias toxicas
prevenientes de microbios. Las cininas afectan ciertas terminaciones nerviosas y
producen gran parte del dolor, mientras que las prostanglandinas lo intensifican
y lo prolongan. El dolor también puede deberse al aumento de presiéon debido a

la formacion del edema (Punchard et al., 2004).

Todo ello supone un conjunto de defensa del organismo que, si bien es deseable
para salvaguardar su integridad evitando en lo posible la entrada de agentes
extrafios, por su inespecificidad y persistencia puede llegar s construir un sintoma
molesto, cuya duracién puede prolongarse y, en ese caso, es necesario 0
conveniente controlarlo. Estos hechos justifican la necesidad de los
antiinflamatorios. Los farmacos antiinflamatorios se pueden clasificar en dos

grandes grupos: antiinflamatorios esteroides (corticosteroides) y los
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antiinflamatorios no esteroides conocidos como (AINE). Los AINE son inhibidores
de la enzima ciclooxigenasa, de forma que inhiben directamente la biosintesis de

prostaglandinas y tromboxanos a partir del acido araquidénico (Carrillo, 2010).

La enfermedad antiinflamatoria de intestino es una inflamacion cronica del tracto
intestinal y existe en dos formas colitis ulcerativa que afecta el intestino largo y
enfermedad de Crohn’s que puede afectar cualquier parte del intestino, tienen
tratamientos farmacéuticos que son moderadamente efectivos y a largo plazo
gue resultan toxicos, por ello se requieren nuevos tratamientos. Estad bien
caracterizado que la gastrolesividad por AINE deriva de efectos toxicos directos
sobre la mucosa gastrointestinal y de efectos sobre el reclutamiento leucocitario,
pero fundamentalmente de la inhibicién sistémica de las prostaglandinas
endogenas. Este efecto inhibidor de las prostaglandinas, que es la diana del
efecto terapéutico de los AINE al reducir los fendmenos inflamatorios y ciertos
mecanismos del dolor en la mayoria de tejidos, resulta también ser el causante
de las lesiones en el tubo digestivo, ya que la mucosa gastrointestinal posee un
mecanismo de defensa ante distintas agresiones que es modulado por
prostaglandinas enddgenas. Por lo anterior existe un interés en encontrar
antiinflamatorios potentes que no presenten efectos secundarios sobre la mucosa

gastrica y duodena (Carrillo, 2010).

Las proteinas funcionales como los péptidos bioactivos, ademas de su papel
nutricional por ser fuente de aminoacidos, son capaces de ejercer diferentes
efectos biolégicos especificos sobre el sistema cardiovascular, el sistema inmune

o el tracto gastrointestinal (Martinez & Martinez, 2006).

Varios péptidos y proteinas han sido propuestos para el tratamiento de
enfermedades dentales, la diarrea, mala absorcion de minerales, la hipertension,

la trombosis, o de inmunodeficiencias (Rutherfurd & Moughan, 2005;
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Vermeirssen et al., 2004). La actividad antiinflamatoria ha despertado en los
altimos afios interés cientifico en diferentes areas, principalmente en virtud de la
capacidad potencial de ciertos compuestos de interferir en la evolucion de

enfermedades que cursan con procesos inflamatorios (GoOmez et al., 2011).

Existen varios trabajos sobre evaluacion de la actividad antiinflamatoria que se
ha realizado tanto en extractos como en metabolitos secundarios aislados de
fuentes naturales. Estos estudios se han realizado guiados a través de diferentes
modelos farmacologicos tanto in vivo como in vitro (Newman et al., 2003; Setty
& Sigal, 2005).

2.1.9. Toxicidad de proteinas vegetales

El origen o presencia de los toxicos en alimentos, se debe a cuatro fuentes:
naturales, intencionales (como los aditivos), accidentales (como los
contaminantes) y las generadas por proceso. La clasificacion de este
componente se complica, ya que variaciones pequefas en su estructura lo puede
hacer o no menos peligroso. Sin embargo, aunque a un toxico se le asocie con
un grupo de alimentos, no es posible tomar esto en cuenta para su clasificacion,
ya que, por ejemplo, los glucésidos cianogénicos pueden encontrarse en

leguminosas, tubérculos, cereales, etc (Badui, 2006).

Los productos proteinicos vegetales (PPV) se han elaborado de manera que
derive un significativo aumento del contenido proteinico en el producto final.
Algunos PPV, especialmente los derivados obtenidos de la soja, han sido objetos
de investigacion sobre cémo analizar estos productos para determinar su
inocuidad y calidad nutritiva. Las materias primas de las que se obtienen los PPV
podrian contener componentes toxicos o antinutritivos de origen natural como
glucosinolatos en Brassica Spp., gosipol en la semilla de algodén, hemaglutininas

e inhibidores de la tripsina en las legumbres (Codex Alimentarius, 1995).
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La presencia de toxinas en los cereales, semillas de oleaginosas, leguminosas,
frutas, etc destinadas al consumo humano y animal es un riesgo importante como
lo reconocen los Codex Alimentarius. Una de las principales toxinas que
producen efectos cronicos e inestabilidad durante los procesos de elaboracion de
los alimentos y piensos son las que producen las especies de Fusarium, estas
toxinas se desarrollan especialmente en la fase de floracién y formacion de la
semilla (Nicholson et al., 2003; Jurado et al., 2004).

Badui (2006) menciona que los péptidos, proteinas y aminoacidos téxicos en
muchos casos, su modo de accion varia, ya que pueden ser inhibidores de la
actividad enzimatica, o interferir en el funcionamiento normal del sistema nervioso
o digestivo, sin descartar otro tipo de alteraciones, como la acumulaciéon de
selenio en aminoé&cidos, en donde se sustituye al azufre en cistina, glutation,

metionina, etc.

Barrio (2015) establece que los episodios tdxicos asociados al consumo de
especies de origen vegetal y animal (mariscos) constituyen un problema para la
seguridad alimentaria, debido a que en la mayoria de los casos causan la muerte.
Por ello, es necesario contar con un método rapido, sensible y especifico para
determinar el contenido y la presencia de toxinas. Segun O’Brien (2000) la
evaluacion de la citotoxicidad de un compuesto o mezcla de compuestos puede
estudiarse mediante pruebas quimicas, ensayos biologico in vitro e in vivo en
humanos y animales tras la ingesta de los mismos. Existen varios métodos para
poder detectar la presencia de toxinas en los alimentos, dentro de los métodos
se destacan: el método de microtitulacion, tratamiento con tripsina o pronasa de
los glébulos rojos, el método fotométrico, métodos aplicados en modelos in vivo

como el bioensayo en ratén, modelo pez cebra (Danio rerio).
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2.1.10. Modelo pez cebra (Danio rerio)

Con el objetivo de mejorar la confiabilidad, precision y especificidad, y disminuir
los costos en los estudios acerca de la seguridad alimentaria, actualmente, se
esta trabajando en diferentes estrategias y modelos entre los que se incluyen
ensayos farmacolégicos, inmunoensayos, ensayos quimicos o de separacion y

bioensayos alternativos (Barrio et al, 2015).

Figura 4. Pez cebra (Danio rerio)

Fuente: Barrio et al., 2015

El embrion del pez cebra (Danio rerio) es ampliamente utilizado como modelo
vertebrado de estudio en diferentes areas del conocimiento, el screening, la
busqueda de nuevas drogas y la toxicologia (Nagel, 2002; Spitsbergen y Kent
2003; Hill et al., 2005), debido a su alto grado de similitud genética con los
vertebrados superiores, compartiendo un 70% de genes con los humanos
(Veciana et al., 2014). Las ventajas del modelo son la simplicidad, la economia
de mantenimiento, la reproduccion (se puede contar con 200 embriones
semanales por hembra) y la facilidad de observar el desarrollo embrionario
(durante las primeras 24 horas de desarrollo); los ensayos pueden realizarse en
platos de 96 pocillos que requieren poca cantidad de muestra para el estudio.
Ademas, es posible llevar a cabo ensayos rapidos en adultos utilizando diferentes
vias de administracion: oral, inyeccion intramuscular e intraperitoneal. Este

sistema se aplica cada vez mas para el estudio de toxinas microbianas y mas
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especificamente para investigar toxinas marinas (Tiedeken, 2005; Wang et al.,
2005; Lefebvre et al., 2004 & 2009; Purdie, 2009).

Estas caracteristicas convierten al pez cebra en un modelo vertebrado muy
versatil y apto para estudios in vivo de toxicidad, cuya instalacion en los
laboratorios de toxicologia permitiria, adicionalmente, la adopcién de nuevas
técnicas para la realizacion de ensayos en alimentos, aguas residuales y otras
matrices (Scholz et al., 2008).

2.2.Hipotesis

Tema: “Estudio de la digestibilidad gastrointestinal, citotoxicidad y actividad
antiinflamatoria de proteinas extraidas de la torta de sacha inchi (Plukenetia

volubilis L.)”

Hi: Las proteinas extraidas de la torta de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) son

digeribles en el organismo humano.

H2: Las proteinas extraidas de la torta de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.)

presentan citotoxicidad en el modelo pez cebra.

Hs: Las proteinas extraidas de la torta de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.)

poseen actividad antiinflamatoria.
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2.3.Sefalamiento de variables de la hipotesis

Variable independiente (1): Proteinas extraidas de la torta de sacha inchi

Variable dependiente (1): Digestion gastrointestinal

Variable independiente (2): Proteinas extraidas de la torta de sacha inchi

Variable dependiente (2): Citotoxicidad

Variable independiente (3): Proteinas extraidas de la torta de sacha inchi

Variable dependiente (3): Actividad antiinflamatoria
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3. CAPITULO

MATERIALES Y METODOS

3.1.Materiales

Tabla 1. Materiales de laboratorio (vidrio, plastico u otros) utilizados durante la

investigacion.

Materiales de laboratorio
Vasos de precipitacion
Balones de aforo
Probetas
Varillas de agitacion
Magneto
Espétula
Kit micropipetas
Tubos para centrifugar
Cajas Petri
Puntas para micropipetas
Tubos eppendorf
Envases herméticos
Tiras de pH
Goteros
Rotuladores
Guantes latex

Tabla 2. Equipos de laboratorio utilizados durante la investigacion.

Equipos

Balanza
Agitador magnético
pHmetro

Centrifuga

Liofilizador

Espectrofotometro

Agitador vortex
Agitador para microtubos

Equipo de electroforesis Bio-Rad
Esteromicroscopio
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Tabla 3. Reactivos utilizados durante la investigacion.

Reactivos
Hidréxido de sodio
Acido clorhidrico
Cloruro de sodio
Bicarbonato de sodio
Enzimas
Sales biliares
B-mercaptoetanol
Tris-Cl
Acrilamida
SDS (dodecil sulfato sédico)
Temed
PSA (persulfato de amonio)
Glicina
Glicerol
Azul de bromofenol
DMSO
Azul de coomassie
Agua desionizada
Reactivo de Biuret
Reactivo BSA

Tabla 4. Materiales de acuario utilizados durante la investigacion.

Acuario

Peces cebra (Danio rerio)

Comida para peces (artemia)

Peceras

Calentadores eléctricos

Termoémetros

Filtros

Estanteria

Tiras de nitritos

Solucioén azul de metileno
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3.2.Métodos

3.2.1. Obtencion de la torta de sacha inchi (Pluketenia volubilitis L.)

3.2.1.1. Produccion del aceite de sacha inchi

El proceso de extraccion de aceite de sacha inchi se llevé a cabo con prensado
en frio en la empresa SAMPI, utilizando semillas virgenes seleccionadas de
sacha inchi, esto significa que fue un prensado manual y mecénicamente, sin
utilizar calor o solventes quimicos para conservar todo su valor nutricional, una
vez que se extrajo el aceite de las semillas se obtuvé como subproducto la torta
de sacha inchi, materia prima que se emple6 en todos los estudios realizados

durante el proyecto de investigacion.

3.2.2. Analisis proximal de la torta de sacha inchi

El analisis proximal de la torta de sacha inchi se realiz6 en el laboratorio de
control y analisis de alimentos (LACONAL) de la Facultad de Ciencia e Ingenieria
en Alimentos (UTA), este andlisis proximal determiné el contenido de proteina,
fibra, grasa, cenizas y humedad, de acuerdo con los métodos de la AOAC

(2012). La tabla 5 muestra los diferentes métodos analiticos

Tabla 5. Métodos analiticos utilizados en el analisis proximal de la torta de sacha

inchi (Plukenetia volubilis L.).

Ensayo Método
Cenizas PEO01-5.4-FQ. AOAC Ed 19, 2012 923.03
Proteina PEO03-5.4-FQ. AOAC Ed 19, 2012 2001.11
Humedad PE02-5.4-FQ. AOAC Ed 19, 2012 925.10
Grasa PE08-5.4-FQ. AOAC Ed 19, 2012 2003.06
Fibra cruda INEN 522

Fuente: Laboratorio de control y andlisis de alimentos “LACONAL”
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3.2.3. Obtencion de aislados y concentrados proteicos de la torta
de sacha inchi

Los concentrados y aislados proteicos de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) se
obtuvieron segun el método descrito por Martinez & Af6Gn (1996) con
modificaciones. La harina resultante de la extraccion del aceite de sacha inchi
conocida como torta fue suspendida en agua en una relacion 1:3
respectivamente, se ajusté a pH 8,0 con la solucion de NaOH 2 N, la mezcla fue
llevada a centrifugacion durante 30 minutos, 25 °C y 4.500 rpm, para lo cual se
trabaj6 con una centrifuga marca Labnet. Se descarto6 el precipitado y se trabajo
con el sobrenadante, el mismo que fue ajustado a pH 4,0 con solucion HCI 2 N.
La precipitacion acida produjo un cambio en el punto isoeléctrico de las proteinas
de manera que éstas precipitaron durante 24 horas de reposo a temperatura de
refrigeracion (4-8 °C), los precipitados fueron neutralizados con NaOH 0,1 M. En
este proceso de ajustado de pH se utilizé un pHmetro marca Thermo scientific
modelo X27681. Ademas, se reemplazo el agua por el solvente NaCl 1 M en la
obtencion de aislados y concentrados proteicos, siguiendo el método descrito
anteriormente. Finalmente, los aislados y concentrados proteicos fueron llevados
a -80 °C en un congelador marca Panasonic. Para el proceso de liofilizacion de
las muestras se trabajé bajo condiciones estandares del equipo, para esta etapa
se utilizo un liofilizador marca Vir Tis SP SCIENTIFIC.

