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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar la digestibilidad
gastrointestinal in vitro, las actividades antiinflamatoria y antioxidante en
concentrados e hidrolizados proteicos extraidos de la harina de gandul (Cajanus
cajan) producida en Ecuador. Se trabajo con harina de gandul verde y harina de
gandul maduro. Los concentrados proteicos se obtuvieron por precipitacion
isoeléctrica a diferentes valores de pH (6,0; 5,0; 4,0; 3,0) luego de solubilizar la
proteina a pH 8,0. En el gandul verde se obtuvo el mayor porcentaje de precipitacion
isoeléctrica (0,62 %) a pH 3,0 mientras que para el gandul maduro la maxima

precipitacion (11,35 %) se alcanzo a pH 4,0.

La caracterizacion proteica se realizd mediante la técnica de electroforesis SDS-
PAGE, identificandose en los concentrados globulinas 7S y 11S. En el proceso de
digestion gastrointestinal in vitro se observo que las fracciones proteicas tanto de

gandul verde como de gandul maduro presentan resistencia a la accion enzimatica.

Finalmente, se determind la actividad antiinflamatoria y antioxidante en el
concentrado e hidrolizado de gandul maduro, encontrando mayor actividad en el

hidrolizado proteico con valores de 66,0 % y 57,47 %, respectivamente.

Palabras clave: actividades bioldgicas, Cajanus cajan, digestibilidad gastrointestinal

in vitro, hidrolizados proteicos, leguminosas.
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the of in vitro gastrointestinal
digestibility, anti-inflammatory and antioxidant activities in protein concentrates and
hydrolyzates extracted from pigeon pea (Cajanus cajan) meal produced in Ecuador.
Experimental work was done with green and mature pigeon pea meal. The protein
concentrates were obtained by isoelectric precipitation at different pH values (6.0,
5.0, 4.0, 3.0) after protein solubilization at pH 8.0. In green pigeon pea the highest
percentage of isoelectric precipitation (0.62 %) was obtained at pH 3.0 while it was

produced at pH 4.0 in mature pigeon pea (11.35 %).

Protein characterization was carried out using the SDS-PAGE electrophoresis
technique, 7S and 11S globulins were identified in these concentrates. At the end of
in vitro gastrointestinal digestion, it was observed that the protein fractions of both

green pigeon pea and mature pigeon pea show resistance to enzymatic action.
Finally, the anti-inflammatory and antioxidant activities in the concentrate and
hydrolyzates of mature pigeon pea were determined, it was found greater activities in

the protein hydrolyzate with 66.0 % and 57.47 % values, respectively.

Keywords: biological activities, Cajanus cajan, in vitro gastrointestinal digestibility,

protein hydrolyzates, legumes.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes Investigativos

Las leguminosas son plantas que contienen frutos o semillas que son comestibles,
pertenecen a la familia Leguminosae, constituyen una fuente relevante de
carbohidratos como el almidon (50,0-65,0 %) y de fibra dietética (10,0-20,0 %),
presentan contenidos bajos de lipidos (0,8 a 2,0 %) y poseen una cantidad y calidad
proteica que complementa a los cereales, aportan vitaminas hidrosolubles (tiamina,
riboflavina, niacina y folacina) y minerales (hierro y calcio) (Granito et al., 2010;

Lqari et al., 2002).

Dentro de este grupo de leguminosas se encuentra el gandul (Cajanus cajan)
conocido también como guandt o quinchoncho (FAQO, 2007a), es una leguminosa de
grano con elevado valor nutritivo, procedente de la India, considerada como una
planta forrajera y un arbusto perenne que crece de 1-3 metros de altura, ademas
representa una fuente importante de proteina (18,0-25,0 %) (Torres et al., 2006;
Torres & Guerra, 2003). Pal er al. (2011) mencionan que las funciones
farmacologicas que posee son diversas, destacandose el efecto antimicrobiano, la
actividad hipocolesterolémica, la actividad antidiabética, las propiedades
neuroactivas y antioxidantes; su actuacion como anticancerigeno, hepatoprotector y

antihelmintico.

Por otra parte, en la investigacion realizada por Drago ef al. (2007) establecieron que
100 g de grano seco de gandul contiene 15,2 % de humedad; 22,3 % de proteina;
1,7 % de grasa; 3,6 % de cenizas; 57,2 % de carbohidratos; caroteno evaluado como
vitamina A 220 Ul y vitamina B1 0,72 mg; constituyéndose la harina de gandul como
una opcion para la elaboracion de productos con alto contenido de proteina que

conlleve al aumento del valor nutricional de los mismos.

Ruiz et al. (2014) consideran que las proteinas, hidrolizados y péptidos de origen

vegetal podrian llegar a ser utilizados como nutracéuticos, como parte de la
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formulacion de alimentos funcionales o en la produccion de medicamentos de origen
natural, debido a los efectos benéficos que ejercen sobre la salud. Por otro lado, el
interés en los aislados y concentrados proteicos para la fabricacion de alimentos
funcionales sigue vigente (Granado & Hernandez, 2016).

En cuanto a esto, Abugoch ef al. (2008) mencionan que para la obtencioén de los
concentrados proteicos se deben considerar dos parametros, la solubilidad de la
proteina, la misma que se realiza en medio bésico (pH 11,0-8,0) y la precipitacion
isoeléctrica que se lleva a cabo en medio acido (pH 6,0-4,0). Respecto a este tema,
Betancur ez al. (2004) y Morales et al. (2007) definen a la precipitacion isoeléctrica
como un proceso que permite el fraccionamiento en himedo de los diferentes
componentes de la harina, mediante la solubilizacion de las proteinas en un medio
alcalino y su posterior precipitacion en medio acido y que a causa del bajo costo y la
simplicidad de los equipos requeridos, es el método de aislamiento mas cominmente

empleado en la produccion comercial de proteinas a partir de leguminosas.

En el estudio de las propiedades funcionales de la harina y del concentrado de gandul
realizado por Mizubuti ez al. (2000) se reportan datos de solubilidad del 80,0 % a pH
9,0; 25,62 % a pH 4,5 y- 60 % a pH 2,5 para la harina y de >90,0 % a pH 9,0;
27,82 % a pH 4,5 y >90,0 % a pH 2,5 para el concentrado; asi mismo, Torres (2001)
empleando agua como solvente evalud la solubilidad proteica de la harina de gandul
y determind que los valores maximos y minimos se encontraban cercanos al pH 8,0 y
pH 4,0 respectivamente, debido a que las proteinas de los alimentos exhiben una
solubilidad minima a pH 4,0-5,0 (pH isoeléctrico) y maxima a pH alcalino
(Damodaran, 2010), ademas el mismo autor hace referencia que como la mayor
parte de las proteinas son solubles a pH alcalino (8,0-9,0), la extraccion de las
proteinas de fuentes vegetales, se lleva a cabo a estos valores de pH para
posteriormente recuperar la proteina del extracto por precipitacion isoeléctrica a pH

4,5-4,8.

Herrera et al. (2003) y Segal & Ortega (2010) mencionan que para continuar con
estudios como la caracterizacion, propiedades funcionales y digestibilidad de las
proteinas es necesario realizar la cuantificacidon proteica, para esto existen varios
métodos colorimétricos como Biuret, Lowry, Bradford y BCA, siendo Biuret el
método mas simple y econdémico. La reaccidon en este método se caracteriza por una
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coloracién purpura formada cuando los iones cupricos se unen a los enlaces
peptidicos a pH alcalino, la reaccion es bastante especifica, por lo tanto se prevé
exista poca interferencia de sustancias no proteicas, el matiz del color y su intensidad
dependen del contenido y tipo de proteina presente. Sangronis et al. (2004) y
Oshodi et al. (2009) realizaron por dicho método la cuantificacion del contenido
proteico presente en la harina de gandul reportando los valores de 21,7 % y 22,4 %

respectivamente.

La electroforesis es igualmente una técnica empleada para la caracterizacion de
proteinas, mediante la cual es posible separar moléculas bioldgicas basandose en la
carga y peso molecular, forzandolas a penetrar por una matriz porosa bajo la accion
de un campo eléctrico. En la SDS-PAGE, la separacion ocurre en funcion del tamafio
(masa molecular), lo que permite determinar el peso molecular de las proteinas

(Corsico et al., 2013; Maldonado & Jorrin, 2001; Rivera, 2000).

Betancur et al. (2009) recomiendan realizar la hidréolisis enzimatica a los
concentrados obtenidos con el fin de mejorar las propiedades fisicoquimicas y
farmacologicas de las proteinas, logrando mejorar la solubilidad, absorcion y
biodisponibilidad, sin afectar el valor nutrimental. La hidrdlisis enzimatica se ha
propuesto como un método prometedor para aumentar la digestibilidad de las

proteinas y para obtener hidrolizados con propiedades nutricionales y funcionales

mejoradas (Korhonen & Pihlanto, 2006; Morris et al., 2009).

La obtencion de péptidos bioactivos debe cumplir dos criterios: afiadir valor a
proteinas abundantes (poco convencionales) y emplear proteinas con secuencias
aminoacidicas de interés farmacologico (Udenigwe & Aluko, 2012). Se han
revelado estudios que destacan las multiples bioactividades en hidrolizados de
proteinas vegetales las mismas que ocurren por la liberacion enzimatica de
compuestos fendlicos y péptidos bioactivos; Kong ef al. (2010) y Oseguera (2009)
sefialan que el gandul es una fuente rica de dichos compuestos y péptidos, que se
obtienen en el proceso gastrointestinal como consecuencia de la digestion mediante

hidrdlisis enzimatica (proteasas y sales biliares) de la proteina.

Kong et al. (2010) y Wu et al. (2009) reportan estudios que demuestran la existencia

de actividades antioxidante y antiinflamatoria en el gandul atribuyéndolas a la



presencia de componentes bioactivos como saponinas, taninos, azucares reductores,
resinas, pinostrobina y terpenoides; adicionalmente Zhang et al. (2010) y Pal et al.
(2011) en sus estudios quimicos encontraron que el gandul contiene dos
isoflavanoides (genisteina y genistina) que poseen actividad antioxidante, los cuales
pueden ser excelentes antioxidantes naturales potencialmente aplicables a la
medicina y a la industria alimenticia; Wu et al. (2009) y Muiioz (2008) reportaron
valores de 94,13 % + 3,41 y 88,43 % =+ 3,74 respectivamente como la maxima
capacidad de inhibicion; en lo referente a la actividad antiinflamatoria, Nicholson et
al. (2010) aislaron una flavanona (pinostrobina,) que posee propiedades

antiinflamatorias significativas.
1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General

e Evaluar el grado de digestibilidad gastrointestinal in vitro, actividades
antiinflamatoria y antioxidante en concentrados e hidrolizados proteicos

extraidos de harina de gandul (Cajanus cajan)

1.2.2. Objetivos Especificos

e Aislar las proteinas presentes en harinas de gandul (Cajanus cajan)
mediante precipitacion isoeléctrica a diferentes valores de pH.

e (aracterizar las proteinas aisladas de harina de gandul (Cajanus cajan)
mediante electroforesis SDS-PAGE.

e Cuantificar mediante el método espectrofotométrico de Biuret el
contenido proteico de las proteinas aisladas de harina de gandul (Cajanus
cajan)

e Simular condiciones fisiologicas para la hidrolisis enzimatica de los
concentrados proteicos de gandul (Cajanus cajan)

e Determinar la actividad antiinflamatoria in vitro (método de
desnaturalizacion de proteina) y actividad antioxidante (método de

sustancias reactivas al 4cido tiobarbitirico, TBARS)



1.3.Hipotesis

Tema: Evaluacion de la digestibilidad gastrointestinal in vitro, actividades

antiinflamatoria y antioxidante en concentrados e hidrolizados proteicos extraidos de

harina de gandul (Cajanus cajan)

1.3.1.

1.3.2.

Rendimiento de las proteinas presentes en harinas de gandul (Cajanus
cajan) verde y maduro aisladas mediante precipitacion isoeléctrica a

diferentes valores de pH.

Hipotesis Nula

La precipitacion isoeléctrica a diferentes valores de pH (pH 6,0; 5,0; 4,0 y
3,0) no influye en el rendimiento y caracterizacion de las proteinas presentes
en harinas de gandul (Cajanus cajan) verde y maduro.

Hipotesis Alternativa

La precipitacion isoeléctrica a diferentes valores de pH (pH 6,0; 5,0; 4,0 y
3,0) influye en el rendimiento y caracterizacion de las proteinas presentes en

harinas de gandul (Cajanus cajan) verde y maduro.

Contenido proteico de las proteinas aisladas de harina de gandul

(Cajanus cajan) verde y maduro

Hipdtesis Nula

Los precipitados de gandul (Cajanus cajan) verde y maduro obtenidos a
diferentes valores de pH (pH 6,0; 5,0; 4,0 y 3,0) mediante precipitacion
isoeléctrica no varian en cuanto a su contenido proteico.

Hipdtesis Alternativa

Los precipitados de gandul (Cajanus cajan) verde y maduro obtenidos a
diferentes valores de pH (pH 6,0; 5,0; 4,0 y 3,0) mediante precipitacion

isoeléctrica varian en cuanto a su contenido proteico.



1.3.3.

1.3.4.

1.3.5.

Hidrolisis enzimatica del concentrado proteico de gandul (Cajanus cajan)

verde y maduro

Hipotesis Nula

El concentrado proteico de gandul (Cajanus cajan) verde y maduro no es
digerido en su totalidad durante la simulacion in vitro de la digestion gastrica
y duodenal.

Hipotesis Alternativa

El concentrado proteico de gandul (Cajanus cajan) verde y maduro es
digerido en su totalidad durante la simulacion in vitro de la digestion géstrica

y duodenal.

Actividad antiinflamatoria del concentrado proteico de gandul (Cajanus

cajan)

Hipdtesis Nula

El concentrado proteico de gandul (Cajanus cajan) maduro evaluado a
diferentes concentraciones (1000; 500; 200 y 100 pg/mL) no presenta
actividad antiinflamatoria comparable con el antiinflamatorio comercial
diclofenaco de sodio, 75mg/3mL, MK®.

Hipdtesis Alternativa

El concentrado proteico de gandul (Cajanus cajan) maduro evaluado a
diferentes concentraciones (1000; 500; 200 y 100 pg/mL) presenta actividad
antiinflamatoria comparable con el antiinflamatorio comercial diclofenaco de

sodio, 75mg/3mL, MK®.

Actividad antioxidante del concentrado proteico de gandul (Cajanus

cajan)

Hipotesis Nula
El concentrado proteico de gandul (Cajanus cajan) maduro evaluado a

diferentes concentraciones (1000; 500; 200 y 100 pg/mL) no presenta



1.3.6.

1.3.7.

actividad antioxidante comparable con el antioxidante comercial BHT.
Hipotesis Alternativa

El concentrado proteico de gandul (Cajanus cajan) maduro evaluado a
diferentes concentraciones (1000; 500; 200 y 100 pg/mL) presenta actividad

antioxidante comparable con el antioxidante comercial BHT.

Actividad antiinflamatoria del hidrolizado proteico de gandul (Cajanus

cajan)

Hipotesis Nula

El hidrolizado proteico de gandul (Cajanus cajan) maduro evaluado a
diferentes concentraciones (1000; 500; 200 y 100 pg/mL) no presenta
actividad antiinflamatoria comparable con el antiinflamatorio comercial
diclofenaco de sodio, 75 mg/3 mL, MK®.

Hipotesis Alternativa

El hidrolizado proteico de gandul (Cajanus cajan) maduro evaluado a
diferentes concentraciones (1000; 500; 200 y 100 pg/mL) presenta actividad
antiinflamatoria comparable con el antiinflamatorio comercial diclofenaco de

sodio, 75 mg/3 mL, MK®.