3.2.3.1. Determinacion del rendimiento de los aislados vy
concentrados proteicos de sacha inchi

Para la determinacién del rendimiento de los aislados y concentrados proteicos
de sacha inchi se aplicé un disefio experimental A*B, donde el factor A estuvé
determinado por el tipo de solvente a utilizarse, contando con 2 niveles; ao: Agua
y ai: Cloruro de sodio, como factor B se establecio la variacion de pHs,
determinando 5 niveles; bo: pH 2,0; b1: pH 3,0; b2: pH 4,0; b3 pH 5,0; bs: pH 6,0.

Para cada tratamiento se trabajo con tres réplicas de experimentacion.
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Andlisis estadistico: Los resultados fueron expresados mediante el analisis de
la tabla de ANOVA y se aplicd la prueba de comparacion multiple test tukey
utilizando el programa estadistico INFOSTAT.

3.2.4. Cuantificaciéon de proteinas de sacha inchi

3.2.4.1. Cuantificacion de proteinas por el método Biuret

Se realiz6 la cuantificacion de proteina de sacha inchi mediante el empleo del
meétodo Biuret, siguiendo la metodologia descrita por (Caprette, 2015). El
principio estuvo basado en la formacion de un complejo purpura con sales de
cobre gue contiene el reactivo Biuret, el mismo que se preparé a base de tartrato
de potasio—sodio, sulfato de cobre y yoduro de potasio, todos disueltos en 400
mL de solucibn NaOH 0,2 M en el orden respectivamente establecido. La
muestra se prepard con el pesado de 8 mg de proteina de sacha inchi para lo
cual se utilizé6 una balanza analitica marca VWR, esta cantidad de proteina
pesada fue disuelta en 1 mL de agua y 75 pL de NaOH 0,2 M. Finalmente, se
mezclaron 1,25 mL de reactivo Biuret con 250 pL de la muestra preparada
anteriormente, una vez preparadas las diluciones correspondientes se llevaron
a centrifugar durante 30 minutos, las muestras centrifugadas se las colocaron a
5 °C, posteriormente éstas se analizaron en un espectrofotometro empleando
una longitud de onda de 540 nandmetros, el equipo utilizado en la medicion de
la absorbancia fue un espectrofotometro marca Hach modelo DR 5000 UV-Vis
Para la interpretacion de los resultados se trabajé con una curva de calibrado y
se realizé dos mediciones a cada muestra con sus respectivas réplicas (2). Los
resultados fueron expresados mediante el andlisis estadistico arrojado por la
tabla de ANOVA vy test tukey, utilizando un P<0,05.

3.2.4.2. Cuantificaciéon de proteinas por el método BCA

Por otro lado, se cuantificd la concentracién de proteina mediante el método de
BCA (&cido bicinconinico), para ellos se utiliz6 un kit comercial de la marca

Thermo Scientific. El propadsito se vio enfocado en la reduccion de iones cupricos
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a iones cuprosos bajo condiciones alcalinas de la proteina. Los iones cuprosos
reaccionaron con el reactivo BCA proporcionando un color purpura, que pudo
cuantificarse espectrofotométricamente (Nielsen, 2010).

- Preparacion de la muestra

En un tubo eppendorft se pesaron 5 mg de muestra, 1 mL de agua y 75 yL de
NaOH, luego se le introduj6é un magneto pequefio y se puso en la plancha de
agitacion durante 15 minutos, posteriormente se sacaron los magnetos y la
muestra fue centrifugada por 15 minutos. Se tom6é 0,1 mL de la muestra

preparada anteriormente con 1,9 mL de agua ultra purificada (dilucion 1:20).

- Preparacion de los estandares

En un tubo eppendorft de 2 mL, se preparoé la solucion madre con 0,2 mL de la
ampolleta BSA (albumina de suero bovino) y 1,4 mL de agua ultra purificada
(Milli-Q), el agua purificada se obtuvo mediante el empleo del equipo Thermo
Scientific. Se tomaron 100, 200, 300, 400 y 500 L de la solucién madre los que
se diluyeron en 400, 300, 200 y 100 uL de agua ultra purificada respectivamente.
Todo lo anteriormente mencionado se realizd en base al peso obtenido en la
balanza analitica marca VWR, con el objetivo de disminuir el grado de error en

sus calculos.

- Preparacioén de la solucion BCA

Se realizé multiplicando el numero de muestras finales por 1,4 mL de solucion
del reactivo (blanco y azul), luego se aplicé una regla de tres para el reactivo

blanco y para el reactivo azul fue la diferencia.
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- Anadlisis en el espectrofotémetro

Se pesaron 70 pL de las muestras y de los estandares respectivamente, se les
afadio 1,4 mL de la solucion del reactivo (blanco y azul) y se midi6 la absorbancia
a 562 nm, utilizando un espectrofotometro marca Hach. Se realizaron tres
réplicas por muestra. Los resultados fueron expresados mediante el analisis

estadistico arrojado por la tabla de ANOVA vy test tukey, utilizando un P<0,05.

3.2.5. Estudio de la digestibilidad gastrointestinal in vitro de las

proteinas de sacha inchi

3.2.5.1. Digestion gastrica in vitro

Para el proceso de la digestidn géastrica in vitro se siguié la metodologia descrita
por Jiménez et al (2012) con modificaciones. Las proteinas fueron sometidas a
un proceso de hidrolisis gastrica simulando las condiciones fisiologicas humanas
del estomago. Para ello, se utilizd la enzima pepsina a dos concentraciones
diferentes. Las digestiones se llevaron a cabo en fluido gastrico simulado de pH:
1,2; 2,0y 3,2, simulando condiciones de nifios, adultos y personas con trastornos
gastricos. Para el proceso de la simulacion digestiva de la proteina, se utilizé un

agitador de tubos eppendorf (termostato) marca Esco.

La preparacién de las muestras consistio en pesar 10 mg de proteina aislada a
pH 4,0 para ser diluida con fluido gastrico simulado (SGF, NaCl 0,35 M)
ajustados a diferentes pHs: 1,2; 2,0 y 3,2 a 37 °C durante 120 minutos con
pepsina porcina a una concentraciéon de 4.500 U/mg de proteina. Para la
comparacion del efecto de la enzima en la hidrélisis de la proteina, también se
trabajo con una relacion enzima/sustrato de 1:20, w/w (2.000 U/mg) (Jiménez et
al., 2012; Carrillo et al., 2014). Una vez que se detuvo la hidrolisis, en cada
muestra se colocaron 200 pL de NaHCO; 1 M, deteniendo de esta manera la

reaccion enzimatica. Se realizd cuatro réplicas por cada ensayo de digestion y
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se comparé con la técnica de electroforesis SDS-PAGE para asegurar la

repetitividad de los resultados.

3.2.5.2. Digestion duodenal in vitro

Para el proceso de digestion duodenal se siguié el método descrito por Martos
et al (2010) con modificaciones. Los hidrolizados gastricos sometidos a 120
minutos de proceso de digestién fueron ajustados a pH 7,0 a los cuales se les

afiadieron los siguientes elementos:

a. Una mezcla de sales biliares que contenian cantidades equimolares de
glicodesoxicolato de sodio y taurocolato de sodio (Sigma-Aldrich) con una

concentracion final de cada sal de 6,15 mM.

b. CaCl2 1 M con una concentracion final de 6,125 mM.

c. Pancreatina (100 U/mg) mezclada con Bis-Tris 20,3 mM
Las reacciones se llevaron a cabo a 37 °C durante 120 minutos y se detuvieron
por calentamiento a 80 °C durante 10 minutos, permitiendo de esta manera la

desactivacion de las enzimas. Los digeridos fueron analizados mediante la

técnica de electroforesis SDS-PAGE.
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3.2.6. Caracterizacion de la proteina de sacha inchi mediante

técnicas electroforéticas

3.2.6.1. Aplicacion de latécnica analitica de electroforesis en gel
de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE)

Para la caracterizacién de la proteina de sacha inchi se empled la técnica
analitica de electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato
de sodio (SDS-PAGE) en condiciones desnaturalizantes y no desnaturalizantes
utilizando el método descrito por Laemmli (1970) con modificaciones. Las
muestras fueron sometidas a un campo eléctrico de 200 V durante 30 minutos
en un buffer Tris-HCI usando un equipo Bio-Rad, modelo Mini Protean Il (Bio-
Rad Life Science, USA), los geles fueron tefiidos durante la noche en azul de
coomassie y luego fueron destefidos en una mezcla de metanol, etanol y acido
acético. Una vez que se obtuvieron los geles, éstos fueron fotografiados
digitalmente con un equipo Bio-Rad modelo ChemiDoc. Los geles se hicieron por
duplicado para la interpretacién de los resultados.

- Preparacion de la muestra

Se pesaron 10 mg de proteina aislada a pH 4,0 se afladié 1 mL de agua cuya
mezcla se la realizé en el vortex VWR, de la dilucion obtenida se tomaron 200
uL y se mezclaron con 200 pL de buffer de muestra. Finalmente, la muestra se

calent6é a 80 °C durante 10 minutos utilizando un termostato Esco

- Separacion electroforética

Se prepararon geles de 1 mm de espesor. El gel separador fue preparado al 12%
de acrilamida. Una vez gelificado se procedi6 a colocar la solucion de acrilamida
al 4% para generar el gel concentrador. Seguidamente se colocé el peine para

generar los pocillos. Una vez gelificado el gel se traslado a la camara
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electroforética para colocar 10 uL de la muestra y 10 pL del estandar. La camara
fue llenada con la solucion del buffer running, la separacion electroforética se dio
bajo la consideracion de los parametros de voltaje y tiempo mencionados

anteriormente asi como las condiciones en las cuales el gel debe permanecer.

3.2.6.2. Aplicacion de la técnica analitica de electroforesis

bidimensional en geles de poliacrilamida (2D PAGE)

Debido a la complejidad de los aislados y concentrados proteicos obtenidos de
sacha inchi, la muestra fue analizada mediante la técnica de electroforesis
bidimensional, la misma que permitio identificar isoformas de las proteinas a
través de su punto isoeléctrico y peso molecular, siguiendo el método descrito
por (O'Farrell, 1975). Para ello, las tiras fueron equilibradas durante 16 horas en
buffer comercial de Bio-Rad, al dia siguiente se cargd la muestra de proteina
aislada a pH 4,0 sobre la tira la misma que fue sometida a un campo eléctrico
con un gradiente de voltaje 0—20 000 V durante 8 horas. Posteriormente, las tiras
fueron puestas en la parte superior de un gel de poliacrilamida al 12% y fue

separada por su peso molecular a 200 V durante 30 minutos.

3.2.7. Evaluacién de las actividades biolégicas

3.2.7.1. Actividad antiinflamatoria in vitro

La actividad antiinflamatoria de las proteinas de sacha inchi fueron evaluadas
por el método de desnaturalizacion de proteina (albumina de huevo), descrito
por Padmanabhan (2012) con modificaciones. Se emple6 un farmaco
antiinflamatorio (diclofenaco de sodio) a dos concentraciones (100 y 200 pg/mL)
como modelo estandar para calcular la actividad. Las muestras se prepararon a
diferentes concentraciones de proteina de sacha inchi aislada a pH 4,0 (100,
200, 500 y 1.000 pg/mL), se mezclaron 2 mL de la muestra con 2,8 mL de
solucion tampon fosfato ajustado a pH 6,4 y 2 mL de albumina de huevo, esta
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mezcla se llevé a incubacion manteniendo la temperatura a 27 °C durante 15
minutos, para este proceso se emple6 una incubadora VWR. La reaccion de
desnaturalizacion de la proteina se dio al someter la muestra a bafio maria (70
°C por 10 minutos). Se utilizé el espectrofotometro marca para medir la
absorbancia de las muestras, usando una longitud de onda de 660 nanGmetros.
El porcentaje de inhibicién de la proteina desnaturalizada fue calculada por la

siguiente ecuacion.

.., At—Ac
%inhibicion = Tx 100

Ec.1

Dé6nde: At = Absorbancia de la muestra

Ac = Absorbancia del control

Los resultados fueron analizados con un andlisis estadistico de la tabla ANOVA
y la aplicacion del test tukey, empleando un nivel de significancia P<0,05.
Ademas se trabajo con tres réplicas por cada muestra de proteina liofilizada y

patrén.

3.2.7.2. Citotoxicidad in vivo mediante el modelo pez cebra

(Danio rerio)

Las muestras de proteina de sacha inchi fueron sometidas a un estudio de
citotoxicidad usando el ensayo OECD draft guideline on Fish Embryo Toxicity
(FET) Test (OECD, 2012).

Peces cebra de la cepa AB (especie salvaje) fueron criados en un sistema de
circulacién de acuario. Peces cebra adultos se alimentaron a temperatura
constante (26 °C) y fotoperiodo (16 horas luz: 8 horas oscuridad). Los machos y
las hembras, en la proporcion de 1:1, se colocaron en una caja de cultivo por
separado con un plastico separador durante la noche del dia anterior de la

prueba. Al dia siguiente, el apareamiento, desove Yy la fertilizacion se llevaron a
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cabo dentro de 30 minutos después de que se retira el plastico separador. Los
huevos recogidos se transfirieron a cajas de petri con una pipeta pasteur. Los
huevos fertilizados en las etapas de cuatro a ocho células se colocaron en placas
de 24 pocillos; cada pocillo contenia 2 mL de medio de ensayo con las muestra
de proteina de sacha inchi aislada a pH 4 y 1 embrion por pocillo. Los huevos
fueron incubados durante 24 horas, pasado este tiempo se evalud la
supervivencia de los embriones. Las concentraciones ensayadas para la
muestra de sacha inchi fueron 5; 2,5; 1,25y 0,625 mg/mL. Se tomaron imagenes
de los embriones con la ayuda del estereoscopio de la marca Moticom con una
camara digital Moticom (5 MP), el aumento utilizado en la observacion y captura
de las imagenes fue de 40X, permitiendo obtener registros y evaluaciones de los
efectos morfoldgicos que causan las muestras sobre la anatomia del embrién y
comparar estos efectos con los controles (peces con agua destilada) (Nagel,
2002; Spitsbergen y Kent, 2003).
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4. CAPITULO

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Andlisis y discusion de los resultados

4.1.1. Analisis proximal de la torta de sacha inchi

Los resultados de la composicién proximal de la torta de sacha inchi en base
seca, muestra como componente mayoritario el contenido de proteina y una
fraccion lipidica insignificante. La tabla 6 reportd que la torta de sacha inchi posee
57,6% de proteina y 11,2% de grasa lo que significa que puede constituir una
excelente alternativa a la torta de soya. La composicion proximal de la torta de
sacha inchi se debe a las diferencias varietales y endafoclimaticas de la muestra

de estudio, asi como al procesado de la materia prima.