Actividad antioxidante del hidrolizado proteico de gandul (Cajanus

cajan)

Hipdtesis Nula

El hidrolizado proteico de gandul (Cajanus cajan) maduro evaluado a
diferentes concentraciones (1000; 500; 200 y 100 pg/mL) no presenta
actividad antioxidante comparable con el antioxidante comercial BHT.
Hipdtesis Alternativa

El hidrolizado proteico de gandul (Cajanus cajan) maduro evaluado a
diferentes concentraciones (1000; 500; 200 y 100 ng/mL) presenta actividad

antioxidante comparable con el antioxidante comercial BHT.



1.4.Seiialamiento de las variables de las hipotesis

1.4.1. Variable Independiente

Diferentes valores de pH de precipitacion (pH 6,0; 5,0; 4,0 y 3,0)
Diferentes valores de concentracion (1000; 500; 200 y 100 pg/mL) del

concentrado e hidrolizado proteico.

1.4.2. Variable Dependiente

Rendimiento proteico

Contenido proteico

Digestibilidad gastrointestinal in vitro
Actividad antiinflamatoria

Actividad antioxidante



CAPITULO I1

METODOLOGIA

Las pruebas experimentales fueron realizadas en el laboratorio de Alimentos
Funcionales BIO-PROPEPTI de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos de
la Universidad Técnica de Ambato. Todos los reactivos utilizados en los ensayos

fueron de grado analitico.
2.1. Materiales

2.1.1. Materia prima

La harina necesaria para la ejecucion de este trabajo de investigacion fue

proporcionada por el proyecto REDU-Escuela Politécnica del Litoral (ESPOL).

2.1.2. Insumos y utensilios

Balones de aforo (10 mL, 250 mL, 1000 mL) Propipetas

Balones para MicroKjeldahl (100 mL) Puntas para Micropipetas

Cajas petri Tiras medidoras de pH

Envases de plastico Tubos de centrifuga FALCON (15
mL, 50 mL)

Micropipetas (10 uL, 20 uL, 100 uL, 1000 uL) Tubos de ensayo con tapa rosca

(20 mL, 30 mL)
Pipetas graduadas (5 mL, 10 mL) Tubos Eppendorf (1,5 mL, 2 mL)
Probetas graduadas (10 mL, 50 mL, 500 mL, Vasos de precipitacion (100 mL,
1000 mL) 200 mL, 250 mL, 400 mL, 500
mL, 1000 mL)



2.1.3. Equipos

Balanza analitica, VWR, 224AC Estufa, VWR

Centrifuga, EPPENDOREF, 5702 Incubadora, VWR

Congelador, MABE -20 °C Liofilizador, BENCH TOP PRO
WITH OMNITRONICS, BTP-
3ESOVW

Congelador Ultra-Low Temperature Freezer Microcentrifuga, LABNET,

MDF-U33V, PANASONIC -80 °C C2400-B

Desecador Microincubador, ESCO,

PROVOCELL® SHAKING
Equipo de electroforesis, MINI-PROTEAN® pH-metro, METTLER TOLEDO y
TETRA SYSTEM BIO-RAD Thermo SCIENTIFIC™
Equipo Soxhlet Plancha de calentamiento con
agitacion magnética, VWR
Espectrofotometro convencional de haz simple Refrigerador, INDURAMA, RI-
HACH, DR-500 470 -4 °C
Espectrofotometro, Thermo SCIENTIFIC™, Voértex, VWR
UV-Visible, EVOLUTION 201

2.1.4. Reactivos

Aceite de oliva, ARBOLITO Hidroxido de sodio, MERCK

Acido acético glacial 100 %, MERCK Metanol, MERCK

Acido clorhidrico fumante 37 %, MERCK Nitroprusiato, MERCK

Acido tiobarbitarico, PANREAC Pancreatina, SIGMA

Acrilamida, INVITROGEN Pepsina gastrica porcina, SIGMA
Azul de Coomassie R-250, BP101-25, FISHER Persulfato de amonio, # 161-0716,
SCIENTIFIC BIO-RAD

Bicarbonato de sodio, J.T. BAKER Sales biliares, SIGMA

Butil hidroxi tolueno, VULKANOX Salicilato de sodio, MERCK
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Cloruro de sodio, MERCK
Diclofenaco de sodio, 75 mg/3 mL, MK®

Dodecil sulfato de sodio, # 161-0302, BIO-
RAD

Etanol 96 %, MERCK

Enzimas proteoliticas para digestion in vitro,
SIGMA

Estandar de proteinas pretefiido, #161-0377,
BIO-RAD

Glicerol, # 15514-011, INVITROGEN

Glicina, # 161-0724, BIO-RAD
Hexano 96 %, MERCK

2.2. Métodos

Selenio, MERCK

Soluciones buffer para medidor de
pH (10,0; 7,0 y 4,0, THERMO
SCIENTIFIC™

Sulfato de amonio, MERCK

Sulfato de potasio, MERCK
Sulfato de cobre, MERCK

Tartrato de sodio y potasio, MERCK

Tetrametiletilendiamina,
INVITROGEN

Yoduro de potasio, MERCK
2-mercaptoetanol, # 161-0710, BIO-
RAD

2.2.1. Determinacion del contenido de humedad

Fl contenido de humedad se determind de acuerdo al Método Oficial de Analisis de

la Organizacion Americana de Quimicos Analiticos (AOAC, 2012). Se pesaron las

cajas petri limpias y secas, las mismas que contenian 3 g de la harina, posteriormente

se colocaron en la estufa VWR a 58 °C durante 4 dias. Finalmente se realizo el

calculo del porcentaje de humedad en base seca aplicando la siguiente ecuacion:

mH20
ms

% Hbs = *100
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Siendo:

%Hbs: Humedad en base seca

mpu20: Peso del agua presente en la harina

my: Peso final de la harina de gandul secada en la estufa

2.2.2. Desengrasado de la harina

Para el desengrasado de la harina se utilizé el método de Soxhlet descrito por Wayne
(2017). Se pes6d por diferencia y por triplicado 2 g de la harina seca de gandul, se
coloco en el equipo Soxhlet, y se realizé la extraccion con hexano (C¢Hi4) durante 6
h. Finalmente se recuperd el solvente en el mismo Soxhlet, y se eliminaron los

residuos del solvente del material graso y de la harina en una estufa VWR a 58 °C.

2.2.3. Obtencion de los concentrados proteicos

La harina de gandul (Cajanus cajan) seca y desengrasada fue empleada para la
obtencion de los concentrados proteicos mediante precipitacion isoeléctrica, de
acuerdo al protocolo descrito por Martinez & Afion (1996) empleando una hora de
agitacion en lugar de 15 minutos. El proceso se realizé con 10 g de la harina que fue
suspendida en 100 mL de agua destilada relacion 1:10 (p/v). Se ajustd al pH de
solubilizacion (pH 8,0) con adiciéon de NaOH 1 M y se mantuvo en agitacion (300
rpm) durante una hora controlando regularmente que el pH se mantenga en el valor
fijado. Posteriormente se centrifugd la suspension durante 1 h (4400 rpm) y se
descartd el precipitado, los sobrenadantes obtenidos se ajustaron a pH de
precipitacion (pH 6,0; 5,0; 4,0 y 3,0) con adicion de HC1 1 M permaneciendo 5
minutos en agitacion (200 rpm). El resultante fue almacenado a 4 °C durante 24 h
para lograr la precipitacion de la proteina, se eliminaron los sobrenadantes por
centrifugacion y los precipitados obtenidos fueron almacenados bajo ultra-
congelacion a -80 °C en frascos de plastico estériles para finalmente ser liofilizados

bajo condiciones estandares del equipo Bench Top Pro, BTP-3ESOVW. El protocolo
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se realizd por triplicado tanto en la harina de gandul verde como en la harina de

gandul maduro.

Una vez liofilizada la muestra se realizé el calculo del porcentaje de rendimiento de

la proteina en relacion a la harina inicial aplicando la siguiente ecuacion:

Pf %Grasa %Humedad
% R =—*100%1- = *1- =
PO 100 100

[Ec2]

Siendo:
%R: Rendimiento de extraccion de la proteina de gandul
Pf: Peso final del precipitado después del proceso de liofilizacion
PO: Peso inicial de la harina de gandul seca y desengrasada
2.2.4. Caracterizacion del concentrado proteico

2.2.4.1. Cuantificacion proteica

METODO 1: Se aplico el método espectrofotométrico de Biuret, de acuerdo al
protocolo descrito por Chang (2010), para lo cual se pesaron por duplicado, en tubos
eppendorf, 10 mg de la proteina liofilizada obtenida a pH 6,0; 5,0; 4,0 y 3,0; se
anadi6 1 mL de agua destilada y 200 uL de NaOH 0,2 M; la mezcla se mantuvo en
agitacion durante 10 minutos (400 rpm); se tomaron de cada réplica dos alicuotas de
250 puL de dicha mezcla y se colocaron en tubos eppendorf de 2 mL, a continuacion
se anadio 1,25 mL del reactivo de Biuret (relacion 1:5 v/v) y se centrifugd durante 30
minutos a 13000 rpm. Por ultimo, se realizd la lectura de las absorbancias a una
longitud de onda de 540 nm en un espectrofotdmetro convencional de haz simple
HACH, DR 5000 frente a un blanco preparado con 1 mL de agua destilada y 200 puL
de NaOH 0,2 M.

Preparacion del reactivo de Biuret: se prepard con 9 g de KNaC4H404-4H,0, 3 g de
CuS0O45H,0 y 5 g de KI, disueltos en ese orden en 400 mL de NaOH 0,2 M,

aforandose a 1000 mL con agua destilada.
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METODO 2: se aplico el método de digestion en microKjeldahl, de acuerdo al

protocolo descrito por Nkonge & Ballance (1982) con ligeras modificaciones.

Digestion en microKjeldahl: se pes6 por diferencia, 50 mg del concentrado proteico

y se registrd el peso; se anadié el catalizador y 3,5 mL de H,SO4 concentrado. La
digestion de la muestra se realiz6 mediante calentamiento de la mezcla en balones
para microKjeldahl de 100 mL, una vez que la solucion se aclard, se calentd el
digerido por 20 minutos mas, se mezclo el contenido del balon y se repiti6 el proceso
hasta digestion completa. Posteriormente, se enfrid el balon y su contenido se diluy6

a 100 mL con agua destilada en balones aforados.

Cuantificacion de amonio: en tubos con tapa rosca de 15 mL, se mezclaron 250 pL.

del digerido con 750 pL del tampdn (mezcla 1:1 de las soluciones A 'y B) y 200 pL
de la solucion de C;HsNaOs;-Nay[Fe(CN)sNO], agitando la mezcla en un vortex
luego de cada adicion. A continuacion, se incubd la mezcla por 10 min a 40 °C en un
bafio con agitacion, seguidamente se afiadieron 100 pL de la solucion de hipoclorito
de sodio que contiene 0,6 % de cloro disponible y después de 30 minutos de reaccion
(con agitacion continua) se adicionaron 5 mL de agua destilada, se agité en un vortex
y se enfriaron los tubos a temperatura ambiente (20 °C). La lectura de las
absorbancias se realizd a 645 nm en el espectrofotometro convencional de haz simple
HACH, DR-500 frente a un blanco preparado de igual manera con el digerido que

contiene solo los catalizadores y el acido sulfurico concentrado.

Preparacion de soluciones y reactivos para la cuantificacion de proteinas

Catalizador: 1,25 g de K;SOy; 75 mg de CuSO4-5H,0, y una grajea de Se, por cada

muestra.

Solucion A: compuesta por Na,HPO4 (0,2 M); NaOH (0,2 M); C4H4KNaOg-4H,0O
(0,36 M).

Solucion B: NaOH (2,5 M).

Solucion de C;HsNaOs-Na,[Fe(CN)sNOJ: se disolvieron en agua destilada 20 g de
C;HsNaO; , 30 mg de Nay[Fe(CN)sNO] y se afor6 a 100 mL. La solucion se

mantiene en frasco ambar.
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Solucion de cloro: se determind previamente el contenido de cloro disponible

(Norma NTE INEN 1565:2013) y se prepar6é una solucion que contenga 0,6 % de
cloro disponible a partir de blanqueador comercial, en el presente caso, mediante la
mezcla con agua destilada en relacion 1:10, con 0,5 mL de CI aforados a 5 mL con
agua destilada.

Blanco: digerido de la mezcla de catalizadores (1,25 g de K,SO4; 75 mg de
CuS04-5H,0, una gragea de Se) y 3,5 mL de H,SO4 concentrado.

Preparacion de los estdndares: las soluciones estandar de N se prepararon a partir

del digerido de 47,2 mg de (NH4),SO4 secados previamente en una estufa por 3 h a
103 °C y diluido 1/5 luego de aforar a 100 mL.

Tabla 1. Estandares de N preparados con la dilucion 1/5 del digerido de (NH4),SOy

Estandar (NH4)2SO4 (nL) Blanco (pL)
STD-1 100 400
STD-2 200 300
STD-3 300 200
STD-4 400 100
STD-5 480 20

Registrar el peso de la cantidad ariadida de (NH,),SO, y el peso final [(NH,),SO,+Blanco]. Para los
estandares se duplicé la cantidad de reactivos utilizados para cuantificar NH,;"

2.2.4.2. Electroforesis (SDS-PAGE y NATIVE PAGE)

Los pesos moleculares aproximados de las proteinas de los concentrados, se
determinaron por electroforesis SDS-PAGE seglin la técnica descrita por Laemmli
(1970) con modificaciones, usando la camara de electroforesis Bio-Rad®, modelo
Mini PROTEAN® Tetra System (Bio-Rad Life Science, USA) en gel de
poliacrilamida con SDS 1D, utilizando un voltaje constante de 200 V. Los pesos
moleculares de las proteinas se determinaron mediante comparacion con un estandar
de pesos moleculares (10-250 kDa) de la marca Bio-Rad® #161-0377, Hercules, CA,
EE.UU.
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2.24.2.1. SDS-PAGE

Preparacion de la muestra: se pes6 10 mg del concentrado proteico obtenido de
cada pH de precipitacion, se adicion6 1 mL de agua destilada y se agitd en un vortex
Mixer, VWR. De esta mezcla se tomaron 200 pL y se adicionaron a 200 uL del
tampon de muestra (SDS-PAGE con 2-mercaptoetanol), el resultante fue colocado en
el microincubador Esco, Provolcell Shaking a 80 °C durante 10 minutos con
agitacion constante de 450 rpm. Se cargd 30 pL de la muestra en cada pocillo, se
afiadio la solucion tampon SDS y se analizo en el equipo de electroforesis Mini-
PROTEAN® Tetra System BIO-RAD a 200 V durante 30 minutos. Una vez
terminado el corrido de la muestra, los geles fueron tefiidos con una solucion de Azul
de Coomassie R-250 durante 24 h, luego se destifieron para finalmente realizar el

lavado de los geles con agua destilada.

De igual manera se procedio con el segundo tampon de muestra (SDS-PAGE sin 2-

mercaptoetanol).
2.2.4.2.2. NATIVE PAGE

Preparacion de la muestra: se pesd6 10 mg del concentrado proteico obtenido de
cada pH de precipitacion, se adiciond 600 pl del tampdn de muestra y se repitio el

procedimiento descrito anteriormente.

Tampon de muestra con agente reductor (SDS-PAGE con 2-mercaptoetanol): agua
destilada (4,8 mL); Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 (2 mL); glicerol puro (1 mL); SDS al
10 % (2 mL); 2-mercaptoetanol (0,6 mL); azul de bromofenol (~20 mg).

Tampon_de muestra sin_agente reductor (SDS-PAGE sin 2-mercaptoetanol): agua
destilada (4,8 mL); Tris-HC1 0,5 M pH 6,8 (2 mL); glicerol puro (1 mL); SDS al
10 % (2 mL); azul de bromofenol (~20 mg).

Tampon de muestra (NATIVE PAGE): agua destilada (4,8 mL); Tris-HC1 0,5 M pH
6,8 (2 mL); glicerol puro (1 mL); azul de bromofenol (~20 mg).
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Preparacion de los geles de poliacrilamida

Gel inferior al 12 % (separador): agua destilada (1,425 mL); Tris-HC1 1 M pH 8,8 (3
mL); acrilamida al 30 % (3 mL); SDS de 10 % (75 uL); TEMED (9 uL); PSA al
10 % (30 uL).

Gel superior al 4 % (concentrador): agua destilada (2,2 mL); Tris-HC1 1,5 M pH 6,8
(0,42 mL); acrilamida al 30 % (0,7 mL); SDS de 10 % (3,3 puL); TEMED (6 uL);
PSA al 10 % (30 uL).

Se colocod en placas de vidrio, adicionando primero el gel inferior y luego el gel
superior. Una vez desarrollada la polimerizacion, el resultado fue la formacion de un
unico gel (~1 mm de espesor), en el primer pocillo se coloco el estaindar de pesos
moleculares de la marca Bio-Rad® #161-0377, que abarca un rango de 15 a 250 kDa

y en los siguientes pocillos cada uno de los concentrados proteicos obtenidos.

Este procedimiento se realiz6 tanto para el concentrado proteico de gandul verde
como para el concentrado proteico de gandul maduro obtenidos a diferentes valores

de pH de precipitacion.

La interpretacion se realizd midiendo la distancia de cada banda desde el punto de

aplicacion de la muestra y la distancia total recorrida por el azul de bromofenol.

2.2.5. Obtencion de los hidrolizados proteicos

Los hidrolizados proteicos fueron preparados con el concentrado del mejor
tratamiento (seleccionado considerando los resultados de rendimiento y contenido
proteico) siguiendo el método descrito por Jiménez et al. (2012) y Minekus et al.

(2014) con ligeras modificaciones.

Digestion Gastrica a pH 2,0: se incubd la mezcla E:S en relacidon 1:1 en un

microincubador Esco, Provolcell Shaking durante 2 h, a 37 °C y 500 rpm; la solucion
de enzima contenia 25 mg de pepsina (2000 U/mL) disuelta en 50 mL de NaCl 0,35
M de pH 2,0, el sustrato fue preparado con 10 mg del concentrado proteico diluido

en 1 mL de NaCl 0,35 M de pH 2,0.
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Digestion Duodenal: se mezcld 1 mL del digerido gastrico y 1 mL de solucion de
pancreatina (109 U/mL); 1 mL de esta mezcla fue afadido a 1 mL del fluido

intestinal simulado, se llevé al microincubador Esco, Provolcell Shaking durante 2 h,
a 37 °C y 500 rpm. Posteriormente se afiadieron 200 pl. de NaHCO; 1 M y se incub6
10 minutos a 80 °C y 500 rpm. El hidrolizado resultante fue almacenado a -80 °C en
frascos estériles para la posterior liofilizacion. El proceso fue realizado tanto en el
concentrado proteico de gandul verde como en el concentrado proteico de gandul

maduro.

Preparacion del fluido intestinal simulado: 0,61 g de NaOH y 6,80 g de NaH,PO4

fueron disueltos en 1000 mL de agua destilada y ajustado a pH 7,0.

2.2.6. Simulacion de la digestibilidad gastrointestinal y duodenal in

vitro de los concentrados proteicos

Para la digestibilidad géstrica y duodenal in vitro, se empled el método descrito por
Jiménez et al. (2012). El concentrado proteico del mejor tratamiento (seleccionado
considerando los resultados obtenidos en rendimiento y contenido proteico) fue
sometido a un proceso de hidrolisis gastrica y duodenal simulando las condiciones

fisiol6gicas humanas del estobmago y del duodeno.

Digestion Gastrica: se pes6 10 mg del concentrado proteico que fue diluido en 1 mL
de NaCl 0,35 M cuyo pH fue regulado a 3,2; 2,0 y 1,2, luego se afiadio 100 uL de
solucion de pepsina (2000 U/mL), el resultante fue incubado durante 2 h, a 37 °C y

450 rpm en un microincubador Esco, Provolcell Shaking. Finalizado el tiempo de la
digestion, se afiadi6 200 pL. de NaHCO3 1 M y se incubd las muestras en el mismo
microincubador por 10 minutos pero a 80 °C y 500 rpm para lograr la inactivacion de

la pepsina.

Digestion Duodenal: 0,5 mL de la muestra sometida a la digestion géastrica se

mezclaron con 0,5 mL de solucidon de pancreatina (100 U/mg), sales biliares (10
mM) y CaCl, (1,5 mM), se ajusté a pH 7,0 y el resultante fue incubado durante 2 h, a

37 °C y 450 rpm en un microincubador Esco, Provolcell Shaking. Las enzimas
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fueron inactivadas durante 10 minutos cambiando las condiciones del

microincubador a 90 °C y 500 rpm.
2.2.7. Actividades Biolégicas

2.2.7.1. Actividad Antiinflamatoria

La determinacion de la actividad antiinflamatoria en el concentrado e hidrolizado
proteico tanto de gandul verde como de gandul maduro se realiz6 por el método de
desnaturalizacion de albumina de huevo descrito por Padmanabhan (2012) y
Alhakmani ez al. (2013) con modificaciones. Las concentraciones de proteina fueron
de 0,2; 0,4; 1,0 y 2,0 mg/2mL; se homogenizaron 2 mL de solucion de cada
concentracion de proteina con 3 mL de la mezcla tampon fosfato 0,1 M de pH 6,4 y
albumina de huevo previamente sometida a agitacion durante 10 minutos (80 rpm),
preparada como se describe a continuacion. La mezcla se incubd durante 15 minutos
a 37 °C. Para que ocurra la desnaturalizacion de la proteina, la mezcla fue incubada
durante 10 minutos a 70 °C en un Bafio Maria. Finalmente, se realiz6 la lectura de las
absorbancias a una longitud de onda de 660 nm en un espectrofotometro UV-Visible

Thermo SCIENTIFIC™, EVOLUTION 201.

El diclofenaco de sodio, 75 mg/3 mL, MK® fue empleado como modelo estandar
para calcular la actividad antiinflamatoria presente en el concentrado e hidrolizado

proteico (Tamayo et al., 2018).

El método se realizdo por triplicado tanto en las muestras como en el estandar

empleado.

Preparacion del tampon fosfato a pH 6,4: se mezcld 46,3 mL de Na,HPO4 1 M y
53,7 mL de NaH,PO4 1 M y se afor6 a 1 L con agua destilada. El tampon fue
ajustado a pH 6,4 con adicion de HCI 2 M.

Preparacion de la mezcla tampon fosfato 0,1 M de pH 6,4 v albumina de huevo: 70

mL de buffer fosfato ajustado a pH 6,4 y 3 mL de albamina de huevo.
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El porcentaje de actividad antiinflamatoria se obtuvo aplicando la siguiente ecuacion:

% Actividad antiinflamatoria = ab;b * 100 [Ec3]

Siendo:

a= absorbancia de la albimina desnaturalizada

b= absorbancia de la muestra (concentracion proteica + albimina)

2.2.7.2.Actividad Antioxidante

La determinacion de la actividad antioxidante en el concentrado e hidrolizado
proteico tanto de gandul verde como de gandul maduro se realiz6 mediante el
método del acido tiobarbiturico (TBARS, por sus siglas en inglés) descrito por

Guzman et al. (1997) y Rojano et al. (2008) con modificaciones.

Para este ensayo se prepararon suspensiones de proteina de 0,2; 0,4; 1 y 2 mg/2mL.
Se homogenizaron 500 pL de solucion de cada concentracion de proteina con 500 pL
de aceite de oliva ARBOLITO oxidado (15 dias a 68 °C), y se dejo en agitacion a
450 rpm en el microincubador Esco, Provolcell Shaking durante 13 h a 28 °C.
Transcurrido este tiempo, se afiadi6 1 mL de TBA al 1 % y se incub6 durante 1 h a
95 °C y 450 rpm. Posteriormente se coloco en la centrifuiga EPPENDORF MODEL
5702 durante 30 minutos a 13000 rpm para separar las particulas presentes en la
muestra que producen turbidez. La lectura de las absorbancias se realizd a una
longitud de onda de 532 nm en un espectrofotdémetro convencional de haz simple,

HACH, DR-500.

El estandar fue preparado con un antioxidante comercial (BHT) a concentraciones
iguales a las empleadas con el concentrado e hidrolizado proteico (Pilicita, 2017;
Poveda, 2016; Tamayo et al., 2018). La determinacion se realizd por triplicado tanto

en las muestras como en el estandar empleado.

Preparacion de la solucion de TBA al 1%: se prepard con 0,5 g de TBA disueltos en
40 mL de CH3COOH y 10 mL de agua destilada.

20



El porcentaje de actividad antioxidante se obtuvo aplicando la siguiente ecuacion:
% Actividad antioxidante= ab%b x+100  [Ec4]

Siendo:
a= absorbancia del aceite oxidado
b= absorbancia de la muestra (concentracion proteica + aceite oxidado)

2.3. Analisis Estadistico y Diseiio Experimental

Se aplicé un disefio de un solo factor para el rendimiento proteico, cuantificacion

proteica y actividades biologicas.
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CAPITULO III

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Analisis y discusion de los resultados

3.1.1. Analisis proximal de la harina de gandul (Cajanus cajan)

En la Tabla 2 se muestra el analisis proximal de la harina de gandul en base seca,
realizado en los Laboratorios del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias
(INIAP), Estacion Santa Catalina, institucion que participa en el proyecto
“Valorizacion de la calidad nutricional y funcional de alimentos tradicionales de la
poblacion ecuatoriana” de la REDU. Los porcentajes de proteina y grasa se
encuentran en el rango establecido por Torres (2001), los cuales varian entre 15-
38 % y 1-2 % respectivamente en leguminosas, y especificamente 18,8 % y 1,9 %
para el gandul; en cuanto al analisis proximal realizado por Oloyo (2004), los valores
para el gandul son de 29,1 % de proteina; 2,7 % de grasa; 4,6 % de cenizas; 8,3 % de
fibra cruda y 62,2 % de carbohidratos totales, resultados que no difieren en gran
medida de los reportados por el INIAP (2017). Valores similares reportan Garcia et
al. (2009), 10,3 %; 18,4 %; 1,4 %; 66,1 %; 7,8 % y 3,8 % para humedad, proteina,

grasa, carbohidratos totales, fibra cruda y cenizas, respectivamente.

Tabla 2. Andlisis proximal de la harina de gandul (Cajanus cajan) en base seca

Parametro analizado Contenido (%)
Humedad 7,20
Proteina 18,67
Grasa 1,71
Cenizas 3,86
Fibra cruda 10,56
Carbohidratos totales 65,20

Fuente: (INIAP (2017))
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3.1.2. Contenido de grasa y humedad

Previo al aislamiento de la proteina es necesario desengrasar la harina, Damodaran
(2010) recomienda utilizar harinas desengrasadas debido a que la presencia de
lipidos provoca la formacion de emulsiones; este proceso se realiza apropiadamente
si el contenido de humedad de la muestra no excede el 10 % (Wayne, 2017), por
estas razones se determinaron como parte de este trabajo los contenidos de humedad

y grasa (Tabla 3).

El contenido de humedad presente en la harina de gandul verde fue de 6,19 %. En la
investigacion realizada por Aremu et al. (2006) se obtiene un valor similar (6,49 %),
sin embargo, difiere con los valores obtenidos (12,4 % y 11,90 %) por Caballero et
al. (2013) y Albornoz & Romero (2004). Respecto a esto, Butt & Batool (2010)
mencionan que las variaciones en la composicion proximal son causadas por la
variedad de la semilla, etapa de madurez, tipo de suelo y condiciones climdticas que
pueden haber afectado los parametros fisico-quimicos en el cultivo; en cambio, en la
harina de gandul maduro el contenido de humedad obtenido en este estudio (5,88 %)
fue similar al valor reportado (6,46 %) en la investigacion realizada por Pazmifio et
al. (2018). Ademas, dichos porcentajes se encuentran por debajo del valor maximo
(15 %) recomendado por la FAO (2007b) en harinas de leguminosas para evitar
dafios por microorganismos y para proporcionar alta estabilidad de los componentes

nutricionales como son la proteina, grasa y fibra (Garcia et al., 2012).

Tabla 3. Contenido de grasa y humedad de la harina de gandul (Cajanus cajan)

Muestra Grasa (%) Humedad (%)
Gandul verde 2,21 +£0,02 6,19 £0,58
Gandul maduro 1,40 £ 0,01 5,88 £0,01

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018
Los valores presentados en esta tabla representan la media de 3 réplicas + la desviacion estandar.

A pesar de que Torres (2001) sefiala que las leguminosas como el gandul presentan
bajo contenido en grasa (1,9 %), se procedio a realizar el desengrasado de las harinas
utilizando el método Soxhlet, considerando la recomendacion de Navarro et al.

(2014) de preparar tanto los concentrados como los aislados proteicos a partir de
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harinas desengrasadas, obteniéndose para la harina de gandul verde 2,21 % y para la
harina de gandul maduro 1,40 % de grasa, valores cercanos a los obtenidos por Butt
& Batool (2010), Aremu et al. (2006) y Oloyo (2004) los cuales fueron de 2,03;
1,80 y 2,7 %, respectivamente.

3.1.3. Obtencion de los concentrados proteicos

La proteina que se encuentra en las células vegetales debe ser liberada para que
pueda efectuarse la precipitacion, para lo cual se utilizan solventes altamente
alcalinos como el NAOH; este tipo de solventes provocan el rompimiento de los
puentes de hidrogeno, produciendo el incremento de la carga superficial de las
moléculas proteicas y por ende, el aumento de la solubilidad en agua (Perry, 2001;

Shen et al., 2008).

Respecto al pH, conocer el efecto del mismo sobre la solubilidad de las proteinas es
un factor determinante para evaluar el punto isoeléctrico (la solubilidad disminuye a
medida que el pH aumenta). Debido a la pérdida de fuerzas de repulsion
electrostaticas, se producen las condiciones favorables para que se formen agregados
proteicos; la alta densidad aparente y el diametro de los agregados resultan en la

precipitacion de la proteina.

Conforme se incrementa el pH por sobre el punto isoeléctrico, las fuerzas
electrostaticas de repulsion entre las proteinas con carga negativa las llevan a
mantenerse separadas y a su vez se produce un aumento de las interacciones
proteina-solvente, en consecuencia, ocurre la solubilidad a valores de pH basicos,
esto se justifica porque las proteinas vegetales contienen gran cantidad de los
aminoacidos aspartico y glutamico, cuyo punto isoeléctrico se encuentra en valores

acidos de pH (Sathe, 2002; Singh ez al., 2005).

En la Figura 1 se observa el efecto de la adicion de HC1 1 M para la precipitacion

isoeléctrica de la proteina del gandul verde a pH 6,0; 5,0; 4,0 y 3,0.
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Figura 1. Precipitacion isoeléctrica de la proteina del gandul verde: A a pH 6,0; B a pH 5,0; C a pH
40yDapH3,0

Mediante la precipitacion isoeléctrica se obtienen valores de recuperacion de
proteina entre 70-85 %, permitiendo obtener concentrados proteicos (60-80 % de

proteina) (Chew et al., 2003; Hojilla et al., 2004).