Tabla 6. Analisis proximal de la torta de sacha inchi

Ensayo Porcentaje (%)
Proteina 57,60 = 0,10
Grasa 11,20 £ 0,01
Humedad 4,08 + 0,03
Fibra cruda 5,72+ 0,10
Cenizas 5,78 £ 0,20
Carbohidratos 15,62 £ 0,20

Cada valor representa la media + de la desviacion estandar (SD).

Fuente: Laboratorio de control y andlisis de alimentos (LACONAL) FCIAL-UTA.

Resultados reportados por Pascual et al (2000) determinaron un 59,13% de
proteina, Hurtado (2013) obtuvo un valor de 51,23%, de igual manera Ruiz et al
(2013) determinaron un 59% de la fraccion proteica, al comparar los valores
obtenidos de proteina en el presente estudio con respecto a los obtenidos
bibliograficamente se confirma el alto contenido de proteina en la torta de sacha
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inchi. Por otra parte, Ruiz et al (2013) reportaron valores de 4,8% para cenizas
y 4,5% para fibra, al comparar con los valores reportados (tabla 6), se deduce
una semejanza significativa. Sin embargo, los datos obtenidos permiten inducir
que la composicion proximal de la torta de sacha inchi se ven influenciados por
pardmetros como: condiciones endofoclimaticas, épocas de cosecha,

condiciones de prensado, entre otras.

4.1.2. Aislados y concentrados proteicos de la torta de sacha inchi

Una vez que se obtuvieron los aislados y concentrados proteicos de sacha inchi
por precipitacion isoeléctrica, se determiné el porcentaje de rendimiento en la
extraccion. En la tabla 7, se observa los valores de porcentajes de rendimientos
de cada una de las muestras, los aislados y concentrados proteicos obtenidos
con agua y precipitados a diferentes pHs presentan diferencia estadisticamente
significativa entre el pH 2,0y pH 4,0; pH 3,0 y pH 4,0. Sin embargo, se opto por
trabajar con el aislado precipitado a pH 4,0 donde la proteina no tiene carga
eléctricay es incapaz de desplazarse en un campo eléctrico, por lo que no existe
repulsion electroestatica entre las moléculas de proteina vecinas y tendieron a
precipitar, ademas el rendimiento y la concentracion de proteina en este pH fue

mayor a relacién de los otros pHs ensayados.

Por otro lado, la proteina aislada con NaCl 1 M present6 diferencia significativa,
ya que se logré obtener un rendimiento maximo por precipitacion a pH 4,0 de
79,20% y un rendimiento minimo a pH 6,0 de 11,54%. Por otro lado, las muestras
aisladas con NaCl 1 M y posteriormente dializadas con la utilizacion de una
membrana con poros de 5 000 Da, presentaron un porcentaje de rendimiento
similar a los aislados y concentrados con el solvente agua tal como indica la tabla
7, si se relaciona los porcentajes obtenidos a los diferentes pHs de precipitacién,
no existe diferencia significativa entre las muestras excepto la del pH 6,0 que si

tiene un rendimiento relativamente bajo.
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Tabla 7. Determinacion del porcentaje de rendimiento en los aislados y

concentrados proteicos de sacha inchi a diferentes pHSs.

Muestra pH 2,0 pH 3,0 pH 4,0 pH 5,0 pH 6,0
Aislado con
15,98 + 0,03¢ | 16,33 £ 0,3¢ 20,50 + 0,352 | 18,42 +0,02° | 18,78 £ 0,47
agua (%)
Aislado con

47,80+ 0,18 | 48,05+ 0,04> | 79,20 + 0,692 | 45,11 + 0,08¢ | 11,54 + 0,06¢
NaCl 1 M (%)

Aislado
dializado (%)

15,59 + 0,14¢ | 17,99 +0,03* | 24,21 + 0,482 | 13,20 £ 0,21¢ | 3,23 + 0,24¢

Cada valor representa la media + de la desviacion estandar (SD). Las diferencias estadisticas fueron
expresadas como P<0,05 usando un ANOVA vy test tukey. Letras diferentes muestran las diferencias

estadisticas.

Elaborado por: Quinteros, MF. 2016

Fuente: Laboratorio de alimentos funcionales (Biopropepti) FCIAL-UTA

Resultados reportados por Callisaya & Alvarado (2009) determinaron que el
rendimiento maximo de proteina en aislados de quinua se obtuvo al trabajar a un
pH de 4,51, 3,02 y 5,52 sin tener mayor diferencia significativa, lo que permite
establecer que los parametros de pH empleados no influyeron significativamente
en el rendimiento, sin embargo la apariencia fisica de la proteina cambia

considerablemente.

Por otra parte, Urrutia (2010) menciond que la extraccion de proteina es
directamente proporcional a la cantidad de solvente utilizado. Estudios
realizados sobre el proceso de extraccion de aislado proteico de la cafiihua,
utilizando una relacién harina—solvente 1:20 permitieron obtener un 63,84% de
proteina en el aislado (Ramirez, 2004). Al comparar este valor con el obtenido a
pH 4,0 en el aislado de sacha inchi, se confirma que la cantidad de proteina
extraida dependera de la cantidad de solvente utilizado, puesto que durante la
experimentacion del presente estudio se empleo6 una relacion de harina—solvente
1:3.

36



Sin embargo, no se pudo identificar claramente el punto isoeléctrico de
precipitacion de la proteina de sacha inchi debido a que la composicion quimica
de cada proteina es caracteristica y presenta un nimero diferente de grupos
ionizables que se neutralizan a diferente pH (Segal & Ortega, 2005). No existe
un valor Unico de pH como punto isoeléctrico, ya que éste depende de la
naturaleza de la proteina, es decir, de los amino4cidos y péptidos que la
constituyen, al igual que de las interacciones que existan entre estas moléculas

y el medio (Serpa & Alvarez, 2014).

Con la aplicacion de un disefio experimental A*B, cuyos factores de estudio
fueron el tipo de solvente y pHs de precipitacidon respectivamente. Se obtuvo el
mejor tratamiento basado en el porcentaje de rendimiento de
concentrado/aislado. El mejor pH para obtener concentrados y aislados proteicos
con agua fue el pH 4,0 (20,5%). El mejor pH para obtener concentrados y
aislados proteicos con NaCl 1 M fue el pH 4,0 (79,2%). Este alto rendimiento de
proteina se debe a la accidn del cloruro sédico en una solucién de proteina,
provocando un aumento de las interacciones hidrofobicas en las
macromoléculas favoreciendo su solubilidad, seguida de la agregacion vy
precipitacion de las proteinas (Martinez et al., 2013). Sin embargo, al poseer
rendimientos de proteina considerables permite deducir que los métodos
aplicados en la obtencion de aislados y concentrados proteicos de sacha inchi
fueron los adecuados.

4.1.3. Cuantificacion de las proteinas aisladas de sacha inchi por el
meétodo de Biuret y BCA

Por otra parte, se determiné el contenido de proteina utilizando el método de
Biuret, cuyos resultados registrados en la tabla 8 demuestran que se obtuvé un
contenido alto de proteina a pH 4,0 con un 75,31%. Una alta concentracion de
proteina representa la presencia de compuestos formados por dos o mas
enlaces peptidicos consecutivos en sus moléculas, como los tripéptidos en
adelante (Cambell et al., 2006).
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Tabla 8. Determinacion del porcentaje de concentracion de la proteina de sacha

inchi mediante la aplicacion del método de Biuret.

Muestras Concentracion de proteina (%)
pH 2,0 49,52 + 4,55°
pH 3,0 52,08 + 1,54¢
pH 4,0 75,31 + 1,95P
pH 5,0 61,49 + 0,14°¢
pH 6,0 69,07 + 2,262°

Cada valor representa la media + de la desviacién estandar (SD). Las diferencias
estadisticas fueron expresadas como P<0,05 usando un ANOVA y test tukey.

Letras diferentes muestran las diferencias estadisticas.

Elaborado por: Quinteros, MF. 2016

Fuente: Laboratorio de alimentos funcionales (Biopropepti) FCIAL-UTA

Ademas se demostré que el valor obtenido en la concentracion de proteina y la
observacion de la intensidad de color durante la experimentacion, fue
proporcional al porcentaje de concentracion de proteinas existente en el aislado
de sacha inchi. La reaccion al ser bastante especifica y en este caso al ser
positiva, permite deducir la inexistencia de azlcares reductores en el aislado
proteico de sacha inchi (Mendieta et al., 2014).

El analisis de la concentracion de proteina de sacha inchi en las muestras
aisladas a pH 2,0; pH 3,0 y pH 5,0 no tienen diferencia significativa, al igual que
los resultados a pH 4,0 y pH 6,0 que presentan valores de concentracion casi
similares. La turbidez observada empleando el método de Biuret es un
inconveniente y puede limitar su aplicacion Mendes et al (2013) lo que indica
que el método tiene un rango de sensibilidad minimo y no se podria tener

reproducibilidad de datos.

38



Tabla 9. Determinacion del porcentaje de concentracion de proteina de sacha

inchi mediante la aplicacion del método BCA.

Muestra Concentracion de proteina (%)
pH 2,0 62,80+ 5,46°
pH 3,0 84,10+ 0,612°
pH 4,0 93,10+ 1,302
pH 5,0 83,60+ 2,512b
pH 6,0 70,40+ 2,98P¢

Cada valor representa la media + de la desviacion estandar (SD). Las diferencias estadisticas
fueron expresadas como P<0,05 usando un ANOVA vy test tukey. Letras diferentes muestran

las diferencias estadisticas.

Elaborado por: Quinteros, MF. 2016
Fuente: Laboratorio de alimentos funcionales (Biopropepti) FCIAL-UTA

Para la determinacion de la concentracion de proteinas totales en una muestra
se realizé una curva estandar, ésto se logré con la aplicacién de un ensayo de
concentracion creciente de proteina pura. Los calculos realizados permitieron
establecer el maximo de contenido de proteina a pH 4,0 con un 93,1% (tabla 9).
Mediante el andlisis de varianza de los resultados, se pudo determinar que el
porcentaje de concentracion de proteina a diferentes pHs presentan diferencia
estadisticamente significativa, sin embargo a pH 3,0 y pH 5,0 la concentracion
de proteina es similar, reportando valores de 84,1% y 83,6% respectivamente.
Este método también permite clasificar las muestras en aislados y concentrados
proteicos, las muestras precipitadas a pH 2,0 y pH 6,0 se identifican como
concentrados proteicos, mientras que las muestras precipitadas a pH 3,0; pH 4,0

y pH 5,0 corresponden a ser aislados proteicos.

Garcia & Vazquez (1998) reportaron que la estructura macromolecular de la
proteina y cuatro aminoacidos especificos (cisteina, cistina, triptdfano y tirosina)
son los responsables de la formacion de color en muestras de proteina cuando
son ensayadas con BCA lo que significa que el aislado proteico de sacha inchi
contiene este tipo de péptidos. Los dos metodos espectrofotometros de

cuantificacion de proteina arrojaron diferentes valores de proteina debido a las
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caracteristicas propias de la muestra, por lo que cada método tiende a identificar

un enlace peptidico especifico.

4.1.4. Caracterizacion de la proteina mediante la aplicacién de

técnicas electroforéticas

Los aislados proteicos de sacha inchi fueron analizados mediante la técnica de
electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE), el aislado de proteina a pH 4,0 fue analizado a una concentracion
de 40 mg/mL. Todas las bandas presentaron alta expresion y poca definicién

debido a la complejidad de la muestra (Figura 5).

kDa 1 2 3 4 5 kDa
198
198
136
136 o7
97
66
66
45
45
31
31
21
21
14
14

Figura 5. Técnica de electroforesis SDS-PAGE con 2-B-mercaptoetanol de la proteina de sacha
inchi aislada a pH 4,0 y analizada a una concentracién de 40 mg/mL. Pocillo 1: peso molecular;
pocillo 2: proteina aislada de sacha inchi a pH 4,0 (R1); pocillo 3: agua; pocillo 4: proteina aislada

de sacha aislar a pH 4,0 (R2); pocillo 5: peso molecular.

Por esta razén fue necesario analizar los concentrados y aislados proteicos de
sacha inchi a diferentes concentraciones para conocer la respuesta de
separacion de las proteinas en el equipo de electroforesis. Se ensayaron
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distintas concentraciones de las muestras (20 mg/mL; 10 mg/mL; 5 mg/mLy 2,5
mg/mL). Se determino que la concentracion éptima de proteina fue de 10 mg/mL
para cada pocillo. Esta consideracién se aplico para todos los ensayos. Las
bandas fueron observadas con suficiente resolucion a la concentracion final de
10 mg/mL (Figura 6). Por debajo de 2,5 mg/mL fue dificil visualizar las bandas

usando azul de coomassie como solucién de tefiido.

kDa 1 2

198
136
97

66

45
31

21

14

Figura 6. Técnica de electroforesis SDS-PAGE con 2-B3-mercaptoetanol de la proteina de sacha
inchi aislada a pH 4,0 y analizada a la concentracion de 10 mg/mL. Pocillo 1: peso molecular;

pocillo 2: muestra.

Por otro lado, las muestras aisladas de proteina a diferentes pHs también fueron
analizadas por medio de la técnica de electroforesis en SDS-PAGE con 2-B
mercaptoetanol. En la figura 7 se observa la presencia de bandas diferentes de
proteinas en el gel. Estas bandas permiten deducir la existencia de proteinas
solubles que se caracterizaron por presentar polipéptidos de peso molecular
entre 16-70 kDa. Ademas, se pudo identificar la presencia de globulinas y
albuminas tanto en los aislados con solventes de extraccion agua y sal. Sathe
et al (2012) encontraron que las proteinas de sacha inchi estan compuestas de
polipéptidos cuyo peso molecular estan en un rango de 6—70 kDa.

Estudios realizados sobre aislados de amaranto han determinado una cantidad

importante de albuminas que se caracterizan por su solubilidad. Varios autores
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coinciden que esta fraccibn estd compuesta por polipéptidos de masa

moleculares entre 10 a 40 kDa (Gorinstein et al., 1991; Segura et al., 1992).

Se sabe que las proteinas vegetales de leguminosas y no leguminosas tienen
dos tipos de proteinas de reserva. Estas proteinas son llamadas 7S y 11S
globulinas dependiendo del coeficiente de sedimentacion. La fraccion 11S
contiene por lo general una fraccion acida (29-35 kDa) y una fraccién basica (18-
28 kDa), mientras que las 7S globulinas pertenecen al grupo de las
glicoproteinas con pesos moleculares entre 150 hasta 200 kDa, estos pesos

moleculares varian dependiendo del tipo de planta (Romero & Paredes, 1996).

La presencia de 11S y 7S globulinas de tipo almacenamiento en las semillas de
angiospermas han sido reconocidas y aceptadas (Wolf, 1980; Srivastava &
Bijoy, 2013). Las 2S albuminas son caracteristicas en diferentes proteinas
vegetales, como en el caso de amaranto, quinua, semillas de altramuz, soja y
sacha inchi, debido a que son considerados como alérgenos (Czubinski, 2014;
Brinegar & Nwokocha, 1996).

En la figura 7 se observa la banda con 73 kDa que corresponde a la 7S globulina,
por otro lado, la fraccion 11S 4cida fue identificada con la banda correspondiente
al peso molecular de 45 kDa, esta banda fue identificada con alta expresion en
todos los pHs ensayados. Pero la fraccion 11S bésica correspondiente a la
banda con peso molecular de 25 kDa tiene baja expresion y por ello es dificil
visualizar en el gel. Por ultimo, se observé una banda con 16 kDa la misma que
puede representar una prolamina de la familia de las albuminas. Segun
Abugoch (2006) establece que las prolaminas estdn compuestas por
polipéptidos de baja masa molecular comprendidos entre 10-22 kDa.
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kDa PM pH 2,0 pH3,0 pH4,0 pH5,0 pHB,0

198
136
97 7S Globulinas
66
45 11S Globulina
acida
31
11S Globulina
21 basica
2S Albuminas
14

Figura 7. Técnica de Electroforesis SDS-PAGE con el andlisis 2-B-mercaptoetanol de

aislados de proteina de sacha inchi a diferentes pHs.

En la figura 8 se observa concentrados de proteinas de sacha inchi analizados
mediante el uso de electroforesis SDS-PAGE en ausencia de 2-B-
mercaptoetanol. En esta figura se puede observar que el perfil de las proteinas
ha cambiado al compararlo con el andlisis en presencia del agente reductor 2-3-
mercaptoetanol (Figura 7). Para el analisis de la proteina aislada con agua, esta
figura muestra un polipéptido de peso molecular de 45 kDa con una alta
expresion, ademas esta banda se encuentra presente en todos los pHs

ensayados.
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kDa PM pH 2,0 pH3,0 pH40 pH50 pHB,0

198
136
97

66

45

31

21

14

Figura 8.- Técnica de electroforesis SDS-PAGE en ausencia de 2-B- mercaptoetanol en

el andlisis de aislados de proteina de sacha inchi a diferentes pHs.

Se obtuvieron concentrados y aislados proteicos a partir de la torta de sacha
inchi usando cloruro de sodio (NaCl 1 M) como solvente a diferentes pHs. Todas
estas muestras fueron analizadas mediante el uso de electroforesis SDS-PAGE.
La banda de 45 kDa tiene una alta expresion ya que se observé un ancho de
banda altamente formado por dimeros con pesos moleculares muy similares
(figura 9). A esta banda de peso molecular de 45 kDa se le denomina 11S

globulina acida.

kDa PM pH2,0 pH30 pH40 pH50 pHB0

198
136
97

66

45

31
21

14

Figura 9. Técnica de electroforesis SDS -PAGE con presencia de 2-f3 -mercaptoetanol
en el andlisis de aislado de proteina de sacha inchi a diferentes pHs con el disolvente
NaCl 1 M.
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Para caracterizar mejor las proteinas obtenidas de la torta de sacha inchi, los
aislados proteicos fueron analizados mediante el uso de la técnica analitica de
electroforesis bidimensional 2D-SDS-PAGE. Dicha técnica permite caracterizar
las proteinas por su punto isoeléctrico, leyendo el gel de izquierda a derecha
guiandose por el rango de pH que va de 3,0 a 10,0 y con su peso molecular
leyendo el gel de arriba hacia abajo, comparando siempre la muestra con el

estandar de proteinas empleado (figura 10).

Los resultados obtenidos en el gel, indican la presencia de globulinas que se
encuentran aproximadamente en un peso molecular de 66 kDa, siendo su punto
isoeléctrico a un pH entre 8,0 y 9,0. Por otro lado, se pueden observar isoformas
en la figura, las mismas que se encuentran presentes en un rango de pH de 4,0-

4,5 y presentando un peso molecular alrededor de 25 kDa.

pl
3,0 10,0
kDa PM | |

198
136
97

66

45

31

21

14

Figura 10. Técnica de electroforesis 2D SDS -PAGE de proteina de sacha inchi a pH
4,0.

La caracterizacion de las proteinas mediante el empleo de la electroforesis en

una dimension (1D) permite distinguir las proteinas por diferencia en su peso
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molecular. En este sentido, se debe tener en cuenta que un extracto, muchas
proteinas pueden tener peso molecular idéntico o similar, por lo que la resolucion

de proceso limitada (Witting & Schagger, 2008).

Con la electroforesis 2D se llega a solucionar el problema de la limitada
resolucion de la electroforesis 1D. En razén a que las proteinas son separadas
basadas en dos propiedades: su peso molecular (PM) y su punto isoeléctrico
(pl). La combinacion de las propiedades amplifica la capacidad de resolucion del
procedimiento. La principal aplicacion de la electroforesis bidimensional en geles
de poliacrilamida (2D-PAGE) es resolver o diferenciar proteinas de la misma talla
0 peso, por los que se convierte en la herramienta mas empleada en el analisis
y separacion de los componentes de la proteina. Con la “2D-PAGE” se pueden
resolver cientos o miles de puntos (spots) de proteina en un solo gel (Simula et
al., 2012).

4.1.5 Hidrolizados de sacha inchi llevados a digestion gastrica y
duodenal in vitro, analizados por la técnica de electroforesis (SDS-
PAGE

Las proteinas obtenidas de la torta de sacha inchi a pH 4,0 de precipitacion
fueron sometidas a un proceso de digestion in vitro simulando las condiciones
fisiolégicas humanas (enzimas, temperatura, relacion enzima/sustrato,
movimiento, sales biliares, etc). Para ello, las muestras fueron sometidas a una
fase que simulé la digestién géastrica con pepsina (172 U/mg) incubandolo
durante 120 minutos a 37 °C en agitacion constante a diferentes pHs (1,2, 2,0y
3,2). Dichos digeridos demostraron que las proteinas fueron resistentes a la
digestiébn gastrica con pepsina usando baja concentracion de enzima (172
U/mg). Las proteinas 7S y 11S globulinas asi como las 2S albumina fueron
resistentes a la hidrélisis con pepsina (figura 11). Por esta razén, se decidio
ensayar a una concentracion mayor de pepsina (2 000 U/mg). Durante este
proceso se determiné que 11S globulinas acidas muestran una notable
estabilidad a la hidrélisis con pepsina, mientras que 7S globulinas y 2S albuminas

fueron susceptibles al proceso hidrolitico (Figura 12).

46



Un gran numero de alérgenos alimenticios son estables en condiciones que
simulan la digestion gastrointestinal in vivo. Entre estas proteinas no hay
caracteristicas comunes, aunque se asume que tienden a ser proteinas
mayoritarias en los alimentos, resistentes a la digestion y estables a los
tratamientos de procesado sobre todo al tratamiento térmico. Muchas proteinas
vegetales son alérgenos reconocidos, un claro ejemplo son las 2S albaminas de

cacahuates, manies, nueces, sésamo, etc (Carrillo, 2014).

Segun Acufia & Caiza (2010), indicaron la determinaciéon de los pesos
moleculares de las proteinas del hidrolizado de chocho por electroforesis,
demostrando la presencia de bandas proteicas con pesos moleculares que van
desde 93,30 a 14,35 kDa comprobando que la hidrolisis de la proteina no se

desarroll6 por completo como en el caso del hidrolizado de sacha inchi.

kDa 1 2 3 4 7
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Figura 11. Técnica de electroforesis SDS-PAGE con 2-3-Mercaptoetanol de proteinas de sacha
inchi e hidrolizados con pepsina relacién enzima/sustrato 1/20 (172 U/mg). Pocillo 1: estdndar de
pesos moleculares, pocillo 2: hidrolizado de sacha inchia pH 1,2, pocillo 3: hidrolizado de sacha
inchi a pH 2,0, pocillo 4: hidrolizado de sacha inchi a pH 3,2, pocillo 5: aislado de sacha Inchi a
pH 4,0
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Figura 12. Técnica de electroforesis SDS-PAGE con 2-B-Mercaptoetanol de proteinas
de sacha inchi e hidrolizados con pepsina (2.000 U/mg). Pocillo 1: estandar de pesos
moleculares, pocillo 2: hidrolizado de sacha inchia pH 1,2, pocillo 3: hidrolizado de sacha
inchi a pH 2,0, pocillo 4: hidrolizado de sacha inchi a pH 3,2, pocillo 5: aislado de sacha
Inchi a pH 4,0.

El modelo de digestion duodenal se ensayo en dos etapas. La primera etapa se
empled la digestion gastrica con pepsina a 2.000 U/mg de proteina llevada a pH
3,2 durante 120 minutos a 37 °C. La segunda etapa se realizé mediante la adicién
de una solucion de pancreatina a pH 7,0 durante 120 minutos a 37 °C. Los
digeridos duodenales se analizaron por la técnica de electroforesis SDS-PAGE,
donde se observé que 11S globulinas acidas siguen siendo resistentes a la
digestion proteolitica con pepsina y con la mezcla de pepsina y pancreatina. La
identificacion de estas bandas permiten creer que la proteina de sacha inchi

podria ser un alérgeno (Figura 13).

Un gran nimero de alérgenos alimenticios son estables en condiciones que
simulan la digestion gastrointestinal in vivo (Carrillo, 2014). Entre estas
proteinas no existen caracteristicas comunes, no obstante se asume que tienden
a ser proteinas mayoritarias en los alimentos, resistentes a la digestion y estables
a tratamientos térmicos de procesado (Wickham et al., 2009). Raz6n por la cual
la proteina de sacha inchi podra formar parte de las proteinas alérgenas.
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La fraccion de proteina de alimentos de origen vegetal con un alto contenido de
cisteina, segun la clasificacion Osborne, ha encontrado que son bastante
resistentes a la desnaturalizacion por calor y digestion proteolitica, estabilidad
que es conferida por la presencia de un alto nimero de enlaces disulfuro
contenido en proteinas de bajo peso molecular, tales como BBl que son
sustancias que interfieren en la utilizacion digestiva o metabdlica de las proteinas
(Faris et al., 2008; Carbonaro et al., 2015). A diferencia del inhibidor Kunitz de
tripsina estrechamente relacionada, soja BBI es una pequefia molécula de 8 kDa
y siete puentes disulfuro. Otros inhibidores muy estables y altamente activos de
la clase BBI recientemente han sido aislados a partir de lenteja (Lens culinaris

L.) y semillas de guisante (Pisum sativum L.) (Lee et al., 2007).
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Figura 13. Técnica de electroforesis SDS-PAGE con 2-B-Mercaptoetanol de
proteina de sacha inchi aislada a pH 4,0. Pocillo 1: peso molecular; pocillo 2:
Aislado puro; pocillo 3: digerido géstrico; pocillo 4: digerido duodenal (hidrolizado
con pepsina y pancreatina a pH 7); pocillo 5: agua.
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4.1.6 Determinacion de la actividad antiinflamatoria in vitro en los

aislados y concentrados proteicos de sacha inchi

El efecto inhibidor del concentrado de sacha inchi obtenido a pH 4,0 fue
determinado usando el método de desnaturalizacion de albumina de huevo
(Tabla 10). La actividad antiinflamatoria in vitro del aislado de sacha inchi fue
siempre comparado con el diclofenaco de sodio, un farmaco antiinflamatorio
ampliamente utilizado en medicina para tratar diferentes dolencias. En este
trabajo se determin6 que a la concentracion de 200 pg/mL el porcentaje de
inhibicién para el control positivo (diclofenaco de sodio) fue de 76,20%.
Mientras que en el aislado de sacha inchi ensayado a la concentracion de
1000 pg/mL presentd un porcentaje de inhibicion de 78,13% + 0,32,
observandose una ligera diferencia. La relacion de concentracion ensayada
de proteina con respecto al porcentaje de inhibicibn es directamente. Al
analizar mediante ANOVA vy el test tukey se observo que no existe diferencia
estadistica a (P<0,05).

Tabla 10. Determinacion de la actividad antiinflamatoria in vitro del aislado de

la proteina de sacha inchi a pH 4,0.

Muestra Concentracioén % de Inhibicion
(Hg/mL)
Diclofenaco de sodio 100 72,69 = 0,042
200 76,20 £ 1,832
100 7,77 £ 0,289
Proteina de Sacha 200 9,27 £ 0,25¢
inchi 500 18,94 + 0,77°
1000 78,13 £ 0,322

Cada valor representa la media + de la desviacién estandar (SD). Las diferencias estadisticas
fueron expresadas como P<0,05 usando un ANOVA vy test tukey. Letras diferentes muestran

las diferencias estadisticas.