Al realizar la precipitacion isoeléctrica del gandul verde, se observo que a pH 6,0 y
5,0 no existia precipitacion y que a pH 4,0 la misma fue minima (Figura 1: A, By C),
en cambio a pH 3,0 (Figura. 1D) se aprecidé claramente la formacion de un
precipitado. Tamayo et al. (2018) observaron un comportamiento similar con
Phaseolus lunatus L, para el cual determinaron que el mayor rendimiento proteico

(19,55 %) se produjo a pH 3,0, y recalcan que a pH 6,0 no existio precipitacion.

La solubilidad de la proteina del gandul verde a valores bajos de pH disminuye, esto
quedd demostrado en la investigacion realizada por Pazmiiio e al. (2018), donde a
pH 4,0 la solubilidad fue de 6,98 + 0,25 % por tal razén, la obtencion del
concentrado proteico y caracterizacion de la proteina del gandul verde fueron
realizadas inicamente a pH 3,0. El rendimiento proteico promedio del gandul verde
fue de 0,62 % + 0,11 a pH 3,0 de precipitacion isoeléctrica, considerando el factor de

grasa y humedad presente en la muestra. Rodriguez & Magro (2008) mencionan
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que el contenido de proteinas y del material mineral es mayor en las semillas

maduras que en el vegetal tierno.

En base a esto, Sangronis & Machado (2007) expresan que tanto la especie,
variedad de la semilla, tipo de suelo, asi como las condiciones de germinacion tienen
influencia directa en el contenido proteico en una matriz vegetal; se demuestra
ademas que las diferencias en los componentes morfologicos (raiz, hojas, tallos) son
producidas por la duracion de las etapas fisiologicas de las leguminosas,
considerando que es necesario conocer el tiempo Optimo de fertilizacion en las

mismas (Costa et al., 2003; Diaz et al., 2011; Higuera et al., 2001).

En el gandul maduro el mayor rendimiento proteico (11,35 %) se obtuvo a pH 4,0
seguido por el rendimiento alcanzado a pH 3,0 (11,30 %) y pH 5,0 (10,35 %), a pH
6,0 se produjo el menor rendimiento proteico (8,56 %) como se observa en la Tabla
4, debido a que las proteinas vegetales generalmente presentan una minima
solubilidad a valores de pH 4,0 y 5,0 por lo que precipitan. Teniente et al. (2016)
realizaron la precipitacion isoeléctrica en la variedad de fréjol Phaseolus coccineus y
los resultados obtenidos coinciden en que el punto isoeléctrico se encuentra a pH 4,0

es decir, el punto isoeléctrico de este tipo de leguminosas, se encuentra por debajo

del pH 6,0 (Kaur & Singh, 2007; Serpa et al., 2014).

Tabla 4. Rendimiento de los concentrados de gandul maduro preparados a diferentes
valores de pH de precipitacion

Gandul maduro Promedio (%)
pH 3,0 11,30 £ 0,05
pH 4,0 11,35+ 0,02
pH 5,0 10,35 + 0,04
pH 6,0 8,56 £ 0,01

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018
Los valores presentados en esta tabla representan la media de 3 réplicas = la desviacion estandar.

En la Tabla 5 se observa que la desviacion estandar del rendimiento dentro de cada
uno de los 4 niveles de pH de precipitacion es la misma; valor-P por debajo de 0,05
existen 2 (comparaciones 3/4 y 3/6), lo que significa que existe diferencia

estadisticamente significativa entre las desviaciones estandar, con un nivel del 95,0
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% de confianza. Al aplicar la prueba de comparacion de Tukey con un nivel de
confianza del 95,0 % se determiné que a pH 3,0 y pH 4,0 donde se obtuvo el 11,30
% y 11,35 % de rendimiento proteico no existen diferencias significativas.

Tabla 5. Andlisis estadistico del rendimiento proteico de gandul maduro;
verificacion de varianza

Comparacion P-Valor
3/4 0,0117
3/5 0,0779
3/6 0,0236
41/5 0,2534
4/6 0,6588
5/6 0,4560

Fuente: Statgraphics, 2018

Las diferencias que se han encontrado entre los valores obtenidos para el rendimiento
de gandul maduro y los reportados hasta la actualidad, se atribuyen a que la
extraccion de proteinas mediante precipitacion isoeléctrica se encuentra asociada con
la pureza y variedad de los reactivos utilizados para los correspondientes ajustes de
pH y también es consecuencia de la concentracion de nitrogeno en el suelo, ya que
niveles bajos de este elemento conllevan a una disminucion de la sintesis de

proteinas en las plantas (Posada, 2005).

3.1.4. Caracterizacion del concentrado proteico

3.1.4.1. Cuantificacion de proteina en los concentrados
Método 1: Método espectrofotométrico Biuret

El contenido proteico de los concentrados de gandul verde y gandul maduro
obtenidos a diferentes valores de pH de precipitacion se determiné mediante el
método espectrofotométrico Biuret, especifico para polipéptidos y proteinas, método
que sirve para reconocer las uniones peptidicas, el resultado positivo se interpreta por
la formaciéon de una coloracion violeta producto de un complejo de coordinacidon

entre los cationes cupricos en medio alcalino con las uniones peptidicas (Vazquez et

al., 2014).
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Los resultados obtenidos por este método se detallan en la Tabla 6, los cuales

superaron el 100 % en los diferentes valores de pH de precipitacion.

Tabla 6. Contenido proteico de los concentrados de gandul maduro obtenidos a
diferentes valores de pH de precipitacion cuantificados mediante el método
espectrofotométrico Biuret

pH Contenido proteico (%)
3,0 124,05 + 1,65
4,0 112,24 + 3,86
5,0 120,41 + 0,41
6,0 107,56 £ 1,23

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018
Los valores presentados en esta tabla representan la media de 3 réplicas + la desviacion estandar .

Flores & Ruiz (2017) expresan que las variaciones en los datos obtenidos se deben a
que el método tiene mayor sensibilidad a los cambios de peso de la muestra y al
volumen de los reactivos empleados respecto al resto de factores evaluados; la
cantidad de muestra empleada fue de 10 mg, frente a esto argumentan que es

recomendable utilizar cantidades mayores de muestra.

Método 2: Método de digestion en microKjeldahl

El método de digestion en microKjeldahl emplea una digestion dcida con H,SOg4
concentrado y catalizadores, es utilizado para la determinacién de proteina en base a
la cantidad de nitrogeno que contiene la muestra orgdnica, dependiendo de la
naturaleza de la misma, la fraccion de nitrogeno puede proceder de otros compuestos
nitrogenados como bases puricas y pirimidicas, creatinas y creatinina, urea y

amoniaco (Gregorio et al., 2016).

Para la conversion de nitrogeno a proteina se multiplico el contenido de nitrégeno
obtenido por el método digestion en microKjeldahl por el factor de 6,25; dicho factor
es especifico para las variedades de fréjol (Greenfield & Southgatel, 2003). De esta

manera se calculo el contenido de proteina del gandul maduro.
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Tabla 7. Contenido proteico de los concentrados de gandul maduro obtenidos a
diferentes valores de pH de precipitacion cuantificados mediante el método de
digestion en microKjeldahl

pH Contenido proteico (%)
3,0 71,75 £ 1,20
4,0 73,41 £ 1,06
5,0 75,51 £1,59
6,0 77,32 £0,73

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA; 2018
Los valores presentados en esta tabla representan la media de 3 réplicas + la desviacion estandar.

Pazmifio et al. (2018) realizaron la cuantificacién proteica por microKjeldahl
obteniendo a pH 4,5 el valor de 76,41 % en el gandul maduro, valor comparable con
los obtenidos en este estudio a pH 5,0 y 6,0.

El andlisis estadistico mostrado en la Tabla 8, evalia la hipdtesis de que la
desviacion estandar del porcentaje de contenido proteico dentro de cada uno de los 4
niveles de los diferentes valores de pH de precipitacion para el gandul maduro es la
misma. Puesto que el valor-P es mayor que 0,05 no existe diferencia
estadisticamente significativa entre las desviaciones estandar, con un nivel del 95,0

% de confianza.

Tabla 8. Analisis estadistico del contenido proteico de los concentrados de gandul
maduro obtenidos a diferentes valores de pH de precipitacion cuantificados mediante
el método de digestion en microKjeldahl; verificacion de varianza

Comparacién P-Valor
3/4 0,4890
3/5 0,8651
3/6 0,1465
4/5 0,6186
4/6 0,5307
5/6 0,2344

Fuente: Statgraphics, 2018

Para determinar las medias que son significativamente diferentes de otras se aplico el
andlisis de pruebas de multiples rangos; como se observa en la Tabla 9, la mitad

inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. El
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asterisco que se encuentra al lado de los 3 pares indica que los mismos muestran

diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95,0 % de confianza.

Tabla 9. Andlisis estadistico del contenido proteico de los concentrados de gandul
maduro obtenidos a diferentes valores de pH de precipitacion cuantificados mediante
el método de digestion en microKjeldahl; pruebas de multiples rangos

Contraste Sig. Diferencia
3-4 -0,834167
3-5 * -2,93417
3-6 * -4, 7475
4-5 -2,1
4-6 * -3,91333
5-6 -1,81333

Fuente: Statgraphics, 2018
El * indica una diferencia significativa con un nivel del 95,0 % de confianza.

3.1.4.2 Electroforesis

3.1.4.2.1. (SDS-PAGE) de los concentrados proteicos

Para caracterizar el proteoma, se requiere de la separacion y purificacion de las
proteinas, para esto, las proteinas necesitan ser separadas de las muestras complejas
de manera selectiva mediante un procedimiento de fraccionamiento adecuado. La
solubilidad, tamafio o carga son caracteristicas que diferencian a las proteinas. La
electroforesis es una herramienta analitica simple, rdpida y sensible, en la que se
produce la migracion de una particula cargada bajo la influencia de un campo
eléctrico, constituye una de las técnicas mas utilizadas para la separacion y estudio

de moléculas cargadas como las proteinas (Nelson & Cox, 2001).

El perfil proteico de los concentrados de gandul verde y gandul maduro fue analizado

mediante electroforesis SDS-PAGE (con y sin 2-mercaptoetanol).

En leguminosas las fracciones proteicas mas abundantes son las globulinas,
albiminas y glutelinas cuyas proporciones con respecto al total de proteinas
presentes en el gandul son 55,0 a 50,0 %, 20,0 a 15,0 % y 10,0 %, respectivamente
(Vargas et al., 2012).

30



En la Figura 2 se muestra el perfil electroforético de las proteinas del gandul verde
obtenido mediante electroforesis SDS-PAGE con 2-mercaptoetanol, en donde se
identificaron bandas entre 15,0 y 100 kDa; este resultado coincide con lo reportado
por Gangwar & Bajpai (2006) quienes observaron bandas polipeptidicas proximas a
87,5; 71,5; 60,0; 26,0; 10,0; 31,5; 23,0 y 29,5 kDa. La banda polipeptidica cercana a
50,0 kDa correspondiente a las globulinas 7S se observa claramente a pH 5,0; 4,0 y
3,0 debido a que el punto isoeléctrico de este tipo de proteinas estd entre 4,2 y 4,8;
también se observa que la velocidad de migracion de las moléculas esta determinada

por el pH.

kDa PM pH 3.0 pH 4,0 pH 5,0 pH 6.0
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Figura 2. Perfil electroforético de los concentrados de gandul verde en SDS-PAGE con 2-
mercaptoetanol. Estandar preteiiido de pesos moleculares (PM).

El perfil electroforético de proteinas del gandul verde obtenido mediante
electroforesis SDS-PAGE sin 2-mercaptoetanol se observa en la Figura 3; las bandas
mas pronunciadas se encuentran a pH 3,0 alrededor de 37,0 y 50,0 kDa y
corresponden a la globulina 7S. En la investigacion realizada por Pazmifio et al
(2018) se observo en el gandul verde un perfil electroforético similar con
polipéptidos de pesos moleculares entre 37,0 kDa y 75,0 kDa, siendo la banda mas
intensa la de 50,0 kDa correspondiente a la proteina vicilina (globulina 7S). En el pH

3,0 alrededor de 75,0 kDa se observan bandas tenues correspondientes a las
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subunidades o y a de la globulina 7S y préximo a 50,0 kDa el péptido que coincide

con la subunidad B.
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Figura 3. Perfil electroforético de los concentrados proteicos de gandul verde en SDS-PAGE sin 2-
mercaptoetanol. Estandar preteiiido de pesos moleculares (PM).

Como se puede observar en la Figura 4 las bandas polipeptidicas del gandul maduro
presentan mas intensidad en relacion a las bandas del gandul verde. El perfil
electroforético del gandul maduro presenta subunidades de polipéptidos entre 15,0 y
75,0 kDa, siendo las bandas con mayor intensidad las cercanas a 50,0 y 70,0 kDa que
corresponden a la globulina 7S. Resultados similares a los reportados por Pazmifio et
al. (2018).
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Figura 4. Perfil electroforético de las proteinas del gandul maduro en SDS-PAGE con 2-
mercaptoetanol. Estandar preteiiido de pesos moleculares (PM).

Asi mismo, a pH 6,0; 5,0 y 4,0 se evidencian polipéptidos con un peso molecular
proximo a 37,0; 25,0 y 15,0 kDa que pueden pertenecer a las globulinas 11S; que
contienen una fraccion acida (29,0-35,0 kDa) y una fraccion basica (18,0-28,0 kDa)
(Davalos et al., 2008); ademas, se visualizan bandas proteicas por debajo de 15,0

kDa que pertenecen a las albuminas 2S.

A diferencia del gel SDS-PAGE con 2-mercaptoetanol, en el gel de la Figura 5 las
bandas por debajo de 37,0 kDa son tenues; se observan bandas mas intensas entre
40,0 y 70,0 kDa pertenecientes a la globulina 7S. Este perfil no difiere en gran
medida con el reportado por Camacho et al. (2010), cuyo estudio se basd en la
electroforesis de 3 variedades de fréjol obteniendo polipéptidos entre 30,0 kDa
(faseolinas) y 50,0 kDa (lectinas). La presencia de las lectinas (proteinas de reserva)
se debe a que en las semillas maduras de las leguminosas las proteinas de reserva se
encuentran depositadas en estructuras vacuolares caracteristicas denominadas

cuerpos proteicos (Martinez et al., 2011).
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Figura 5. Perfil electroforético de los concentrados proteicos de gandul maduro en SDS-PAGE sin 2-
mercaptoetanol. Estandar preteriido de pesos moleculares (PM).

Por debajo de 15,0 kDa se observan bandas tenues que corresponden a las albiminas
28, por otro lado, por encima de 37,0 kDa se observan bandas. En la variedad de
fréjol Phaseolus vulgaris, Moran (2017) observo bandas entre 30,0 y 50,0 kDa,
bandas tenues entre los 60,0 y 100 kDa pero no existieron bandas por debajo de los

14,0 kDa, se infiere que esta variacion depende de la variedad de fréjol.

La diferencia de las bandas observada entre el perfil electroforético del gandul verde
y del gandul maduro se puede justificar por las variaciones existentes en el contenido
proteico de los mismos; las globulinas 11S fueron observadas en los geles con y sin
2-mercaptoetanol, comprobando que en su mayoria no se encuentran unidas por

puentes disulfuro (Camacho et al., 2010; Moran, 2017).

Para identificar los polipétidos situados alrededor de los 25,0 kDa y obtener una
mayor separacion, es necesario utilizar geles de poliacrilamida de mayor
concentracién, debido a que los geles de poliacrilamida actian a modo de tamiz
molecular retardando el movimiento de las macromoléculas mientras permiten a
moléculas mas pequefias moverse libremente, potenciando de esta forma la

separacion (Nasir et al., 2010).
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3.1.4.2.2. NATIVE-PAGE de los concentrados proteicos

En la Figura 6 se observa la clectroforesis NATIVE-PAGE de los concentrados
proteicos de gandul verde precipitados a diferentes valores de pH, aqui la carga de
cada una de las proteinas, misma que dependerd de la secuencia de aminoécidos
primaria de la proteina (punto isoeléctrico) y el pH, influird principalmente en la
movilidad de la proteina respectiva durante la electroforesis (Arndt et al., 2012). Se
observan bandas que no se han separado eficientemente alrededor de 250 y 150 kDa
pertenecientes a las globulinas, proteinas que son abundantes en las leguminosas y
cuyo peso molecular se encuentra entre 140 y 200 kDa (Klodmann et al., 2011), las
mismas que presentan mayor intensidad a pH 3,0 y 4,0. Moran (2017) y Galarza
(2017) reportaron un perfil similar en las leguminosas Phaseolus vulgaris y Lablab

purpureus L. Sweet, respectivamente.

KDa PM pH3 pH4 pHS pH6

Figura 6. Electroforesis nativa (NATIVE-PAGE) de los concentrados proteicos de gandul verde
precipitados a diferentes valores de pH. Estdndar preteriido de pesos moleculares (PM).

En la Figura 7 se observa que el perfil proteico es similar en todos los pH,
probablemente porque se han obtenido el mismo grupo de proteinas a diferentes
valores de pH de precipitacion, las cuales son las globulinas 7S cuyo peso molecular
es cercano a 140 kDa. Este perfil coincide con el de Pisum sativum reportado por

Vallejo (2018).
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Figura 7. Electroforesis nativa (NATIVE-PAGE) de los concentrados proteicos de gandul maduro
precipitados a diferentes valores de pH. Estdndar preteriido de pesos moleculares (PM).

3.1.5. Obtencion de hidrolizados proteicos

La hidrdlisis consiste en el rompimiento de enlaces peptidicos que unen los
aminoacidos que forman las proteinas, entre los métodos utilizados para este fin se
encuentra la hidrolisis enzimatica, que es un proceso controlado a través de factores
como el pH, la temperatura, el tiempo y el tipo de enzima usada que libera pequefios
péptidos y aminodcidos y constituye una de las técnicas que contribuyen a la
valorizacion de productos de origen vegetal y animal, por medio de trasformaciones
que permiten el cambio de sus propiedades fisicoquimicas logrando un mayor y
mejor uso en la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica; en las leguminosas,
este proceso conlleva a la mejora de la actividad nutricional, funcional, inmunolégica

y bioldgica de la proteina hidrolizada (Cheison et al., 2009; Pagan et al., 2013).

El hidrolizado proteico se prepar6 a partir del mejor tratamiento que correspondié al

concentrado obtenido a pH 4,0 en el gandul maduro. Se evaluaron las propiedades
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funcionales del concentrado e hidrolizado proteico mediante la determinacion de las

actividades antiinflamatoria y antioxidante.

3.1.6. Simulacion de la digestibilidad gastrointestinal y duodenal in vitro
de los concentrados proteicos

El cuerpo humano ha desarrollado un complejo sistema para descomponer los
alimentos y extraer los nutrientes necesarios. En la ingesta, los alimentos en la boca
se mezclan con la saliva, después son sujetos a un proceso gastrico (por un periodo
variable en el cual el pH puede ser bajo y puede cambiar por el volumen, contenido
de comida, presencia o ausencia de antidcidos consumidos por el individuo) v,
finalmente entran los alimentos al duodeno donde son neutralizados, luego pasan al
yeyuno e ileon. Durante esta fase de la digestion, se mezcla con enzimas (amilasas,
proteasas y lipasas) y con surfactantes (sales biliares y fosfolipidos) en el duodeno.
Dependiendo del grado de hidrélisis en la fase gastrica y duodenal, las proteinas de
los alimentos son degradadas a fragmentos mas pequefios, para que puedan atravesar
la capa de moco del epitelio; para ello son convertidas en moléculas pequeiias como

aminodacidos, di y tripéptidos (Thomas et al., 2004).

En los modelos in vitro se consideran tres fases: 1) fase bucal, 2) fase gastrica y 3)
fase duodenal. En la fase bucal se trituran los alimentos y se homogenizan. Las
proteinas purificadas tienen un tamafio de particula reducido y la fase bucal es
omitida. Para estudios de hidrdlisis de proteinas la accion de las enzimas en la boca
no tiene mucha importancia, pero si son importantes en el estdmago y duodeno. En
este sentido, los métodos de digestibilidad in vitro permiten simular eficientemente
condiciones quimicas y fisiologicas de los compartimientos digestivos y los efectos
de éstas sobre los alimentos; permitiendo el estudio y evaluacion de los procesos
digestivos simulados. Por tal razon, se llevo a cabo la digestion gastrica y duodenal
del concentrado proteico obtenido a pH 3,0 (gandul verde) y a pH 4,0 (gandul
maduro) simulando las condiciones fisiologicas del ser humano. Se trabajé con
fluidos gastricos a valores de pH 1,2; 2,0 y 3,2 que equivalen al pH del estomago de

personas que padecen enfermedades gastricas, de un adulto sano y de nifios
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respectivamente. El concentrado puro no sometido a la accidon enzimatica se empleo

como patron (Jiménez et al., 2012).

En la Figura 8 se observa que en la digestion gastrica a pH 1,2 se produjo la mayor
hidrolisis enzimatica que se evidencia por la ausencia de bandas, sin embargo, a pH
2,0 y 3,2 aparecen bandas polipeptidicas entre 37,0 y 50,0 kDa, bandas que
pertenecen a las globulinas 11S (subunidad bésica) y 7S, que al parecer son
resistentes a la accion de la pepsina, en consecuencia, las proteinas del gandul verde
son digeridas parcialmente, a pesar de que dependiendo del sustrato, el pH 6ptimo
para la actividad méaxima de la pepsina puede encontrarse entre pH 2,0 y pH 3,5
(Hani de Ardila, 2009; Polverino et al., 2002). En la digestion duodenal con el
fluido gastrico obtenido a pH 3,2 las bandas son tenues, existiendo mayor hidrolisis a
comparacion de lo que ocurri6 en la digestion gastrica. Respecto a esto, Bannon et
al. (2003) expresan que el pH de los ensayos de digestion con pepsina es
determinante y que ademas influye en la digestibilidad de ciertas proteinas; a pH 2,0
algunas proteinas alergénicas presentan resistencia a la digestion por la pepsina,

formando en algunos casos, fragmentos estables que conservan el potencial

alergénico de la proteina nativa.
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Figura 8. Electroforesis SDS-PAGE con 2-mercaptoetanol del concentrado proteico y de los
productos de la simulacion de la digestibilidad gastrointestinal y duodenal in vitro del concentrado
proteico de gandul verde precipitado a pH 3,0. Estandar preteiiido de pesos moleculares (PM),
concentrado proteico de gandul verde precipitado a pH 3,0 (CP).
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En la Figura 9 se observa que a pH 1,2 se produjo el mayor grado de hidrélisis
enzimatica del concentrado de gandul maduro, sin embargo, se aprecian bandas
polipetidicas tenues por debajo de 37,0 kDa, que pertenecen a las globulinas 11S
(subunidad basica) que al parecer son resistentes a la accion de la pepsina; por ende
las proteinas del gandul maduro no se hidrolizarian en el estomago de adultos y
nifios, pero si en el estdbmago de personas con padecimientos gastricos pudiendo ser

incluida en la dieta y contribuir al mejoramiento de la salud.
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kDa PM CP pH 4,0 H 3
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Figura 9. Electroforesis SDS-PAGE con 2-mercaptoetanol del concentrado proteico y de los
productos de la simulacion de la digestibilidad gastrointestinal y duodenal in vitro del concentrado de
gandul maduro precipitado a pH 4,0. Estandar preteriido de pesos moleculares (PM), concentrado
proteico de gandul verde precipitado a pH 3,0 (CP).

A valores de pH 2,0 y 3,2 no existi6 hidrolisis de la proteina, el perfil electroforético
se encuentra casi intacto, con la presencia de bandas entre 15,0 y 37,0 kDa que
corresponden a las globulinas 11S. Estudios realizados en otras leguminosas
demuestran que en Phaseolus vulgaris la faseolina (globulina 7S), en Phaseolus
sativum L. la vicilina (globulina 7S) y en Glycine max L. la glicinina (globulina 11S),

presentan resistencia a las proteasas (Carbonaro et al., 2005).

Existen compuestos como las saponinas y las lectinas que son productos del
metabolismo secundario sintetizados por las plantas como mecanismo de defensa y

reciben el nombre de factores antinutricionales (compuestos presentes en una amplia
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variedad de alimentos de origen vegetal, que, cuando se consumen, tienden a reducir
el valor nutritivo, lo que interfiere con la digestibilidad, absorcion e inhibicion de
nutrientes como proteinas y minerales), estos compuestos son inhibidores de
proteasas que influyen en los procesos de digestion, en la actividad de ciertas
enzimas, en la biodisponibilidad y en la absorcion intestinal de los nutrientes (Filho
et al., 2017). Frente a este hecho, Ng ef al. (2015) mencionan que las saponinas son
capaces de formar complejos con el hierro y el zinc disminuyendo su absorcion
intestinal; en cuanto a las lectinas, estas son resistentes a la degradacion por

calentamiento y enzimas digestivas.

3.1.7. Actividades Biolégicas

3.1.7.1. Actividad antiinflamatoria del concentrado proteico

La inflamacién es una respuesta fisiologica de defensa del organismo frente a
estimulos nocivos (patogenos, células danadas, traumas fisicos o irritantes), consiste
en un proceso complejo que involucra la accidon coordinada de multiples células, se
caracteriza por alteraciones en la permeabilidad vascular y la produccion de
mediadores inflamatorios locales, como esteroides, prostaglandinas, citocinas,
quimiocinas, factores de crecimiento y especies reactivas de oxigeno (Bayarsaihan,

2011; Hutchinson et al., 2011).

Los porcentajes de actividad antiinflamatoria del concentrado proteico de gandul
maduro obtenido a pH 4,0 se encuentran en la Tabla 10 y los resultados de la
actividad antiinflamatoria del diclofenaco, utilizado como patrén, en la Tabla 12. Se
observa que el porcentaje de actividad es directamente proporcional a Ia
concentracion, es decir, a mayor concentracion mayor actividad antiinflamatoria,
obteniendo el mayor valor (46,07 % + 0,15) a una concentracion de 1000 pg/mL
(Figura 11). Para determinar cudles medias son significativamente diferentes de
otras, se realizo el analisis mediante pruebas de multiples rangos. En la Tabla 11 se
detallan los resultados de la comparacion multiple y en la Figura 10 la comparacion

de medias para la actividad antiinflamatoria.
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Tabla 10. Actividad antiinflamatoria del concentrado proteico de gandul maduro
precipitado a pH 4,0

Concentracion [pg/mL] Promedio (%) £ Coeficiente de Variacion
Desviacion Estandar (%)
100 9,39+£0,10 1,06
200 14,63 £ 0,10 0,68
500 31,93+£0,15 0,48
1000 46,07+ 0,15 0,33

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018

La mitad inferior de la salida (Tabla 11) muestra las diferencias estimadas entre cada
par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de los 6 pares indica que estos
pares muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95,0 % de
confianza, por lo tanto, la concentraciéon del concentrado proteico influye en el

porcentaje de actividad antiinflamatoria.

Tabla 11. Analisis estadistico de la actividad antiinflamatoria del concentrado
proteico de gandul maduro precipitado a pH 4,0; comparacion multiple

Contraste Sig. Diferencia
100-200 * -5,2

100-500 * -22,5333
100-1000 * -36,6333
200-500 * -17,3333
200-1000 * -31,4333

500-1000 * -14,1

Fuente: Statgraphics, 2018
El *indica una diferencia significativa con un nivel del 95,0 % de confianza.
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Figura 10. Comparacion de medias para la actividad antiinflamatoria en el concentrado proteico de
gandul maduro precipitado a pH 4,0
Fuente: Statgraphics, 2018

Tabla 12. Actividad antiinflamatoria del diclofenaco de sodio, 75mg/3mL, MK®

Concentracion [pg/mL] Promedio (%) + Coeficiente de Variacion
Desviacion Estandar (%)
100 30,53 £ 0,06 0,19
200 47,83 +0,12 0,24
500 60,37 + 0,06 0,10
1000 80,87 + 0,06 0,07

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018

En la Figura 11 se compara la actividad antiinflamatoria del concentrado proteico de
gandul maduro obtenido a pH 4,0 con la actividad del diclofenaco MK® en ampolla
de 75mg/3mL y del hidrolizado. Existen estudios en los cuales se ha evaluado la
actividad antiinflamatoria de fuentes vegetales, asi, Tamayo ef al. (2018) reportaron
que el concentrado de Phaseolus lunatus L. obtenido a pH 5,0 de precipitacion y a
una concentracion de 1000 pg/mL, presenta un valor de actividad de 21,53 % + 0,39,
Quinteros (2016) reportd que el aislado de Plukenetia volubilis L. ensayado también

a la concentracion de 1000 pg/mL present6 un porcentaje de actividad de 21,87 %.
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3.1.7.2. Actividad antiinflamatoria del hidrolizado proteico

La hidrolisis proteica permite mejorar las caracteristicas nutricionales, retrasar el
deterioro, eliminar compuestos antinutritivos, asi como modificar las propiedades
funcionales, también genera péptidos cuyo valor nutricional es mayor que el de la
proteina nativa o los aminoacidos libres. Adicionalmente, la protedlisis in vitro se
puede considerar como una predigestion de las proteinas que mejora su absorcion a
nivel intestinal (Meisel & FitzGerald, 2003).

Los péptidos presentan una amplia gama de actividades biologicas, relacionadas con
su secuencia aminoacidica, caracteristicas estructurales, propiedades de
hidrofobicidad o carga y la capacidad de enlazar microelementos (Borja, 2014;
Sanchez et al., 2016); Iwaniak & Minkiewicz (2007) mencionan que los péptidos
bioactivos, ademas de su valor nutricional por ser fuente de aminoacidos, son

capaces de ejercer efectos biologicos especificos.

En la Tabla 13 se presentan los resultados de la actividad antiinflamatoria obtenidos
en el hidrolizado proteico de gandul maduro, se observa que a una concentracion de
1000 pg/mL existe un porcentaje de actividad de 66,0 % + 0,17. Para determinar
cuales medias son significativamente diferentes de otras, se realizd el andlisis
estadistico de pruebas de multiples rangos y comparacion de medias cuyos resultados
resume la Tabla 14. El asterisco que se encuentra al lado de los 6 pares indica que
estos pares muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del

95,0 % de confianza.

Tabla 13. Actividad antiinflamatoria del hidrolizado proteico obtenido a partir del
concentrado de gandul maduro precipitado a pH 4,0

Concentracion Promedio (%) * Coeficiente de Variacion
[ng/mL] Desviacién Estandar (%)
100 19,50 £ 0,10 0,51
200 30,97 £0,15 0,49
500 49,63 +0,21 0,42
1000 66,00 £ 0,17 0,26

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018
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Tabla 14. Andlisis estadistico de la actividad antiinflamatoria del hidrolizado
proteico de gandul maduro precipitado a pH 4,0; comparacion multiple

Contraste Sig. Diferencia
100-200 * -11,47
100-500 * -30,13

100-1000 * -46,50
200-500 * -18,67

200-1000 * -35,03

500-1000 * -16,37

Fuente: Statgraphics, 2018
* Indica una diferencia significativa.