Elaborado por: Quinteros, M.F 2016

Fuente: Laboratorio de alimentos funcionales (Biopropepti) FCIAL-UTA
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Fatma et al (2014) han reportado el % de inhibicion del diclofenaco de sodio a
concentracion de 200 pg/mL un valor de 120,12 %, al comparar este resultado
con el obtenido en el estudio que fue 76,20 %, permite establecer una diferencia
significativa son respecto a su principio activo. Esto podria deberse a que el
diclofenaco ensayado no es un estandar puro, debido a que se utilizé una tableta
farmacéutica distribuida en Ecuador.

En los ultimos 10 afios se ha reportado varios estudios sobre la actividad
antiinflamatoria de productos naturales y plantas medicinales como: croton
malambo, curcuma, extractos de semillas y frutas. Howell et al (2006)
demostraron que el extracto de jengibre presenta efectos analgésicos y
antiinflamatorios significativos. Por otra parte, Akmedir et al (2010) encontraron
que en el compuesto aislado de (Verbascum macrocarpum B.) posee una
actividad significativa en la curacion de heridas y presenta efectos anticonceptivo

y antinflamatorios, por via oral, sin provocar ningun tipo de toxicidad aguda.

Otras sustancias de naturaleza flavonoide han mostrado tener importante
actividad antiinflamatoria in vitro, como el caso de geraniina y corilagina, dos
flavonoides aislados del extracto de té verde (Bhattaram et al., 2002). Ensayos
realizados sobre los fitocompuestos, especificamente flavonoides en sacha inchi
(Plukenetia volubilis. L) corroboraron a través de ensayos cromatograficos la
presencia de flavonoides (Murillo et al., 2011). Diversas investigaciones se han
realizado para probar los efectos de estos constituyentes como antiinflamatorios,
antivirales y su papel protector frente a enfermedades cardiovasculares, cancer
y diversas patologias (Ortiz et al., 2009; Shyur et al., 2008), lo cual induce a
interpretar que las proteinas de sacha inchi poseen cierto contenido de

flavonoides, responsables de la actividad antiinflamatoria.
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4.1.7 Evaluacion de la citotoxicidad de las proteinas de sacha inchi
en el modelo pez cebra (Danio rerio)

La citotoxicidad de las proteinas de sacha inchi fue determinada en larvas de
cinco dias post-fecundacion del pez cebra (Danio rerio). Para ello, se ensayaron
diferentes concentraciones del aislado de sacha inchi durante 24 horas. Las
larvas fueron analizadas morfolégicamente con un esteromicroscopio de la
marca Motic y se determiné la supervivencia de las mismas. El modelo del pez
cebra es ampliamente utilizado para evaluar la citotoxicidad de compuestos

qguimicos y nuevas drogas del mercado.

Las larvas del pez cebra tratadas con proteinas de sacha inchi y observadas
después de 24 horas no mostraron anomalias en la morfologia de su cuerpo, tal
como se observa en la figura 14. La muestra al comparar con el control no exhibe
ningun efecto significativo durante el crecimiento del cuerpo de las mismas.

Ninguna larva de Danio rerio murieron durante el ensayo.

Figura 14. Morfologia de la larva del pez cebra observada a las 24 horas de desarrollo

en presencia de su medio natural y proteina de sacha inchi. A: control; B: Muestra
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Por otro lado, también se evaluo la citotoxicidad de las proteinas de sacha inchi
en huevos fecundados de pez cebra. Una vez comprobado con la ayuda del
esteromicroscopio que los huevos estaban fecundados, éstos fueron incubados
en placas multipocillos con diferentes concentraciones del aislado proteico de
sacha inchi. Durante el ensayo no se observaron anomalias morfolégicas el
desarrollo de los embriones, no hubo coagulacion de los huevos, ni perturbacion
en la membrana protectora (corton). El crecimiento de los embriones fue igual a
los embriones sin muestras. Finalmente, a las 96 horas eclosionaron los huevos
dando como resultados larvas de pez cebra con sus respectivas caracteristicas

morfoldgicas de movilidad, latido de corazon, etc.

Los resultados obtenidos de la evaluacion en la citotoxicidad de la proteina de
sacha inchi aislada a pH 4 en los huevos del pez cebra, cuando fueron tratados
a diferentes concentraciones de proteina, no presentaron efectos significantes,
la tabla 11 muestra que tanto el control como las muestras estudiadas dieron
resultados positivos, lo que significa que las proteinas de sacha inchi no son
toxicas debido a que durante su evaluacion no se observdO anomalias
morfologicas, coagulacion de los huevos, falta de desarrollo en su cuerpo, etc.

El crecimiento de los embriones fue totalmente normal.

Tabla 11. Evaluacion de la citotoxicidad de la proteina de sacha inchi in vivo

aislada a pH 4,0.

Concentraciones (mg/mL) 5000 2500 1250 625

Control - - - -

Proteina de sacha inchi - - - .

Elaborado por: Quinteros, M.F 2016

Fuente: Laboratorio de alimentos funcionales (Biopropepti) FCIAL-UTA
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4.2.Verificacion de la hipétesis

a) Las proteinas 7S y 2S extraidas de la torta de sacha inchi (Plukenetia
volubilis L.) son digeribles en el organismo humano, mientras que las 11S

son resistente al proceso de digestion gastrointestinal.

b) Las proteinas extraidas de la torta de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.)

no presentan citotoxicidad en el modelo pez cebra.

c) Las proteinas extraidas de la torta de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.)

poseen una fuerte actividad antiinflamatoria.
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5. CAPITULO

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

» Se estudid la digestibilidad gastrointestinal, citotoxicidad y actividad
antiinflamatoria de las proteinas de la torta de sacha inchi, cuyos
resultados determinaron la presencia de las 11S globulinas que fueron
resistentes a la digestibilidad gastrointestinal, mientras que, la 7S
globulina y 2S albamina de sacha inchi fueron susceptibles a la hidrdlisis
gastrica y duodenal. La proteina de sacha inchi aislada a pH 4,0 no es

toxica y present6 una fuerte actividad antiinflamatoria.

» Fue posible obtener aislados de proteinas de la torta de sacha inchi con
disolventes como agua y NaCl 1 M con altos rendimientos. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas importantes en los

rendimientos al utilizar ambos disolventes.

» Se caracterizé las proteinas de sacha inchi mediante la aplicacién de
técnicas electroforéticas, la electroforesis tradicional di6 como resultado
la presencia de 2S albuminas con un peso molecular de 16 kDa, 7S
globulinas de 73 kDa, una fraccion 11S globulina &cida de 45 kDa y 11S
globulina basica con un peso molecular de 25 kDa. Por otro lado, la
electroforesis 2D indicé que el aislado proteico tiene proteinas con

isoformas.

» Se evalud la citotoxicidad de la proteina de sacha inchi en el modelo pez

cebra (Danio rerio) lo cual indica que éstas no son toxicas.

» Se determind la actividad antiinflamatoria in vitro de la proteina de sacha
inchi aislada a pH 4,0 dando como resultado un alto porcentaje de

inhibicién a concentracion de 1000 pg/mL (78,13 %).

55



*0

X/
L X4

X/

L X4

X/
L X4

X/
L X4

5.2 Recomendaciones

En este estudio la proteina fue solubilizada a pH 8,0 por lo tanto se
recomienda realizar ensayos con pHs superiores a éste, para determinar
el pH 6ptimo de solubilizacion de las proteinas presentes en la torta de

sacha inchi

Se recomienda desengrasar la torta de sacha inchi antes de proceder a
aislar la proteina con solventes como agua y NaCl 1 M, para este proceso

de desengrasado se puede utilizar hexano, cloroformo, acetona, etc.

Se recomienda realizar el estudio de citotoxicidad de las proteinas de
sacha inchi en otros modelos in vivo para sustentar los resultados

obtenidos en esta investigacion.

Se considera ampliar la investigacion de este estudio en cuanto a los
hidrolizados obtenidos mediante la digestidn gastrica y duodenal para
determinar el grado de alergenicidad, citotoxicidad y actividades
biologicas con la finalidad de ser comparados con los resultados
obtenidos en los aislados proteicos

Se recomienda desarrollar un nuevo producto incorporando los aislados
proteicos de la torta de sacha inchi, mejorando su valor nutricional y
funcional debido a que en este estudio se determiné que las proteinas de

esta oleaginosa poseen actividad antiinflamatoria.
Se recomienda aplicar el test de Elisa a los aislados proteicos sometidos

a digestion gastrointestinal in vitro para confirmar la alergenicidad que

podrian presentar las proteinas resistentes a las enzimas digestivas.
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ANEXO A
FOTOGRAFIAS DE LA PARTE EXPERIMETAL DEL ESTUDIO
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Figura 15. Torta de sacha inchi (Plukenetia
volubilis L.)

Figura 16. Pesado de la torta de sacha inchi.

Figura 17. Proceso de agitacidn de la torta de
sacha inchi suspendida con agua.

Figura 18. Ajustado a pH 8,0 de la torta de
sacha inchi suspendida con agua.

Figura 19. Proteina de sacha inchi
centrifugada a pH 8,0.

Figura 20. Proteina de sacha inchi ajustada a
pH 4,0.
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Figura 21. Precipitacion de la proteina de
sacha inchi a pH 4,0 (H;0).

Figura 22. Precipitacion de la proteina de
sacha inchi a pH 4,0 (NaCl).

Figura 23. Precipitacion de la proteina de sacha inchi por su punto isoeléctrico.

Figura 24. Proceso de liofilizacién de la
proteina de sacha inchi.

Figura 25. Proteina de sacha inchi liofilizada
y aislada a pH 4,0.
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Figura 26. Proteina de sacha inchi liofilizada y

aislada con NaCl 1M.

Figura 27. Proteina de sacha inchi aislada
con NaCl 1M dializandose.

Figura 28. Equipo de electroforesis tradicional,

corrida del gel.

Figura 29. Equipo de Electroforesis
Bidimensional.

Figura 30. Incubador y agitador para
microtubos. Proceso de digestion.

Figura 31. Liofilizador
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Figura 32. Espectrofotometro

Figura 33. Medicion dela absorbancia de la
proteina de sacha inchi. Método Biuret.

Figura 34. Preparacion de la muestra para
determinar la actividad antiinflamatoria de
la proteina de sacha inchi.

Figura 35. Muestras de la proteina de sacha
inchiy patron para la determinacion de la
actividad antiinflamatoria.

Figura 36. Pez cebra (Danio rerio)

Figura 37. Desarrollo del pez cebra en medio
de proteina de sacha inchi.
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ANEXO B

RESPUESTAS EXPERIMENTALES Y ANALISIS ESTADISTICO DE LOS
AISLADOS PROTEICOS DE SACHA INCHI
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Tabla 12. Datos obtenidos de los pesos por cada 100 g de la proteina liofilizada

de sacha inchi precipitada a diferentes pHs y aislada con agua.

Pesos (g)
Muestra pH R1 R2 R3
1 2 15,963 15,963 16,012
2 3 16,000 16,500 16,500
3 4 20,100 20,700 20,700
4 5 18,405 18,405 18,438
5 6 19,050 18,230 19,050

Tabla 13. Porcentaje de rendimiento por cada 100 g de proteina liofilizada de

sacha inchi precipitada a diferentes pHs y aislada con agua.

% Rendimientos
Muestra pH R1 R2 R3
1 2 15,963 15,963 16,012
2 3 16,000 16,500 16,500
3 4 20,100 20,700 20,700
4 5 18,405 18,405 18,438
5 6 19,050 18,230 19,050

Tabla 14. Andlisis estadistico del rendimiento obtenido de la proteina de sacha

inchi precipitada a diferentes pHs y aislada con agua.

Muestra pH X o? c CcVv
1 2 15,98 0,0008 0,0283 0,0018
2 3 16,33 0,0833 0,2887 0,0177
3 4 20,50 0,1200 0,3464 0,0169
4 5 18,42 0,0004 0,0195 0,0011
5 6 18,78 0,2241 0,4734 0,0252

Tabla 15. Analisis de varianza del rendimiento obtenido de la proteina de sacha

inchi precipitada a diferentes pHs y aislada con agua.

Origen de Grados Promedio
las Sumade de delos F Probabilidad | Valor critico

variaciones | cuadrados | libertad | cuadrados para F
Entre
grupos 41,6614 4 10,4153 | 121,4958 2,0E-8 3,4780
Dentro de
los grupos 0,8573 10 0,0857
Total 42,5187 14
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Tabla 16. Prueba de comparacion multiple test tukey entre las muestras aisladas

con el solvente agua en el analisis del mejor rendimiento.

Test:Tukey Alfa=0,05 DM5=0,853608

Error: 00,0878 gl: &

pH Medias n E.E.

4,00 20,50 3 0,17 A

6,00 18,78 3 0,17 B

5,00 18,41 3 0,17 B

3,00 16,33 3 0,17 C

2,00 15,88 3 0,17 C

Medizs con una letra comin ne son significativamente diferentes (p > 0,.05)

Tabla 17. Datos obtenidos de los pesos por cada 100 g de la proteina liofilizada

de sacha inchi precipitada a diferentes pHs y aislada con NaCl 1M.

Pesos (9)
Muestra pH R1 R2 R3
1 2 47,696 48,000 47,696
2 3 48,070 48,070 48,000
3 4 78,800 80,000 78,800
4 5 45,068 45,200 45,068
5 6 11,505 11,505 11,600

Tabla 18. Porcentaje de rendimiento por cada 100 g de proteina liofilizada de

sacha inchi precipitada a diferentes pHs y aislada con NaCl 1M.

% Rendimientos
Muestra pH R1 R2 R3
1 2 47,696 48,000 47,696
2 3 48,070 48,070 48,000
3 4 78,800 80,000 78,800
4 5 45,068 45,200 45,068
5 6 11,505 11,505 11,600

Tabla 19. Andlisis estadistico del rendimiento obtenido de la proteina de sacha
inchi precipitada a diferentes pHs y aislada con NaCl 1M.

Muestra pH X o’ o cv
1 2 47,80 0,0307 0,1753 0,0037
2 3 48,05 0,0017 0,0406 0,0008
3 4 79,20 0,4800 0,6928 0,0087
4 5 4511 0,0058 0,0764 0,0017
s 5 11,54 0,0030 0,0550 0,0048
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Tabla 20. Analisis de varianza del rendimiento obtenido de la proteina de sacha

inchi precipitada a diferentes pHs y aislada con NaCl 1M.