Los resultados demuestran que existen péptidos con actividad antiinflamatoria en el
hidrolizado de gandul maduro, pudiéndose transformar en un sustituto a farmacos
como el diclofenaco MK® en ampolla de 75mg/3mL. De igual manera, la
concentracion influye en el porcentaje de actividad, sin embargo, el hidrolizado
presentd mayor actividad con respecto al concentrado a todas las concentraciones

ensayadas (Figura 11).
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Figura 11. Actividad antiinflamatoria del concentrado e hidrolizado de gandul maduro (GM) y del
diclofenaco MK® en ampolla de 75mg/3mL
Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018
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3.1.7.3.Actividad antioxidante del concentrado proteico

Existe un creciente interés en los antioxidantes naturales, ya que son mas seguros

para los consumidores que los antioxidantes sintéticos (Torres et al., 2015).

La actividad antioxidante es la capacidad que tiene una sustancia para inhibir la
degradacion oxidativa, un ejemplo es la peroxidacion lipidica; un antioxidante actua
debido a su capacidad para reaccionar con radicales libres recibiendo el nombre de
antioxidante terminador de cadena, el término de actividad estabilizadora de
radicales libres estd determinada completamente por la reactividad de un
antioxidante frente a radicales libres, lo cual puede ser caracterizado por la velocidad
de esa reaccion, en cambio la actividad antioxidante mide la capacidad para retardar

la degradacion oxidativa (Penas et al., 2015).

El principio del método de TBARS consiste en neutralizar los radicales libres (en
forma hidrofobica e hidrofilica), la reaccion ocurre entre dos moléculas de TBA con
un malondialdehido, teniendo como resultado compuestos rojos (Delgado, 2015).
Mediante este método se determind la actividad antioxidante en el concentrado

(Tabla 15) e hidrolizado proteico (Tabla 18) de gandul maduro obtenido a pH 4,0.

Como se observa en la Tabla 15 a mayor concentracion proteica es mayor la
actividad antioxidante. En el analisis estadistico se encontré que el valor-P es menor
que 0,05, lo cual significa que existe diferencia estadisticamente significativa entre la
actividad antioxidante y las diferentes concentraciones, con un nivel del 95,0 % de

confianza, por tal razon se propuso realizar pruebas de multiples rangos (Tabla 16).

Tabla 15. Actividad antioxidante del concentrado proteico de gandul maduro
precipitado a pH 4,0

Concentr. del Actividad antioxidante Coeficiente de
concentrado [pg/mL] Promedio (%) Variacién
Desviacion Estandar (%)
100 13,27 £ 0,50 3,79
200 21,30+ 0,50 2,35
500 33,03 £0,68 2,06
1000 41,13+ 0,61 1,49

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018
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Tabla 16. Actividad antioxidante del concentrado proteico de gandul maduro
precipitado a pH 4,0: pruebas de multiples rangos

Contraste Sig. Diferencia
100-200 * -8,03333
100-500 * -19,7667

100-1000 * -27,8667
200-500 * -11,7333
200-1000 * -19,8333
500-1000 * -8,1

Fuente: Statgraphics, 2018
* Indica una diferencia significativa.

Se realiz6 el procedimiento de comparacion multiple para determinar cuales medias
son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las
diferencias estimadas entre cada par de medias. El asterisco que se encuentra al lado
de los 6 pares indica que estos pares muestran diferencias estadisticamente
significativas con un nivel del 95,0 % de confianza. Finalmente se realizé un grafico
de comparacion de medias (Figura 12) para determinar cudles medias son
significativamente diferentes de otras.
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Figura 12. Comparacion de medias para la actividad antioxidante del concentrado proteico de gandul
maduro precipitado a pH 4,0
Fuente: Statgraphics, 2018

En el concentrado proteico el porcentaje de mayor actividad antioxidante (41,13 %)
se obtuvo con la concentracion de 1000 [pg/mL], valor inferior al del BHT (70,17 %)
a la misma concentracion. El valor de 41,13 % es superior en 30 % al encontrado por

Tamayo et al. (2018) en la variedad Phaseolus lunatus L (31,19 %), sin embargo, es
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inferior al porcentaje (82,25 %) reportado por Vallejo (2018) en la variedad Pisum
sativum y al reportado por Galarza (2017) (92,89 %) en la variedad Lablab

purpureus L. Sweet.

Como control se empled el BHT que es un antioxidante comercial, los valores de
actividad se detallan en la Tabla 17 y la comparacion con la capacidad antioxidante

del concentrado e hidrolizado proteico de gandul maduro se aprecia en la Figura 13.

Tabla 17. Actividad antioxidante del BHT

Concentracion de Actividad antioxidante Coeficiente de
BHT [pg/mL] Promedio (%) + Desviacién Variacién (%)
Estandar
100 33,73 +0,45 1,33
200 43,63 +0,35 0,80
500 58,73 £0,51 0,87
1000 70,17 £0,61 0,87

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018

La actividad antioxidante del gandul maduro se atribuye a que en su composicion se
encuentran compuestos fenolicos (Beninger & Hosfield, 2003), los alimentos con
altos porcentajes de compuestos antioxidantes como fenoles son beneficiosos para la
salud, debido a que previenen enfermedades como el cancer y la obesidad

relacionadas con el estrés oxidativo (Morillas, 2012).

3.1.7.4.Actividad antioxidante del hidrolizado proteico

Los antioxidantes sintéticos tienen posibles efectos toxicos, promoviendo el interés
en la busqueda de fuentes naturales de antioxidantes, considerando a las leguminosas

como principal opcion (Taghvaei & Jafari, 2015).

Existen numerosos estudios respaldando que los péptidos obtenidos de proteinas
vegetales poseen actividad antioxidante (Gallegos et al., 2013; Olagunju et al.,
2018; Pierre et al., 2017; Sanchez et al., 2016). Olagunju et al. (2018) reportan que
el gandul es una fuente potencial de péptidos bioactivos, los cuales podrian ser utiles
como ingredientes en la formulacion de alimentos funcionales con efectos
beneficiosos para la salud, por lo cual en este estudio, se determino la actividad

antioxidante de los péptidos con los resultados detallados en la Tabla 18.
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Tabla 18. Actividad antioxidante del hidrolizado proteico obtenido a partir del
concentrado de gandul maduro precipitado a pH 4,0

Concentracion del Actividad antioxidante Coeficiente de
hidrolizado [pg/mL] Promedio (%) = Desviacion Variacion (%)
Estandar
100 19,43 + 0,21 1,07
200 29,67 0,35 1,18
500 40,47 + 0,25 0,62
1000 57,47 + 0,25 0,44

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018

Se observa que los resultados de actividad antioxidante obtenidos con el hidrolizado
proteico aumentaron respecto al concentrado (Figura 13). En el analisis estadistico se
obtuvo que el valor-P es menor que 0,05 existiendo diferencia estadisticamente
significativa entre la actividad antioxidante de los ensayos realizados a las distintas
concentraciones, por tanto, para determinar cudles medias son significativamente
diferentes de otras, se realizd el analisis mediante Pruebas de Multiples Rangos
(Tabla 19). El asterisco que se encuentra al lado de los 6 pares indica que estos pares
muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95,0 % de

confianza.

Tabla 19. Actividad antioxidante del hidrolizado proteico de gandul maduro:
pruebas de multiples rangos

Contraste Sig. Diferencia
100-200 * -10,23
100-500 * -21,03

100-1000 * -38,03
200-500 * -10,80

200-1000 * -27,80

500-1000 * -17,00

Fuente: Statgraphics, 2018
* Indica una diferencia significativa.
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Figura 13. Actividad antioxidante del concentrado e hidrolizado proteico de gandul maduro (GM) y
del BHT
Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018

Se ha demostrado que tanto el concentrado como el hidrolizado de gandul maduro
tienen propiedades antioxidantes, con valores de 41,13 % y 5747 %,
respectivamente. Tamayo et al. (2018) evaluaron la actividad antioxidante en el
hidrolizado de Phaseolus lunatus L obteniendo 77,17 %. Resultados similares fueron

reportados por Garcia et al. (2015).

Stanisavljevié¢ e al. (2015) explican que los fragmentos de péptidos del gandul son
ricos en aminoacidos hidréfobos y polares, que previamente han mostrado efectos
antioxidantes, aminoacidos aromaticos (pueden donar protones a radicales
deficientes de electrones, mejorando su propiedad de atrapar radicales libres) que
también podrian contribuir a la actividad antioxidante, ademas los péptidos con
actividad antioxidante forman parte de las proteinas de reserva, mismas que son

abundantes en las leguminosas.

La diferencia entre los valores de actividad antioxidante del hidrolizado (57,47 %) y
del BHT (70,17 %) no es muy amplia (23 %), por lo que el hidrolizado podria

considerarse como alternativa en el uso de antioxidantes naturales.
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3.2.Verificaciéon de hipétesis

Con la informacioén obtenida y con un nivel de confianza del 95 % se establece lo

siguiente:

3.2.1. Rendimiento de concentrados proteicos preparados mediante
precipitacion isoeléctrica a diferentes valores de pH a partir de harinas

de gandul (Cajanus cajan)

Con el analisis de varianza de un solo factor se determind que existieron diferencias
significativas en el rendimiento de extraccion de la proteina en relacion al pH de
precipitacidon empleado, por lo que la precipitacion isoeléctrica a diferentes valores
de pH (pH 6,0; 5,0; 4,0 y 3,0) influye en el rendimiento y caracterizacion de las

proteinas presentes en harinas de gandul (Cajanus cajan) verde y maduro.

3.2.2. Contenido proteico de los concentrados de harina de gandul (Cajanus

cajan)

Con el analisis de varianza de un solo factor para el contenido proteico de los
concentrados de gandul verde y maduro, se demostrdo que existieron diferencias
significativas entre los precipitados de gandul (Cajanus cajan) verde y maduro
obtenidos a diferentes valores de pH (pH 6,0; 5,0; 4,0 y 3,0) mediante precipitacion

1soeléctrica.

3.2.3. Hidrdlisis enzimatica del concentrado proteico de gandul (Cajanus cajan)

Las proteinas presentes en los concentrados de gandul verde obtenidos del mejor
tratamiento (pH 3,0) son hidrolizadas parcialmente en la digestion gastrica.

Las proteinas presentes en los concentrados de gandul maduro obtenidos del mejor
tratamiento (pH 4,0) no son hidrolizadas en el estomago de adultos y nifios, pero si
en el estbmago de personas con padecimientos gastricos, consecuentemente las
proteinas presentes en los concentrados de gandul verde y maduro no pueden ser

digeridas en su totalidad.
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3.2.4. Actividad antiinflamatoria del concentrado proteico de gandul (Cajanus

cajan) maduro

De acuerdo con el analisis estadistico, se concluye que las concentraciones proteicas
utilizadas en la evaluacion de la actividad antiinflamatoria influyen

significativamente en el resultado de esta evaluacion.

3.2.5. Actividad antioxidante del concentrado proteico de gandul (Cajanus

cajan) maduro

En base al andlisis estadistico realizado, las concentraciones proteicas empleadas en

el ensayo influyen significativamente en la actividad antioxidante.

3.2.6. Actividad antiinflamatoria del hidrolizado proteico de gandul (Cajanus

cajan) maduro

Mediante el analisis estadistico realizado, se determind que las concentraciones
proteicas del hidrolizado influyen significativamente en la magnitud de la actividad

antiinflamatoria, rechazdndose la hipétesis nula.
3.2.7. Actividad antioxidante del hidrolizado proteico de gandul (Cajanus
cajan) maduro

A través del andlisis estadistico realizado, se defini6 que las concentraciones
proteicas del hidrolizado influyen significativamente en la magnitud de la actividad

antioxidante, rechazandose la hipdtesis nula.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1.Conclusiones

e Se aislaron las proteinas presentes en harinas de gandul (Cajanus cajan)
mediante precipitacion isoeléctrica a diferentes valores de pH después de la
solubilizacion de la proteina a pH 8,0. En la harina de gandul verde a pH 3,0
se obtuvo el mayor porcentaje de extraccion (0,62 %), a los valores de pH
4,0; 5,0 y 6,0 no se observo precipitacion. En la harina de gandul maduro a
pH 4,0 se obtuvo el mayor porcentaje de extraccion (11,35 %), mientras que a

pH 5,0 (10,35 %) y pH 3,0 (11,30 %) el porcentaje de extraccion fue similar.

e Se caracterizaron por peso molecular las proteinas aisladas de harina de
gandul (Cajanus cajan) a diferentes valores de pH de precipitacion mediante
la técnica de electroforesis SDS-PAGE. Se observo similitud en los perfiles
electroforéticos de gandul verde y maduro. En el gandul verde se observaron
bandas entre 15,0 y 100 kDa pertenecientes a las albuminas 2S y globulinas
7S, respectivamente; en el gandul maduro se observaron bandas entre 10,0 y
75,0 kDa, las bandas con mayor intensidad fueron las cercanas a 50,0 y 70,0

kDa que corresponden a la proteina globulina 7S.

e Se cuantificé mediante el método espectrofotométrico de Biuret el contenido
proteico de los concentrados preparados a partir de harina de gandul (Cajanus
cajan), y se obtuvieron valores de concentracion proteica mayores al 100 %
por lo que se optd por realizar la cuantificacion mediante el método de
MicroKjeldahl. EI mayor contenido proteico tuvo el concentrado obtenido a
pH 6,0 con un valor de 77,32 %; en los concentrados obtenidos a pH 4,0 y 5,0
los contenidos de proteina fueron similares entre si con 73,41 % y 75,51 %,

respectivamente.
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Se realizd la simulacion de las condiciones fisiologicas para la hidrolisis
enzimatica de los concentrados proteicos de gandul (Cajanus cajan), se
trabajo con fluidos gastricos a valores de pH 1,2; 2,0 y 3,2 que equivalen al
pH del estomago de personas que padecen enfermedades gastricas, de un
adulto sano y de nifios no lactantes respectivamente; en la digestion gastrica,
tanto en el gandul verde como en el gandul maduro, a pH 1,2 se produjo la
hidrolisis enzimatica (ausencia de bandas polipeptidicas), sin embargo en el
gandul verde a pH 2,0 y 3,2 se observan bandas polipetidicas entre 37,0 y
50,0 kDa, bandas que pertenecen a las globulinas 11S y 7S y en el gandul
maduro se aprecian bandas polipeptidicas tenues por debajo de los 37,0 kDa,
que pertenecen a las globulinas 11S; a los valores de pH 2,0 y 3,2 no existio

hidrolisis de la proteina.

Se determin6 la actividad antiinflamatoria in vitro (método de
desnaturalizacion de proteina) y actividad antioxidante (método de TBARS).
El porcentaje de actividad antiinflamatoria del concentrado e hidrolizado
proteico de gandul maduro obtenidos a pH 4,0 fue 46,07 % y 66,0 %,
respectivamente; en cambio el porcentaje de actividad antioxidante fue de
41,13 % en el concentrado y 57,47 % en el hidrolizado proteico de gandul
maduro obtenidos a pH 4,0.

4.2 Recomendaciones

Realizar la cuantificacion proteica mediante métodos alternativos como
Lowry, Dumas o la determinaciéon de nitrogeno en los sobrenadantes para

consolidar los resultados obtenidos en este estudio.

Como tratamiento previo, fermentar los granos de gandul con el fin de

mejorar significativamente las propiedades funcionales de la harina.