Origen de Grados | Promedio Valor
las Sumade de de los critico
variaciones | cuadrados | libertad | cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 6892,8232 4| 1723,2058 | 16529,8489 4,74377E-19 3,4780
Dentro de
los grupos 1,0425 10 0,1042
Total 6893,8657 14

Tabla 21. Prueba de comparacion multiple test tukey entre las muestras aisladas

con el solvente cloruro de sodio 1 M en el analisis del mejor rendimiento.

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=0,830453
Error: 00,0867 gl: 8
pH Media=z n E.E.

4,00 78,20 3 0,17 &

3,00 48,05 3 0,17 B

2,00 47,80 3 0,17 B

5,00 45,11 3 0,17 C

6,00 11,53 3 0,17 D

Msdizs con una letrs comin no son significativaments diferentes (p > 0,05}

Tabla 22. Datos obtenidos de los pesos por cada 100 g de la proteina dializada

de sacha inchi precipitada a diferentes pHs y aislada con NaCl 1M.

Pesos (g)
Muestra pH R1 R2
1 2 15,486 15,690
2 3 17,970 18,010
3 4 24,552 23,870
4 5 13,353 13,050
5 6 3,057 3,400

Tabla 23. Porcentaje de rendimiento por cada 100 g de proteina dializada de
sacha inchi precipitada a diferentes pHs y aislada con NaCl 1M.

Rendimientos (%)

Muestra pH R1 R2
1 2 15,486 15,690
2 3 17,970 18,010
3 4 24,552 23,870
4 5 13,353 13,050
5 6 3,057 3,400
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Tabla 24. Analisis estadistico del rendimiento obtenido de la proteina dializada

de sacha inchi precipitada a diferentes pHs y aislada con NaCl 1M.

Muestra pH X o? o cv
1 2 15,59 0,0207 0,1440 0,0092
2 3 17,99 0,0008 0,0286 0,0016
3 p 24,21 0,2326 0,4822 0,0199
4 5 13,20 0,0459 0,2143 0,0162
5 6 3,23 0,0588 0,2424 0,0751

Tabla 25. Andlisis de varianza del rendimiento obtenido de la proteina dializada

de sacha inchi precipitada a diferentes pHs y aislada con NaCl 1M.

Origen de Grados Promedio Valor
las Sumade de delos critico
variaciones | cuadrados | libertad | cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 5,8817 4 1,4704 39,8043 0,0006 5,1922
Dentro de los
grupos 0,1847 5 0,0369
Total 6,0664 9

Tabla 26. Prueba de comparacién multiple test tukey entre las muestras de los

aislados dializados en el analisis del mejor rendimiento.

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,29381
Error: 00,0847 gl: 4
pH Media= n E.

4,00
3,00
2,00
5,00
6,00

24,21
17,99
15,59
13,20

3,23
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comin ne son significativamente diferentes (p > 0.05)
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APLICACION DEL
DETERMINACION DEL MEJOR TRATAMIENTO DE LOS AISLADOS

PROTEICOS DE SACHA INCHI EN BASE A SU RENDIMIENTO.

Mod. Mat:

HIPOTESIS

Ho:

Ha:

Ho:

Ha:

Ho:

Ha:

DISENO

EXPERIMENTAL

Yijk= u + Ai + Bj + (A*B)ij + Rk+ Eijk

Ai=0

Ai =0

Bj=0

Bj =0

(A*B)ij = 0

(A*B)ij =0

Factores de estudio

Factor A: Tipo de solvente

Niveles:

Factor B: pHs

Niveles:

al: Agua
a2: NaCl 1M

bl:
b2:
b3:
b4:

o o b~ W N

b5:
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Tabla 27. Célculos del disefio experimental A*B para la determinacion del mejor

tratamiento.

% Rendimientos
Muestra Tratamientos | R1 R2 R3 Yij. prom Yij
Agua;pH2 aobo 15,963 15,963 16,012 47,938 15,979
Agua;pH3 aobl 16,000 16,500 16,500 49,000 16,333
Agua;pH4 aobh2 20,100 20,700 20,700 61,500 20,500
Agua;pH5 aobh3 18,405 18,405 18,438 55,247 18,416
Agua;pH6 aob4 19,050 18,230 19,050 56,330 18,777
NaCl;pH2 albo 47,696 48,000 47,696 143,393 47,798
NaCl;pH3 albl 48,070 48,070 48,000 144,141 48,047
NaCl;pH4 alb2 78,800 80,000 78,800 237,600 79,200
NaCl;pH5 alb3 45,068 45,200 45,068 135,335 45,112
NaCl;pH6 alb4 11,505 11,505 11,600 34,610 11,537
Y..k 320,657 322,573 321,864 965,094 Y...
SUMA Yijk"2 44005,87267
SUMA Yij."2 132011,9187
SUMA Y. k"2 310470,6223
SCT= Y YVijkA2 - Y...A2/(a*b*r)
SCT= 12958,99815
SCTr= 1y >Yij."2 - Y...A2/(a*b*r)
SCTr= 12957,09837
SCR= 1/(a*b)> Y..k 2 - Y...A2/(a*b*r)
SCR= 0,1877
SCE= SCT - SCTr - SCR
SCE= 1,71207
Tabla 28. Tabla de doble entrada del disefio experimental A*B.

b0 b1l b2 b3 b4 Yi.. prom Yi..
a0 47,938 49,000 61,500 55,247 56,330 | 270,016 54,003
al 143,393 144,141 237,600 135,335 34,610 | 695,078 139,016
Y.j. 191,331 193,141 299,100 190,582 90,940 965,094 Y..
promY.j. 95,666 96,570 149,550 95,291 45,470
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suma Yi..N2
sumaY.j. 2

SCA=
SCA=

SCB=
SCB=

SC(A*B)=
SC(A*B)=

556042,3524
207963,4305

1(b*r)SYi.A2 - Y... A2/a*b*r
6022,615632

1/(@*r)>Y.j22 - Y...A2[a*b*r
3613,697221

SCTr - SCA - SCB
3320,785521

Tabla 29. Analisis de varianza del disefio experimental A*B.

FV Gl SC CM Fc Ft
R 2 0,188 0,09 1,04 3,52
A 1 6022,62 | 6022,61563 66837,1 4,38
B 4 3613,70 903,42 | 10025,91 2,89
A*B 4| 3320,78552 | 830,19638 9213,25 2,89
Error 19 1,71 0,09
Total 29 12959,00
PRUEBA DE COMPRACION MULTIPLE DE TUKEY
SIGNIFICATIVO PARA A
Tukey= gmax*raiz(CME/n)
raiz(CME/n)= 0,095
gmax= 2,96
Tukey= 0,28
a0 al
54,003 139,016
a0 54,003 0,000 85,013 *
al 139,016 0,000
a b

El factor al (solvente NaCl 1M) es significativo para el factor a0 (solvente agua).
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Tukey=
raiz(CME/n)=

gmax=

Tukey=

b0 95,666
bl 96,570
b2 149,550
b3 95,291
b4 45,470

SIGNIFICATIVO PARA B

gmax*raiz(CME/n)

bo

0,095
4,25
0,40

95,666
0,000

bl

96,570
0,905
0,000

b2

149,550
53,884
52,980

0,000

b3
95,291
-0,374
-1,279
-54,259
0,000

El factor b2 (pH 4) es significativo para los factores b0, b1, b3 y b4 (pH 2, 3,5Y 6).
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45,470
-50,196
-51,101
-104,080
-49,821
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ANEXO C

RESPUESTAS EXPERIMENTALES Y ANALISIS ESTADISTICO DE LA
CUANTIFICACION DE LA PROTEINA DE SACHA INCHI
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Estandar de BSA

0,600

0500 y =0,0312x + 0,0133
’ R?=0,996

0,400

0,300

Absorbancia

Seriesl

0,200
—— Lineal (Series1)
0,100
0,000
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00

Pepsina (mg/mL)

Gréfico 1. Curva de estandar de BSA para la determinacion de concentracion de proteina de
sacha inchi mediante la aplicacién del método Biuret.

Tabla 30. Absorbancias de las muestras de proteina de sacha inchi en la

aplicacién del método Biuret.

Proteina de Mediciones Absorbancia
sachainchi R1 R2 R3
pH 2 M1 0,138 0,122 0,108
M2 0,157 0,139 0,118
pH 3 M1 0,141 0,128 0,128
M2 0,131 0,128 0,130
pH 4 M1 0,202 0,184 0,190
M2 0,190 0,183 0,185
pH 5 M1 0,165 0,160 0,171
M2 0,168 0,158 0,163
pH 6 M1 0,187 0,184 0,175
M2 0,174 0,172 0,177

Tabla 31. Andlisis estadistico de la concentracion de la proteina de sacha inchi

determinada por el método Biuret.

Muestras R1 (mg/mL) R2 (mg/mL) X o2 o Ccv
pH 2,0 3,53 4,02 3,77 0,1202 0,3467 0,0919
pH 3,0 3,90 3,74 3,82 0,0128 0,1130 0,0296
pH 4,0 5,77 5,57 5,67 0,0216 0,1469 0,0259
pH 5,0 4,80 4,82 4,81 0,0001 0,0113 0,0024
pH 6,0 5,42 5,18 5,30 0,0300 0,1733 0,0327
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Tabla 32. Analisis de varianza de la concentracion de la proteina de sacha inchi

determinada por el método Biuret.

Grados | Promedio de Valor
Origen de las Sumade de los critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 5,8817 4 1,4704 39,8043 0,0006 5,1922
Dentro de los
grupos 0,1847 5 0,0369
Total 6,0664 9
Tabla 33. Andlisis estadistico de la concentracion de pureza de la proteina de
sacha inchi determinada por el método Biuret.
Muestras R1 (mg/mL) R2 (mg/mL) X o2 o CV
pH 2,0 46,30 52,74 49,52 20,7255 | 4,5525 0,0919
pH 3,0 53,17 51,00 52,08 2,3703 | 1,5396 0,0296
pH 4,0 76,69 73,93 75,31 3,8093 | 1,9517 0,0259
pH 5,0 61,39 61,60 61,49 0,0209 | 0,1446 0,0024
pH 6,0 70,67 67,47 69,07 5,1015 | 2,2587 0,0327
Tabla 34. Analisis de varianza de la concentracion de pureza de la proteina de
sacha inchi determinada por el método Biuret.
Grados Promedio Valor
Origen de las Sumade de de los critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 960,4475 4 240,1119 37,4852 0,0006 5,1922
Dentro de los
grupos 32,0276 5 6,4055
Total 992,4750 9

Tabla 35. Prueba de comparaciéon mdltiple test tukey en el mejor tratamiento con

respecto a la concentracion de proteina de sacha inchi aislada a pH 4,0 por el

método Biuret.

Error:

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=12,653924
7,8558 gl: £

Madizs con uns

pH Medias n E.E.

4,00 75,31 2 1,89 &

6,00 €9,07 2 1,895 A B

5,00 61,50 2 1,89 B C

3,00 52,09 2 1,89 C

2,00 45,52 2 1,8% C
1

etra comin no son significativamente diferentes (p > 0,.05)
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Grafico 2. Curva de calibrado para la determinacién de concentracién de proteina de sacha
inchi mediante la aplicacion del método BCA.

Tabla 36. Absorbancias de las muestras de proteina de sacha inchi en la

aplicacion del método BCA.

Muestra Concentracién (ug/mL) Absorbancia
R1 R2
pH 2 1000 0,5907 0,5289
500 0,3298 0,3009
250 0,1444 0,1505
pH 3 1000 0,7272 0,7341
500 0,3644 0,3764
250 0,2183 0,1961
pH 4 1000 0,7950 0,8097
500 0,4154 0,4194
250 0,2403 0,2504
pH 5 1000 0,7123 0,7407
500 0,3733 0,3819
250 0,2217 0,2198
pH 6 1000 0,6371 0,6033
500 0,3460 0,3300
250 0,1847 0,1971
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Tabla 37. Determinacion de la concentracion de la proteina de sacha inchi

aislada a pH 4,0 por el método BCA.

ncentracion Absorbancia - BSA i

Muestra ©0 (ieg};/mﬁg 0 R1 R2 X (Elg/ml]_) % Proteina
1000 0,591 0,529 0,56 628,165 62,816

pH 2 500 0,330 0,301 0,32 322,963 64,593
250 0,144 0,151 0,15 113,336 45,335

1000 0,727 0,734 0,73 841,475 84,148

pH 3 500 0,364 0,376 0,37 391,695 78,339
250 0,218 0,196 0,21 187,936 75,174

1000 0,795 0,810 0,80 930,994 93,099

pH 4 500 0,415 0,419 0,42 450,375 90,075
250 0,240 0,250 0,25 235,567 94,227

1000 0,712 0,741 0,73 836,294 83,629

pH5 500 0,373 0,382 0,38 400,684 80,137
250 0,222 0,220 0,22 204,853 81,941

1000 0,637 0,603 0,62 703,576 70,358

pH 6 500 0,346 0,330 0,34 351,242 70,248
250 0,185 0,197 0,19 167,585 67,034

Tabla 38. Andlisis estadistico de la concentracién (1000 pg/mL) de la proteina

de sacha inchi aislada a pH 4,0 por el método BCA.

pH R1 R2 % o2 o cv
2 66,67 58,96 62,82 | 29,7674 5,4559 0,0869
3 83,72 84,58 84,15 0,3711 0,6092 0,0072
4 92,18 94,02 93,10 1,6842 1,2978 0,0139
5 81,86 85,40 83,63 6,2864 2,5073 0,0300
6 72,47 68,25 70,36 8,9042 2,9840 0,0424

Tabla 39. Prueba de comparacion mdltiple test tukey en el mejor tratamiento con

respecto a la concentracion de proteina de sacha inchi aislada a pH 4,0 por el
método BCA.