Debido a las actividades bioldgicas potenciales (antiinflamatoria vy
antioxidante) presentadas en el hidrolizado proteico de gandul maduro, se

sugiere realizar estudios in vivo para confirmar el efecto bioldgico de los
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péptidos, para que posteriormente puedan ser considerados como una opcion
en la formulacién de alimentos funcionales y medicinales o en el desarrollo

de nuevos productos dentro de la industria alimenticia y farmacéutica.

Extraer los fenoles de la harina de gandul previo al aislamiento de las
proteinas para determinar si la actividad antioxidante detectada en
concentrados ¢ hidrolizados proteicos de gandul maduro se debe a la
presencia de péptidos bioactivos o al aporte de moléculas como los

compuestos fenodlicos.
En los concentrados sometidos a digestion gastrointestinal in vitro aplicar el

test de Elisa para confirmar la alergenicidad que podrian presentar las

proteinas resistentes a las enzimas digestivas.
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ANEXOS
ANEXO A
HARINA DE GANDUL VERDE-CONTENIDO DE HUMEDAD

Tabla 20. Datos obtenidos para el cdlculo del contenido de humedad en la harina de
gandul verde

Réplica myo [g] m; [g] Hy, (%) Promedio Desviacion
(%) Estandar
1 0,1737 2,8384 6,1196
2 0,1913 2,8108 6,8059 6,1902 0,0583
3 0,1607 2,8467 5,6451

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018

HARINA DE GANDUL MADURO-CONTENIDO DE HUMEDAD

Tabla 21. Datos obtenidos para el cdlculo del contenido de humedad en la harina de
gandul maduro

Réplica Mo [g] m; [g] Hys (%) Promedio Desviacion
(%) Estandar
1 0,1673 2,8431 5,8844
2 0,1681 2,8531 5,8918 5,8773 0,0189
3 0,1660 2,8348 5,8558

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018

HARINA DE GANDUL VERDE-CONTENIDO DE GRASA

Tabla 22. Datos obtenidos para el cdlculo del contenido de grasa en la harina de
gandul verde

Réplica Pesodela  Balon tarado Balon mas grasa Grasa Desviacion
muestra [g] Ig] Ig] (%)  Estandar
1 3,1211
2 3,0964 96,7092 96,9149 2,2112 0,0183
3 3,0852
Total 9,3027

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018

68



HARINA DE GANDUL MADURO-CONTENIDO DE GRASA

Tabla 23. Datos obtenidos para el cdlculo del contenido de grasa en la harina de
gandul maduro

Réplica Peso de la Balon tarado  Balon mas  Grasa (%) Desviacion
muestra [g] [g] grasa [g] Estandar
1 3,0295
2 3,0088 96,7086 96,8139 1,4079 0,0146
3 1,4405
Total 7,4788

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018
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ANEXO B

DATOS OBTENIDOS Y ANALISIS ESTADISTICO DEL RENDIMIENTO
PROTEICO DE GANDUL MADURO PREPARADO A pH 4,0

Tabla 24. Rendimiento proteico del gandul maduro con correccion del contenido de
humedad y grasa

pH de precipitacion Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Promedio
isoeléctrica (%)
3,0 11,3672 11,2879 11,2538 11,3030
4,0 11,3352 11,3263 11,3768 11,3461
5,0 10,4092 10,3277 10,3202 10,3524
6,0 8,5472 8,5672 8,5681 8,5608

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018

Tabla 25. Resumen del andlisis estadistico del rendimiento proteico de gandul
maduro obtenido a diferentes valores de pH de precipitacion

pH de Recuento Promedio  Desviacion Coeficiente de Minimo
precipitaciéon (%) Estandar Variacion

3,0 3 11,303 0,0581816 0,514745% 11,2539

4,0 3 11,3461 0,0269535 0,237557% 11,3263

5,0 3 10,3524 0,0493443 0,476648% 10,3202

6,0 3 8,56083 0,0118201 0,138072% 8,54719

Total 12 10,3906 1,17931 11,3498% 8,54719

Fuente: Statgraphics, 2018

Tabla 26. Resumen del andlisis estadistico del rendimiento proteico de gandul
maduro obtenido a diferentes valores de pH de precipitacion

pH de precipitacion Maximo  Rango Sesgo Curtosis
Estandarizado Estandarizada
3,0 11,3673  0,11339 0,769764
4,0 11,3768  0,05048 1,07755
5,0 10,4092 0,089 1,1924
6,0 8,56807 0,020881 -1,21776
Total 11,3768  2,82963 -1,26618 -0,648274

Fuente: Statgraphics, 2018
Esta tabla muestra diferentes estadisticos del porcentaje de rendimiento para cada uno de los 4
niveles de pH de precipitacion.

Tabla 27. ANOVA para el rendimiento proteico de gandul maduro obtenido a
diferentes valores de pH de precipitacion

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razo6n-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 15,2851 3 5,09505 3048,11 0,0000
Intra grupos 0,0133723 8 0,00167154
Total (Corr.) 15,2985 11

Fuente: Statgraphics, 2018
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La tabla ANOVA descompone la varianza de porcentaje de rendimiento en dos componentes: un
componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razén-F, que en este caso es igual a
3048,11, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el
valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe diferencia estadisticamente significativa entre la
media del porcentaje de rendimiento entre un nivel de pH de precipitacion y otro, con un nivel del

95,0 % de confianza.

Tabla 28. Pruebas de multiple rangos para el rendimiento proteico de gandul
maduro obtenido a diferentes valores de pH de precipitacion

Nivel Casos Media Grupos Homogéneos
6 3 8,56083 X
5 3 10,3524 X
3 3 11,303 X
4 3 11,3461 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
3-4 -0,04311 0,0769793
3-5 * 0,95065 0,0769793
3-6 * 2,74218 0,0769793
4-5 * 0,99376 0,0769793
4-6 * 2,78529 0,0769793
5-6 * 1,79153 0,0769793

Fuente: Statgraphics, 2018
Método: 95,0 porcentaje LSD
* Indica una diferencia significativa.
La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. El

asterisco que se encuentra al lado de los 5 pares indica que estos pares muestran diferencias
estadisticamente significativas con un nivel del 95,0 % de confianza. En la parte superior de la
pagina, se han identificado 3 grupos homogéneos segln la alineacién de las X's en columnas. No
existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma

columna de X's.
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ANEXO C

DATOS OBTENIDOS Y ANALISIS ESTADISTICO DEL CONTENIDO
PROTEICO DE GANDUL MADURO PREPARADO A pH 4,0

Método: 1

Tabla 29. Datos para la construccion de la curva estandar de pepsina

Concentracion [mg/mL] Absorbancia (540 nm)
0,00 0,000
3,59 0,110
7,72 0,243
11,84 0,372
15,63 0,494

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018

Curva estandar de pepsina
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Figura 14. Curva estandar de pepsina
Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018
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Tabla 30. Valores de absorbancia a 540 nm del concentrado proteico de gandul
maduro preparado a pH 4,0

pH de precipitacion Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Réplica 4
isoeléctrica
3,0 0,297 0,310 0,390 0,310
4,0 0,303 0,282 0,306 0,290
5,0 0,317 0,317 0,318 0,318
6,0 0,322 0,318 0,315 0,318

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018

Tabla 31. Contenido proteico del concentrado de gandul maduro preparado a pH
4,0

pH de Contenido Contenido Contenido Contenido Promedio (%)

precipitacion  proteico (%) proteico (%) proteico (%) proteico (%)
isoeléctrica

3,0 113,35 117,09 148,66 117,09 124,05
4,0 114,26 116,38 107,65 110,69 112,24
5,0 120,74 120,74 119,89 119,89 120,41
6,0 121,41 121,14 118,78 121,14 120,62

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018

Meétodo: 2

Curva estandar de (NH,),SO,
0,800
0,700
0,600
0,500
0,400
0,300
0,200
0,100

0,000
0,000 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500

Figura 15. Curva estandar de (NH,),SO4
Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018
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Tabla 32. Datos de los estandares de N

Estandares Pesostsooéllicmn Peso total I;e:cl:fjgiré?]e N Abs
[d] [d] [mg/100] (645 nm)
STD-0 0,0000 0,5000 - 0,000 0,000
STD-1 0,1001 0,5172 4,9193 0,405 0,191
STD-2 0,2045 0,5179 4,9193 0,827 0,348
STD-4 0,3064 0,5125 4,9193 1,252 0,494
STD-3 0,4124 0,5211 4,9193 1,658 0,616
STD-5 0,5035 0,5261 4,9193 2,004 0,726

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018

Tabla 33. Datos de los concentrados de gandul maduro obtenidos a diferentes
valores de pH de precipitacion

Volumen Muestra Peso de la Peso total
Peso [g] de aforo [mg] alicuota [dl Dilucion
Muestra (mL) 9 [0] g
GM pH 3,0 0,0500 100 50,0 0,3702 1,8578 5,0184
GMpH4,0  0,0503 100 50,3 0,3734 1,8705 5,0094
GM pH 5,0 0,0503 100 50,3 0,3709 1,8609 5,0173
GM pH 6,0 0,0497 100 49,7 0,3681 1,8518 5,0307

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018

Tabla 34. Valores de absorbancia (645 nm) de los concentrados de gandul maduro
obtenidos a diferentes valores de pH de precipitacion

Muestra ABS-0 ABS-1 ABS-2 ABS-3 ABS-4
GM pH 3,0 - 0,433 0,457 0,436 0,446
GM pH 4,0 - 0,447 0,448 0,458 0,39
GM pH 5,0 - 0,461 0,454 0,472 0,397
GM pH 6,0 - 0,467 0,471 0,461 0,466

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018
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Tabla 35. Concentracion de N de los concentrados de gandul maduro obtenidos a
diferentes valores de pH de precipitacion

[N]-1 [N]-2 [N]-3 [N]-4 [N]-1 [N]-2 [N]-3 [N]-4
leida leida leida leida total total total total
[mg/100 [mg/100 [mg/100 [mg/100 [mg/100 [mg/100 [mg/100 [mg/100
mL] mL] mL] mL] mL] mL] mL] mL]
1,13 1,20 1,14 1,17 5,66 6,00 5,71 5,85
1,17 1,17 1,20 1,01 5,85 5,87 6,01 5,05
1,21 1,19 1,24 1,03 6,06 5,96 6,21 5,16
1,22 1,24 1,21 1,22 6,16 6,22 6,07 6,15

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018

Tabla 36. Contenido proteico de los concentrados de gandul maduro obtenidos a
diferentes valores de pH de precipitacion

Proteina-1 Proteina-2 Proteina-3 Proteina-4 Promedio Des. Est Ccv
70,81 75,04 71,34 73,10 72,57 1,91 2,64
72,71 72,88 74,63 62,74 73,41 1,06 1,45
75,27 74,05 77,20 64,07 75,51 1,59 2,10
77,45 78,16 76,39 77,28 77,32 0,73 0,95

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018
Coeficiente de variacion (CV). Desviacion estandar (Des. Est).

Tabla 37. Resumen estadistico de los concentrados de gandul maduro obtenidos a
diferentes valores de pH de precipitacion

pH de Recuento Promedio Desviacion Coeficiente de Minimo
precipitacion (%) Estandar Variacién
3 4 72,5725 1,91418 2,63761% 70,81
4 3 73,4067 1,06284 1,44788% 72,71
5 3 75,5067 1,58828 2,1035% 74,05
6 4 77,32 0,727782 0,94126% 76,39
Total 14 74,7364 2,35992 3,15766% 70,81

Fuente: Statgraphics, 2018

Tabla 38. ANOVA para el contenido proteico de los concentrados de gandul maduro
obtenidos a diferentes valores de pH de precipitacion

Fuente Suma de Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Cuadrados
Entre grupos 52,5143 3 17,5048 8,80 0,0037
Intra grupos 19,8858 10 1,98858
Total (Corr.) 72,4001 13

Fuente: Statgraphics, 2018
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Tabla 39. Medias para el contenido proteico de los concentrados de gandul maduro

obtenidos a diferentes valores de pH de precipitacion con intervalos de confianza del
95,0 %

Error Est.
Nivel Casos Media (s agrupada) Limite Inferior Limite Superior
3 4 72,5725 0,705085 71,4616 73,6834
4 3 73,4067 0,814162 72,1239 74,6894
5 3 75,5067 0,814162 74,2239 76,7894
6 4 77,32 0,705085 76,2091 78,4309

Total 14 74,7364

Fuente: Statgraphics, 2018

Tabla 40. Verificacion de Varianza para el contenido proteico de los concentrados
de gandul maduro por valor de pH de precipitacion

Prueba Valor-P

Levene's 1,76344 0,217451
Comparacion Sigmal Sigma?2 F-Ratio P-Valor
3/4 1,91418 1,06284 3,24361 0,4890
3/5 1,91418 1,58828 1,45249 0,8651
3/6 1,91418 0,727782 6,91773 0,1465
4/5 1,06284 1,58828 0,447799 0,6186
4/6 1,06284 0,727782 2,13272 0,5307
5/6 1,58828 0,727782 4,76268 0,2344

Fuente: Statgraphics, 2018
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ANEXO D

DATOS OBTENIDOS Y ANALISIS ESTADISTICO DE LA ACTIVIDAD
ANTIINFLAMATORIA DEL CONCENTRADO PROTEICO DE GANDUL
MADURO PREPARADO A pH 4,0

Tabla 41. Valores de absorbancia (660 nm) del concentrado de gandul maduro
obtenido a pH 4,0

C1: 100 [pg/mL] C2: 200 [ug/mL] C3:500 [ug/mL] C4: 1000 [ug/mL] Blanco

1,799 1,694 1,349 1,069
1,800 1,696 1,354 1,072 1,987
1,802 1,699 1,355 1,074

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018

Tabla 42. Porcentaje de actividad antiinflamatoria del concentrado de gandul
maduro obtenido a pH 4,0

100 [pg/mL] 200 [pg/mL] 500 [pg/mL] 1000 [pg/mL]
R1 9,5% 14,7% 32,1% 46,2%
R2 9,4% 14,6% 31,9% 46,0%
R3 9,3% 14,5% 31,8% 45,9%
Promedio 9,39% 14,63% 31,92% 46,07%
Desv. Stand 0,001 0,001 0,002 0,001
Coef. Var. 0,82 0,87 0,51 0,27

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018

Tabla 43. Resumen estadistico de la actividad antiinflamatoria del concentrado de
gandul maduro obtenido a pH 4,0

Concentracion Recuento Promedio Desviacion Coeficiente de Minimo
[ng/mL] (%) Estandar Variacion
100 3 9,4 0,1 1,06383% 9,3
200 3 14,6 0,1 0,684932% 14,5
500 3 31,9333 0,152753 0,478348% 31,8
1000 3 46,0333 0,152753 0,33183% 45,9
Total 12 25,4917 15,1454 59,4131% 9,3

Fuente: Statgraphics, 2018
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Tabla 44. ANOVA para la actividad antiinflamatoria del concentrado de gandul
maduro obtenido a pH 4,0

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razoén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 2523,08 3 841,025 50461,52 0,0000
Intra grupos 0,133333 8 0,0166667
Total (Corr.) 2523,21 11

Fuente: Statgraphics, 2018
La tabla ANOVA descompone la varianza del porcentaje de actividad antiinflamatoria en dos
componentes: un componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razon-F, que en
este caso es igual a 50461,52 es el cociente entre el estimado entre grupos y el estimado dentro de
grupos. Puesto que el valor-P de la razdn-F es menor que 0,05, existe diferencia estadisticamente
significativa entre la media del porcentaje de actividad antiinflamatoria entre un nivel de
concentracion y otro, con un nivel del 95,0 % de confianza.