Error:

gl:

=
=

£

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=14,6 69650
10,8283

pH Media=s n

4,00
3,00
5,00
6,00
2,00

33,10
84,15
83,63
70,36

62,82

[ RS T % T % T S T )

[ I S I % R R % ]

. m om om m

Cad Lad Lad Lad Cad

[ T T T A A

L
L
L

oo

C
C

Medizs cor una letra comin no son significativamente diferontes

(o > 0,05}
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ANEXO D

RESPUESTAS EXPERIMENTALES Y ANALISIS ESTADISTICO DE LA
ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE LA PROTEINA DE SACHA INCHI
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Tabla 40. Absorbancia medida en el espectrofotdometro de la proteina de sacha

inchi aislada con agua y precipitada a pH 4,0 y de las muestras del patron de

estudio.
Absorbancia
Muestras Concentracién (ug/mL) R1 R2 R3
Patrén 100 2,092 2,093 2,092
200 2,052 2,000 2,052
100 3,154 3,162 3,162
Sacha inchi 200 3,130 3,137 3,137
proteina 500 2,983 2,983 2,961
1000 2,009 2,000 2,000

Tabla 41. Porcentaje de la actividad antiinflamatoria (inhibicién) de la proteina

de sacha inchi aislada con agua y precipitada a pH 4,0 y de las muestras del

patron de estudio.

Muestras Concentracion

(ug/mL) % Inhibicion 1 | % Inhibicién 2 | % Inhibicién 3

Patrén 100 72,711 72,650 72,711
200 75,145 78,308 75,145

100 8,092 7,606 7,606

Sacha inchi 200 9,553 9,127 9,127
proteina 500 18,497 18,497 19,836
1000 77,761 78,308 78,308

Tabla 42. Andlisis estadistico de la actividad antiinflamatoria de la proteina de

sacha inchi aislada con agua y precipitada a pH 4,0 y de las muestras del patron

de estudio.
Muestras Concentracién X o2 o Ccv
(Mg/mL)
Patrén 100 72,69 0,0012 0,0351 0,0005
200 76,20 3,3369 1,8267 0,0240
Sacha inchi 100 7,77 0,0790 0,2810 0,0362
proteina 200 9,27 0,0605 0,2459 0,0265
500 18,94 0,5973 0,7728 0,0408
1000 78,13 0,1000 0,3162 0,0040
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Tabla 43. Prueba de comparacion multiple test tukey en el porcentaje de
inhibicion en la proteina de sacha inchi aislada a pH 4,0 a distintas
concentraciones.

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=1,37910
Error: 00,2381 gl: &

Concentracidn (ng/mlL) Mediazs n E.E.

1000,00 78,13 3 0,28 A

500,00 18,95 3 0,28 B
200,00 8,27 3 0,28 C
100,00 7,77 3 0,28 o

Medias con una letra comin ne son significativamente diferentes (p > 0,.05)

Tabla 44.-Prueba de comparacion mdultiple test Tukey en el porcentaje de
inhibicibn en el patron de estudio (diclofenaco de sodio) a distintas
concentraciones.

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=4,6 62854

Error: 1,7388 gl: =2

Concentracion (pg/ml) Medias m E.E.

200,00 Te,20 3 0,76 4L

100,00 72,69 3 0,76 &

Medizs con upna letra comin po son significativamente diferentes (p > 0,.05)
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ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to obtain protein isolate from sacha inchi using alkaline pH at different pHs of precipitation with water and salt

and to analyze protein isolate with electrophoresis.

Methods: Sacha inchi protein isclates were obtained using isoelectric precipitation method at different pHs. Proteins were analyzed using
electrophoresis native-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE), one-dimensional, two-dimensional-sodium dodecyl sulfate-PAGE.

Results: A yield of 20.88% of protein isolate of defatted sacha inchi flour at pH 4.0 with a 75.31% of protein was obtained. The yield of protein isolate
using water and salt was similar. Polypeptides profile is between 14 and 70 kDa.

Conclusions: Sacha inchi seed is a good source of proteins. Globulins and albumins were identified in the sacha inchi protein isolate in the presence

of water and salt.

Keywords: Albumins, Globulins, Proteins, Protein isolate, Sacha inchi.

INTRODUCTION

Sacha inchi (Plukenetia volubilis L), also named as Inca peanut,
is a plant that grows in the wild and is native to the rain forests of
the Andean region of South America. This plant belongs to the
Euphorbiaceae family and is composed of nineteen species [1]. Food
proteins from plants are important for human and animal nutrition,
particularly in developing countries where average protein intake
is less than required [2]. The production of plant protein isolates is
of growing interest to the food industry because of the increasing
applications of plant proteins in food markets, nutraceutical products,
and functional foods. Presently, it is possible to find products derived
from plant proteins isolate such as soybean, quinoa, amaranth lupin
seed, and walnuts [3.4]. It is known that sacha inchi seeds have a
high content of oil (54%) and protein (27%) [5]. Sacha inchi seed
proteins are soluble in aqueous buffers, and a water-soluble albumin
has been reported to constitute 31 % of total proteins in the seed. A
sub-product named tort or flour with high content of protein reported
between 50% and 70% is obtained, during the production of sacha
inchi eil. Sacha inchi proteins are soluble in 2 M NaCl at pH 4.0 [6].
In this study, we reported sacha inchi protein isolates with water and
salt at different pHs of precipitation.

METHODS

Sacha inchi flour and proximate analysis

Sacha inchi flour was defatted through extraction with hexane
(1:10 w/v) at room temperature during 24 hrs, under continucus
stirring during the first 5 hrs. After drying at room temperature,
the flour was stored at 4°C until used. Analytical methods such as
moisture, fat, total fiber, and soluble solids content were determined
according to the methods of AQAC [7], numbers 9250.10, 930.09,
985.29, and 923.03, respectively. The protein content of the samples
was determined by the Micro-Kjeldahl method AOAC number
920.152, % (N = 6.25). Carbohydrates percentage was calculated with
the formulas: % Carbohydrates = 100 - (% moisture + % proteins +
% fat +% soluble solids + % total fiber). Contents were expressed on
a dry weight basis.
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Protein isolate from sacha inchi

Sacha inchi isclate was prepared according to Martinez and Afién
(1998) [8] with modifications. The defatted flour was suspended in
water in a 1:10 w/v, and the suspension was adjusted to pH 8.0 by
adding 2 M NaOH. The suspension was stirred during 1 hr and then
centrifuged at 4500 g for 30 minutes at 25°C. The supernatant was
adjusted to pHs 2.0; 3.0; 4.0; 5.0, and 6.0 with 2 N HC] and centrifuged
for 20 minutes at 4500 g. The pellet was suspended in a small volume of
water, neutralized with 0.1 M NaOH, and lyophilized and then frozen at
-20°C. The content of protein isolate was determined using the method
Biuret [9].

Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE)

Native-PAGE and SDS-PAGE electrophoresis of sacha inchi protein
isolate was carried out according to the method proposed by
Laemmli (1970) [10] using 4-8% and 4-12% polyacrylamide gel in a
mini-protean electrophoresis system (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
Polypeptide bands were stained in Coomassie Brilliant Blue G-250 for
12 hrs. Relative molecular masses of protein were determined by a
comparisen to melecular weight markers (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
and software Quantity One of Chemidoc (Bio-Rad).

Two-dimensional (2D) electrophoresis (isoelectric focusing [IEF]-
SDS-PAGE)

Samples were analyzed by 2D electrophoresis as described by Quiroga
et al, [2015) [11]. IEF was run using 7 cm linear immobiline pH
gradient (IPG) strips (pH 3-10) in the PROTEAN i12 IEF Cell system
(Bio-Rad). Samples were dissclved in the rehydration buffer, and the
IPG strips were rehydrated with these samples. Following IEF, the gel
strips were incubated with equilibration buffer and were placed onto
12 g acrylamide /100 ml of resolving gels and were run in mini slabs
(Bio-Rad). All gels were fixed and stained with Coomassie Brilliant Blue.

Statistical analysis
Results are presented as meanszstandard deviation from three
replicates of each experiment. Differences between mean values were
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determined by the analysis of variance. The post-hoc analysis was
performed by the Tukey test. All tests were considered significant at
p<0.05. Statistical analysis was performed using the software package
Prism 4 for Windows, version 4.3 (GraphPad Software Inc., www.
graphpad.com).

RESULTS AND DISCUSSION

The defatted sacha inchi flour (DSF) (n=3) was analyzed for proximate
analysis. Table 1 shows the results of this analysis. The content of
protein was high with a 57.6%. This result is comparable with similar
results reported in the bibliography between a 53% and 59% [7,13]
while the carbohydrates content was 15.2%.

Sacha inchi protein isolates were obtained using the isoelectric
precipitation method with water and NaCl 1 M as solvents. Using water
as solvent, the highest yield was obtained at pH 4.0 with a 20.88% of
protein isolate content, whereas using NaCl 1 M as solvent, the highest
yield at pH 4 was 77.90%. NaCl was apparently effective for solubilizing
protein from sacha inchi flour. However, samples using NaCl as solvent
were dialyzed with a membrane with porous of 5000 Da to eliminate
the content of salt. Yield after dialysis has not statistical differences with
respect to use only water as solvent. Yield results using water as solvent
or dialyzed NaCl solution were similar in all pHs assayed. Moreover, the
content of protein was determined using Biuret method registering a
high content of protein at pH 4.0 with a 75.31% (Table 2).

All protein isolate from DSF were analyzed by electrophoresis native-
PAGE, one-dimensional-SDS-PAGE, and 2D-SDS-PAGE. Protein isolate
at pH 4 was analyzed with SDS-PAGE at a concentration of 5 mg/ml
Bands between 14 and 200 kDa were found. Bands of 16 and 43 kDa
have strong expression (Fig. 1). The profile of protein is complex with
bad resolution as protein loaded in each well was 5 mg/ml It was
determined that the optimum concentration of protein was 20 pg/ml
for each well of the gel for all assays.

Electrophoresis native-PAGE was assayed to analyze protein isolate
obtained with water at different pHs of precipitation. Bands of 14-
97 kDa were found. Bands with molecular weight corresponding to 14,
30, 60, and 97 kDa presented high expression (Fig. 2).

Onthe other hand, the samples were analyzed with electrophoresis SDS-
PAGE with 2-B-mercaptoethanol. Soluble proteins were characterized
by polypeptides 16-70 kDa range. These results are in accordance to
other authors. Bands of 45 and 73 kDa were found in all pHs assayed.
The 45 kDa band corresponds to 115 globulin and the band with 73 kDa
corresponds to 75 globulin. 115 and 75 fractions are more abundant.
Finally, a band with 16 kDa can be 25 albumin (Fig. 3).

Electrophoresis SDS-PAGE without 2-B-mercaptoethanol was used to
analyze proteinisolate obtained with water: Fig. 4 shows one polypeptide
of 45 kDa with high expression and present in all pHs assayed.
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Protein isolates obtained with NaCl 1 M at different pHs were analyzed
by electrophoresis SDS-PAGE. Fig. 4 shows a band of 66 kDa and one
dimer of 45 KDa, other dimer of 28 kDa and other dimer of 16 kDa. All
bands have high expression because those bands are more soluble in
this solvent (Fig. 5).

Electrophoresis 2D-SDS-PAGE indicates that protein isolate contains
a high content of globulins. Moreover, these proteins have the same
molecular weight but the different isoelectric point, for these reasons
these proteins maybe isoforms (Fig. 6).

KDa
KDa

; 198
198 136
135 ’

66
66

"

Fig. 1: Electrophoresis sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide
gel electrophoresis with 2-B-mercaptoethanol of sacha inchi
protein isolate at pH 4.0. (5 mg/ml) (20 ul of sample for well),
Lane 1: Molecular weight; Lane 2: Sacha inhi isolate at pH 4.0;
Lane 3: Water; Lane 4: Sacha inhi isolate at pH 4.0 replicate;
Lane 5: Molecular weight

MW pHZ pH3 pH4 pHS5 pH6

Fig. 2: Electrophoresis native-polyacrylamide gel electrophoresis
of sacha inchi protein isolate precipitated at different pHs

Table 1: Proximate analysis of DSF

% Protein Fat Moisture Total fiber Soluble Solids Carbohydrates
DSF 57.60+0.1 11.2x0.01 4.08+0.03 5.7220.1 5.7820.2 15.62+0.2
Results represent the average of three determinations£SD. DSF: Defatted sacha inchi flour, SD: Standard deviation

Table 2: Content of sacha inchi protein isolate obtained at different pHs
Sample (24) pHZ.0 pH3.0 pH 4.0 pHS5.0 pH 6.0
Isolate with water 15.65=0.8* 16.73+1.24 20.88+1.3* 18.53+0.2% 19.10%0.24
Isolate with Nacl 49.47£2.5% 48.73£2.5* 77.90£3.4% 46.41£1.9% 1003£2.0¢
Isolate after dialysis 15.98+2.5* 16.93+2.54 20.50+2.5% 18.42+2.5% 10.0+2.5%
Protein biuret 49.5221.5* 52.08£1.5* 75.31£1.9" 61.49£0.1% 69.2941.2"

WValues are expressed in grams per 100 g of protein. Values are means+3D of three determinations, Different letters show a statistical difference between the

groups [<0.05) analysis of variance and Turkey's test. SD: Standard deviation
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Mw pH2 pH3 pHa pHS pH6

Fig. 3: Electrophoresis sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis with 2-B-mercaptoethanol analysis of sacha inchi
protein isolate obtained at different pHs

Mw pH2 pH3 pH4 pH3 pHE
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Fig. 4: Electrophoresis sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis without 2-B-mercaptoethanol analysis of sacha
inchi protein isolate obtained at different pHs

DISCUSSION

It is kmown that plant protein from legume and non-legume plants have
two of the main classes of storage proteins. These proteins are named 75
and 115 depending on their sedimentation coefficients. 115 globulins are
hexamers with molecular weights between 300 and 400 kDa, consisting
of two opposed hexagonal rings, each containing three hydrophobically
associated pairs of disulfide-linked acidic (29-35 kDa) and basic
(18-28 kDa) subunits. 75 globulins are glycoproteins with melecular
weights between 150 and 200 kDa [14]. The occurrence of 115 and 75
type storage globulins in angiosperm seeds has been recognized and
accepted [15-18]. 25 albumins have been characterized in different plant
proteins for example amaranth, quinoa, lupin seed, soybean, and sacha
inchi, as they are considered as allergens [19,20]. In this study, globulins
and albumins proteins were obtained from sacha inchi protein isolates
at different pHs with water and salt as solvent for extraction. Shridhar
et al, 2012 reported that they obtained polypeptides with melecular
weight between 6 and 70 kDa, although with high expression of
polypeptides with mass of 20-40 kDa. In this study, similar results have
been obtained with polypeptides between 14 and 70 kDa, polypeptides
with the highest expression were 20-70 kDa.

CONCLUSIONS

It was possible to obtain protein isolates from sacha inchi flour
with solvents as water and NaCl 1 M with high yields. No major
differences were found in yields when using water or NaCl as solvent.
Electrophoresis 2D indicate that protein isolates have proteins with
isoforms. Sacha inchi flour is a good source of proteins to be used for
animal and human nutrition.
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Fig. 5: Electr ,'
electrophoresis with 2-B-mercaptoethanol analysis of sacha inchi
protein isolate obtained with NaCl 1 M at different pHs
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Fig. 6: Electrophoresis two-di

1 sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis of sacha inchi isolate at pH 4.0
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ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to evaluate the digestibility and anti-inflammatery activity in vitre of sacha inchi protein isolate.

Methods: Proteins were analyzed using sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis. Gastric digestibility was evaluated with pepsin
at different pHs and at different relation enzyme /substrate. Anti-inflammatory activity in vitro of sacha inchi protein isolate was evaluated using

denatured protein method with egg albumin.

Results: A yield of 20.88% of protein isolate of defatted sacha inchi flour at pH 4.0 with a 93.1% of protein was obtained. 115 globulins were resistant
to gastric and duodenal digestion. Sacha inchi protein isolate at pH 4.0 (1000 pg/ml) presents 78.13% of anti-inflammatory activity in vitro.

Conclusions: Sacha inchi seed is a good source of proteins. 115 globulins are resistant to pepsin and pancreatin hydrolysis. Sacha inchi protein isolate

has high anti-inflammatory activity in vitro.

Keywords: Sacha inchi, Gastric digestion, Duodenal digestion, Globulins and albumins.

INTRODUCTION

Sacha inchi (Plukenetia volubilis L.), also named as Inca peanut, is a plant
that grows in the wild and is native to the rain forests of the Andean
region of South America. This plant belongs to the Euphorbiaceae
family and is composed of 19 species [1]. Food proteins extracted
from plants are important for human and animal nutrition particularly
in developing countries where average protein intake is less than
required [2]. The production of plant protein isolates is of growing
interest to food industry because of the increasing applications of
plant proteins in food markets, nutraceutical preducts, and functional
foods [3.4]. It is known that sacha inchi seeds have a high content of
oil (54%) and protein (27%) [5.6]. Medicinal plants are considered
a rich source of pharmaceutical components for the prevention and
treatment of diseases and ailments. Inflammation process is the defense
mechanism of the body to eliminate or limit the spread of injurious
stimuli and heal the injury, excessive inflammation is associated with
onset of diseases such as rheumatoid arthritis, asthma, periodontitis,
inflammatory bowel disease, atherosclerosis, Alzheimer’s disease, and
even cancer such as gallbladder carcinoma [7,8]. Nonsteroidal anti-
inflammatory drugs are widely used in the treatment of acute and
chronic inflammation, pain, and fever Their use is associated with
adverse effects such as severe gastritis, peptic ulcer, nausea, vomiting,
salt and water retention, worsening of renal function in renal or
cardiac and cirrhotic patients, and hypersensitivity [9,10]. Therefore,
the development of new, economic, potent and safe anti-inflammatery
drugs from natural sources is needed, especially for dewveloping
countries. The aim of this study is to evaluate the gastrointestinal
digestibility and anti-inflammatory activity in vitro of sacha inchi
proteins (Plukenetia volubilis L.).

METHODS

Protein isolate from sacha inchi

Sacha inchi isolate was prepared according to Martimez and Afidn [11]
with modifications. The defatted flour was suspended in waterina 1:10
ww. The suspension was adjusted to pH 8.0 by adding 2 M NaOH. The
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suspension was stirred during 1 hr and then centrifuged at 4500 g for
30 minutes at 25°C. The supernatant was adjusted to pHs 2.0, 3.0, 4.0,
5.0, and 6.0 with 2 N HCl and centrifuged for 20 minutes at 4500 g. The
pellet was suspended in a small volume of water, neutralized with 0.1 M
NaOH, and lyophilized and then frozen at —20°C. The content of protein
isolate was determined using the bicinchoninic acid (BCA) method.

Gastric digestion

Sacha inchi protein isolate at pH 4.0 was subject to in vitro gastric
digestions at 5 mg/mL final concentration. The digestions were
performed in simulated gastric fluid (0.35 M Nacl) at different pHs: 1.2,
2.0 and 3.2 at 37°C for 120 minutes, with porcine pepsin (EC 3.4.23.1,
4,500 U/mg protein, Sigma-Aldrich), with an enzyme /substrate ratio
of 1:20, wtfwt (2000 U/mg) [12,13]. At least four replicates of each
digestion assay were performed and compared with sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis ([SDS-PAGE) method
to ensure the repeatability of the results. Aliquots were taken at
120 minutes for analysis. The digestions were stopped by mixing with
the SDS-sample buffer for SDS-PAGE, and subsequently, pH was raised
to 7.0 with ammonium bicarbonate to irreversibly inactivate pepsin
after 10 minutes of equilibration. The protein concentration of the
supernatants was determined by the BCA method.

Duodenal digestion

Duodenal digestions were performed as previously described [14]

referenced to a 120 minutes gastric digests re-adjusted at pH 7.0. The

following elements were added:

a) 0.125 M bile salt mixture containing equimolar quantities of sodium
glycodeoxycholate and sodium taurocholate (Sigma-aldrich)
(6.15 mM final concentration of each salt)

b) 1MCcaCl, (7.6 mM final concentration)

c) Pancretine (100 U/mg) mixed with 20.3 mM Bis-Tris.

Reactions were carried out at 37°C during 120 minutes and stopped
by heating at 80°C during 5 minutes. Hydrolysates were analyzed using
SDS-PAGE.
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SD5-PAGE

SDES-PAGE of sacha inchi protein isolate was carried out according
to the method proposed by Laemmli (1970) [15] using 4-8% and
4-129% polyacrylamide gel in a Mini-Protean electrophoresis system
[Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Polypeptide bands were stained in
Coomassie Brilliant Blue G-250 for 12 hrs. Relative molecular masses
of protein were determined by a comparison to molecular weight
markers (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and software Quantity One of
Chemidoc [Bio-Rad).

Evaluation of in vitre anti-inflammatery activity

Anti-inflammatory activity of sacha inchi protein isolate at pH 4.0 was
evaluated with the protein denaturation method [16,17]. Diclofenac
sodium, a powerful nonsteroidal anti-inflammatory drug was used as
a standard drug, The reaction mixture consisting of 2 mL of different
concentrations of protein isolate (100-1000 pg/ml) or standard
diclofenac sodium (100 and 200 pwg/mL) and 2.8 mL of phosphate
buffered saline (pH 6.4) was mixed with 2 mL of egg albumin (from
fresh hen egg) and incubated at 27°C for 15 minutes. Denaturation was
induced by keeping the reaction mixture at 70°C in a water bath for
10 minutes. After cocling, the absorbance was measured at 660 nm
using double distilled water as blank Each experiment was done
in triplicate and the average was taken. The percentage inhibition of
protein denaturarion was caleulated using the following formula:

94 Inhibition: [At-Ac/Ac) =100

Statistical analysis

Results are presented as meansistandard deviation from three
replicates of each experiment. Differences between mean values were
determined by the analysis of variance. The post hoc analysis was
performed by the Tukey's test. All tests were considered significant at
p<0.05. A statistical analysis was performed using the software package
Prism 4 for Windows, version 4.3 [GraphPad Software Inc., www.
graphpad.com).

RESULTS

Sacha imchi protein isolates were obtained using the isoelectric
precipitation method with water as solvent. Using water as solvent, the

highest yield was obtained at pH 4.0 with a 20.88% of protein isolate
content (Table 1). The content of protein in the protein isolate was
determined using the BCA method. Table 2 shows the results of BCA
method. The content of protein was extremely high (93.19) in sacha
inchi protein isolate at pH 4. This treatment of precipitation at pH 4 was
chosen as the optimum to evaluate digestibility and anti-inflammatory
in vitro activity.

Gastrointestinal simulation

Sacha inchi protein isolate at pH 4.0 was hydrolyzed with pepsin at
172 U/mg of protein during 60 minutes at 37°C, at pH 1.2, 2.0 and
3.2, It was observed that the isolate of sacha inchi was resistant to the
hydrolysis with pepsin at low concentration of enzyme. 75, 118, and 25
albumins were resistant to proteolytic digestion (Fig. 1). With regards
to the isolate of sacha inchi when assayed with a higher concentration of
enzyme (2000 U/mg of protein), it was determined that 115 globulins
show a remarkable stability to hydrolysis with pepsin as shown in Fig. 2
and Fig, 3.

75 globulins and 25 albumins were susceptible to pepsin hydrolysis at
2000 U/mg of protein.
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0On the other hand, a digestion model was assayed in two steps; the first
step was named gastric digestion with pepsin at 2000 U/mg of protein
at pH 3.0 during 120 minutes at 37°C. The second step was performed
by adding a pancreatin solution at pH 7.0 during 120 minutes at 37°C.
Using SDS-PAGE method, we observed that 115 globulins continue
being resistant to hydrolysis with enzymes. 115 globulins from sacha
inchi are resistant to proteclytic digestion with pepsin and with the mix
of pepsin and pancreatin.

The reason for choosing sacha inchi protein isclate at pH 4.0 was due
to the fact that this treamment presents a higher yield in this smudy
with a higher content of protein. The inhibitory effects of different
concentrations of Sacha inchi protein isolate at pH 4.0 were determined
using the protein denatured method described by Padmanabhan et al.,
2012, The results are shown in Table 2. Sacha inchi protein isolare
(100-1000 pg/ml) showed a significant inhibition of egg albumin
denaturation in a dose-dependent form. The in vitro anti-inflammatory

Fig. 1: Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
of sacha inchi protein isolate of pH 4.0 hydrolyzed with pepsin at
pH 1.2: 2.0 and 3.2 [gastric digestion with pepsin at 172 U/M of
protein)

wa 1 2 3 4 5

75 Globulins

115 Globulins
30 kDa

25 Albumins

6,5

Fig. 2: Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
of sacha inchi protein isolate of pH 4.0 hydrolyzed with pepsin at
pH 1.2; 2.0 and 3.2 (gastric digestion with pepsin at 2000 U/M of

protein)

Table 1: Sacha inchi isolate protein yield obtained at different pHs and content of protein in the sacha inchi isolate

Sample pH 2.0 pH3.0 pH4.0 pHS.0 pH6.0
9% Isolate with water 15.6510.8% 16.73£1.2* 20.88%1.3* 18.53£0.2* 19.10%0.2*
9% Protein by BCA 62.820.04* 89.1£0.004° 93.1%0.01° 83.620.02° 70.4%0.02°

BCA: Bicinchoninic acid, SD: Standard deviation, results represent the average of three determinations £SD. Different letters show statistical difference from the control

group (p <0.05) ANOVA and Turkey's test
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Table 2: In vitro anti-inflammatory activity of sacha inchi
protein isolate

Treatment Concentration 9% Inhibition of
pg/ml denaturation
100 7.77+0.39*
Protein isolate 200 9.27+0.34*
500 18.94+1.09*
1000 78.1310.44°
Diclofenac 100 72.6910.05°
Sodium 200 76.20%2,5¢

SD: Standard deviation, results represent the average of three determinations
15D, Different letters show statistical difference from the control group
(2 <0.05) ANOVA and Turkey's test

1 2 3 4 5

KDa

1982
136,9
59,7
41,5
28,1
21,0
15,4

6,5

Fig. 3: Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
of sacha inchi protein isolate of pH 4.0 hydrolyzed with pepsin
more pancreatin at pH 7.0 (duodenal digestion)

activity of sacha imchi protein isolate at pH 4.0 (1000 pg/ml] was
comparable to the one of the positive control (diclofenac sodium and
anti-inflammatory drug) with 78, 13% of inhibition.

DISCUSSION

It is known that plant proteins from legume and nonlegume plants have
two of the main classes of storage proteins, These proteins are named 75
and 115 depending on their sedimentation coefficients. 115 globulins are
hexamers with molecular weights between 300 and 400 kDa, consisting
of two opposed hexagonal rings, each containing three hydrophobically
associated pairs of disulfide-linked acidic (29-35 kDa) and basic
[18-28 kDa) subunits. 75 globulins are glhycoproteins with molecular
weights between 150 and 200 kDa [18]. The cccwrrence of 115 and 75
type storage globulins in angiosperm seeds has been recognized and
accepted [19]. 25 albumins have been characterized in different plant
proteins for example amaranth, quinoa, lupin seed, soybean and sacha
inchi, as they are considered as allergens [20,21]. The water-insoluble
7-115 globulin and the soluble 25 albumin are the twe major storage
proteins of many plants, A number of plant proteins have been found
to present a high resistance to proteolysis in the gastrointestinal tract
because of specific structural properties. Major proteins structural
properties of lezume and other plant proteins that have been reported to
affect in vivo digestibility such as soybean, cereals, lupin, nuts and wheat
proteins. The protein fraction of plant foods with high cysteine content,
the albumin fraction, according to classical Osborme classification
methodology has been found to be quite resistant to heat denaturation
and proteolytic digestion, Stability is conferred by the presence of ahigh
number of disulfide bonds contained in low molecular weight proteins,
such as Bowman-Birk inhibitor (BEI) [22-25]. Unlike the closely related
Eunitz trypsin inhibitor, soybean BEI is a small molecule of 8 kDa and
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seven disulfide bridges. Other very stable and highly active inhibitors of
the BBI class have recently been isolated from lentil (Lens culinaris L)
and pea (Pisum sativum L.) seeds. Lee et al. [26] have reported that
primary allergen of soybean 115 basic polypeptide presented resistance
to hydrolysis with pepsin at pH 2.0. In this study, 115 globulin is resistant
to hydrolysis with pepsin and pepsin/pancreatin; this can be due to the
high content of cysteine.

CONCLUSIONS

Sacha inchi seeds are an excellent source to obtain proteins isolate.
75 globulin and 25 albumin of sacha inchi were susceptible to gastric
and duodenal hydrolysis. 115 globulins were resistant to gastric and
duodenal digestion. Sacha inchi protein isolate at pH 4.0 (1000 pg/ml)
presents 78.13% of anti-inflammatory activity in vitro.
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