Tabla 45. Medias para la actividad antiinflamatoria del concentrado de gandul
maduro obtenido a pH 4,0 con intervalos de confianza del 95,0 %

Error Est.
Concentracion Caso Media (s agrupada) Limite Inferior Limite Superior
[ng/mL]

100 3 9,4 0,0745356 9,27846 9,52154
200 3 14,6 0,0745356 14,4785 14,7215
500 3 31,9333 0,0745356 31,8118 32,0549
1000 3 46,0333 0,0745356 45,9118 46,1549
Total 12 25,4917

Fuente: Statgraphics, 2018

Esta tabla muestra la media del porcentaje actividad antiinflamatoria para cada nivel de
concentracion. También muestra el error estandar de cada media, el cual es una medida de la
variabilidad de su muestreo. El error estindar es el resultado de dividir la desviacion estindar
mancomunada entre el numero de observaciones en cada nivel. La tabla también muestra un intervalo
alrededor de cada media. Los intervalos mostrados actualmente estan basados en la diferencia
honestamente significativa (HSD) de Tukey. Estan construidos de tal forma que si todas las medias
son iguales, todos los intervalos se traslaparan 95,0 % de las veces.
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Tabla 46. Pruebas de multiple rangos para el porcentaje de actividad
antiinflamatoria del concentrado de gandul maduro obtenido a pH 4,0 por
concentracion

Nivel Casos Media Grupos Homogéneos
100 3 9,4 X
200 3 14,6 X
500 3 31,9333 X
1000 3 46,0333 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
100 - 200 * -5,2 0,243075
100 - 500 * -22,5333 0,243075
100 - 1000 * -36,6333 0,243075
200 - 500 * -17,3333 0,243075
200 - 1000 * -31,4333 0,243075
500 - 1000 * -14,1 0,243075

Fuente: Statgraphics, 2018

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cudles medias son
significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas
entre cada par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de los 6 pares indica que estos pares
muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95,0 % de confianza. En la parte
superior, se han identificado 4 grupos homogéneos segun la alineacion de las X's en columnas. No
existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma
columna de X's.

Tabla 47. Verificacion de varianza para el porcentaje de actividad antiinflamatoria
del concentrado de gandul maduro obtenido a pH 4,0 por concentracion

Prueba Valor-P

Levene's 0,484848 0,702086
Comparacion Sigmal Sigma2 F-Ratio P-Valor
100 /200 0,1 0,1 1,0 1,0000
100 /500 0,1 0,152753 0,428571 0,6000
100 /1000 0,1 0,152753 0,428571 0,6000
200 /500 0,1 0,152753 0,428571 0,6000
200 /1000 0,1 0,152753 0,428571 0,6000
500 /1000 0,152753 0,152753 1,0 1,0000

Fuente: Statgraphics, 2018

El estadistico mostrado en esta tabla evaliia la hipotesis de que la desviacion estandar de la actividad
antiinflamatoria dentro de cada uno de los 4 niveles de concentracion es la misma. De particular
interés es el valor-P. Puesto que el valor-P es mayor o igual que 0,05, no existe diferencia
estadisticamente significativa entre las desviaciones estandar, con un nivel del 95,0 % de confianza.
La tabla también muestra una comparacion de las desviaciones tipicas para cada par de muestras. P-
valores por debajo de 0.05, de los cuales hay 0, indican una diferencia estadisticamente significativa
entre las dos sigmas al 5 % de nivel de significacion.
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ANEXO E

DATOS OBTENIDOS Y ANALISIS ESTADISTICO DE LA ACTIVIDAD
ANTIINFLAMATORIA DEL HIDROLIZADO DE GANDUL MADURO
OBTENIDO A PARTIR DEL CONCENTRADO PROTEICO PREPARADO A
pH 4,0

Tabla 48. Valores de absorbancia (660 nm) del hidrolizado de gandul maduro
obtenido a partir del concentrado proteico precipitado a pH 4,0

C1:100 [ug/mL] C2:200 [png/mL] C3:500 [ug/mL] C4: 1000 [pg/mL] Blanco

1,504 1,290 0,940 0,635
1,507 1,291 0,941 0,635 1,871
1,508 1,295 0,946 0,639

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018

Tabla 49. Porcentaje de actividad antiinflamatoria del hidrolizado de gandul
maduro obtenido a partir del concentrado proteico precipitado a pH 4,0

100 [pg/mL] 200 [pg/mL] 500 [pg/mL] 1000 [pg/mL]
R1 19,6% 31,1% 49.8% 66,1%
R2 19,5% 31,0% 49,7% 66,1%
R3 19,4% 30,8% 49.4% 65,8%
Promedio 19,49% 30,95% 49,63% 65,99%
Desv. Stand 0,11% 0,14% 0,17% 0,12%
Coef. Var. 0,57 0,46 0,35 0,19

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018

Tabla 50. Resumen estadistico de la actividad antiinflamatoria del hidrolizado de
gandul maduro obtenido a partir del concentrado proteico precipitado a pH 4,0

Concentracion Recuento Promedio Desviacion Coeficiente de Minimo
[ng/mL] (%) Estandar Variacion
100 3 19,5 0,1 0,512821% 19.4
200 3 30,9667 0,152753 0,49328% 30,8
500 3 49,6333 0,208167 0,419409% 49,4
1000 3 66,0 0,173205 0,262432% 65,8
Total 12 41,525 18,5479 44,6668% 19,4

Fuente: Statgraphics, 2018
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Tabla 51. ANOVA para la actividad antiinflamatoria del hidrolizado de gandul
maduro obtenido a partir del concentrado proteico precipitado a pH 4,0

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razoén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 3784,05 3 1261,35 47300,61 0,0000
Intra grupos 0,213333 8 0,0266667
Total (Corr.) 3784,26 11

Fuente: Statgraphics, 2018

Tabla 52. Medias para la actividad antiinflamatoria del hidrolizado de gandul
maduro obtenido a partir del concentrado proteico precipitado a pH 4,0 con
intervalos de confianza del 95,0 %

Error Est.

Nivel  Casos Media (s agrupada)  Limite Inferior Limite Superior
100 3 19,5 0,0942809 19,3463 19,6537
200 3 30,9667 0,0942809 30,8129 31,1204
500 3 49,6333 0,0942809 49,4796 49,7871
1000 3 66,0 0,0942809 65,8463 66,1537
Total 12 41,525

Fuente: Statgraphics, 2018

Tabla 53. Pruebas de multiples rangos para el porcentaje de actividad
antiinflamatoria del hidrolizado de gandul maduro obtenido a partir del concentrado
proteico precipitado a pH 4,0 por concentracion

Nivel Casos Media Grupos Homogéneos
100 3 19,5 X
200 3 30,9667 X
500 3 49,6333 X
1000 3 66,0 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
100 - 200 * -11,4667 0,307468
100 - 500 * -30,1333 0,307468
100 - 1000 * -46,5 0,307468
200 - 500 * -18,6667 0,307468
200 - 1000 * -35,0333 0,307468
500 - 1000 * -16,3667 0,307468

Fuente: Statgraphics, 2018
* Indica una diferencia significativa.
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Tabla 54. Verificacion de varianza para el porcentaje de actividad antiinflamatoria
del hidrolizado de gandul maduro obtenido a partir del concentrado proteico
precipitado a pH 4,0 por concentracion

Prueba Valor-P

Levene's 0,933333 0,468131
Comparacion Sigmal Sigma2 F-Ratio P-Valor
100 /200 0,1 0,152753 0,428571 0,6000
100 / 500 0,1 0,208167 0,230769 0,3750
100 /1000 0,1 0,173205 0,333333 0,5000
200/ 500 0,152753 0,208167 0,538462 0,7000
200/ 1000 0,152753 0,173205 0,777778 0,8750
500 /1000 0,208167 0,173205 1,44444 0,8182

Fuente: Statgraphics, 2018

Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Figura 16. Medias para el porcentaje de actividad antiinflamatoria del hidrolizado de gandul maduro
obtenido a partir del concentrado precipitado a pH 4,0 con intervalos de confianza del 95,0 %
Fuente: Statgraphics, 2018
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ANEXO F

DATOS OBTENIDOS Y ANALISIS ESTADISTICO DE LA ACTIVIDAD
ANTIINFLAMATORIA DEL DICLOFENACO MK® EN AMPOLLA DE
75mg/3mL

Tabla 55. Valores de absorbancia (660 nm) del diclofenaco MK® en ampolla de
75mg/3mL

C1:100 [ug/ml]  C2:200 [ng/mI]  C3:500 [nug/ml]  C4:1000 [ng/ml]  Blanco

1,293 0,971 0,738 0,356
1,294 0,971 0,739 0,358 1,863
1,297 0,975 0,741 0,36

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018

Tabla 56. Porcentaje de actividad antiinflamatoria del diclofenaco MK" en ampolla
de 75mg/3mL

100 [ng/mL] 200 [ng/mL] 500 [ng/mL] 1000 [pg/mL]
R1 30,6% 47,9% 60,4% 80,9%
R2 30,5% 47,9% 60,3% 80,8%
R3 30,4% 47, 7% 60,2% 80,7%
Promedio 30,51% 47,81% 60,31% 80,78%
Desv. Stand 0,001 0,001 0,001 0,001
Coef. Var. 0,37 0,26 0,14 0,13

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018

Tabla 57. Resumen estadistico de la actividad antiinflamatoria del diclofenaco MK®™
en ampolla de 75mg/3mL

Concentracion Recuento Promedio Desviacion Coeficiente de Minimo
[ng/mL] (%) Estandar Variacion
100 3 30,5333 0,057735 0,189089% 30,5
200 3 47,8333 0,11547 0,241401% 47,7
500 3 60,3667 0,057735 0,0956406% 60,3
1000 3 80,8667 0,057735 0,0713953% 80,8
Total 12 54,9 19,1727 34,923% 30,5

Fuente: Statgraphics, 2018

Tabla 58. ANOVA para actividad antiinflamatoria del diclofenaco MK® en ampolla
de 75mg/3mL

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 4043,47 3 1347,82 231055,62 0,0000
Intra grupos 0,0466667 8 0,00583333
Total (Corr.) 4043,52 11

Fuente: Statgraphics, 2018
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Tabla 59. Medias para la actividad antiinflamatoria del diclofenaco MK® en
ampolla de 75mg/3mL con intervalos de confianza del 95,0 %

Error Est.
Nivel  Casos Media (s agrupada) Limite Inferior Limite Superior
100 3 30,5333 0,0440959 30,4614 30,6052
200 3 47,8333 0,0440959 47,7614 47,9052
500 3 60,3667 0,0440959 60,2948 60,4386
1000 3 80,8667 0,0440959 80,7948 80,9386
Total 12 54,9

Fuente: Statgraphics, 2018

Tabla 60. Pruebas de multiple rangos para el porcentaje de actividad
antiinflamatoria del diclofenaco MK® en ampolla de 75mg/3mL

Nivel Casos Media Grupos Homogéneos
100 3 30,5333 X
200 3 47,8333 X
500 3 60,3667 X
1000 3 80,8667 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
100 - 200 * -17,3 0,143805
100 - 500 * -29,8333 0,143805
100 - 1000 * -50,3333 0,143805
200 - 500 * -12,5333 0,143805
200 - 1000 * -33,0333 0,143805
500 - 1000 * -20,5 0,143805

Fuente: Statgraphics, 2018
Meétodo: 95,0 porcentaje LSD
* Indica una diferencia significativa.

Tabla 61. Verificacion de varianza para el porcentaje de actividad antiinflamatoria
del DICLOFENACO MK® en ampolla de 75mg/3mL por concentracion

Prueba Valor-P

Levene's 2,28571 0,155648
Comparacion Sigmal Sigma2 F-Ratio P-Valor
100 /200 0,057735 0,11547 0,25 0,4000
100 /500 0,057735 0,057735 1,0 1,0000
100 /1000 0,057735 0,057735 1,0 1,0000
200 /500 0,11547 0,057735 4,0 0,4000
200 /1000 0,11547 0,057735 4,0 0,4000

500/ 1000 0,057735 0,057735 1,0 1,0000

Fuente: Statgraphics, 2018
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ANEXO G

DATOS OBTENIDOS Y ANALISIS ESTADISTICO DE LA ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE DEL CONCENTRADO PROTEICO DE GANDUL
MADURO PREPARADO A pH 4,0

Tabla 62. Valores de absorbancia (532 nm) del concentrado proteico de gandul
maduro precipitado a pH 4,0

C1: 100 [pg/mL]  C2:200 [pg/mL] C3: 500 [pg/mL] C4: 1000 [pg/mL] Blanco

0,612 0,555 0,470 0,413
0,616 0,559 0,477 0,419 0,710
0,619 0,562 0,479 0,422

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018

Tabla 63. Porcentaje de actividad antioxidante del concentrado proteico de gandul
maduro precipitado a pH 4,0

100 Jug/mL] 200 Jug/mL] 500 [ug/mL] 1000 [ug/mL]
R1 13,8% 21,8% 33,8% 41,8%
R2 13,2% 21,3% 32,8% 41,0%
R3 12,8% 20,8% 32,5% 40,6%
Promedio 13,29% 21,31% 33,05% 41,13%
Desv. Stand 0,49% 0,49% 0,67% 0,65%
Coef. Var. 3,72 2,32 2,01 1,57

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018

Tabla 64. Resumen estadistico de la actividad antioxidante del concentrado proteico
de gandul maduro precipitado a pH 4,0

Concentracion Recuento Promedio Desviacion Coeficiente de Minimo Madximo

[ng/mL] (%) Estindar Variacion
100 3 13,2667 0,503322 3,79389% 12,8 13,8
200 3 21,3 0,5 2,34742% 20,8 21,8
500 3 33,0333 0,680686 2,0606% 32,5 33,8
1000 3 41,1333 0,61101 1,48544% 40,6 41,8
Total 12 27,1833 11,1763 41,1147% 12,8 41,8

Fuente: Statgraphics, 2018
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Tabla 65. ANOVA para la actividad antioxidante del concentrado proteico de gandul
maduro precipitado a pH 4,0

Fuente Suma de Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Cuadrados
Entre grupos 1371,34 3 457,112 1364,51 0,0000
Intra grupos 2,68 8 0,335
Total (Corr.) 1374,02 11

Fuente: Statgraphics, 2018

Tabla 66. Medias para la actividad antioxidante del concentrado proteico de gandul
maduro obtenido a pH 4,0 con intervalos de confianza del 95,0 %

Error Est.
Concentracion Casos  Media (s agrupada) Limite Inferior Limite Superior

100 3 13,2667 0,334166 12,7218 13,8116
200 3 21,3 0,334166 20,7551 21,8449
500 3 33,0333 0,334166 32,4884 33,5782
1000 3 41,1333 0,334166 40,5884 41,6782
Total 12 27,1833

Fuente: Statgraphics, 2018

Tabla 67. Pruebas de multiple rangos para el porcentaje de actividad antioxidante
del concentrado proteico de gandul maduro obtenido a pH 4,0 por concentracion

Concentracion Casos Media Grupos Homogéneos
100 3 13,2667 X
200 3 21,3 X
500 3 33,0333 X
1000 3 41,1333 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
100 - 200 * -8,03333 1,08978
100 - 500 * -19,7667 1,08978
100 - 1000 * -27,8667 1,08978
200 - 500 * -11,7333 1,08978
200 - 1000 * -19,8333 1,08978
500 - 1000 * -8,1 1,08978

Fuente: Statgraphics, 2018
Meétodo: 95,0 porcentaje LSD
* Indica una diferencia significativa.
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Tabla 68. Verificacion de varianza para el porcentaje de actividad antiinflamatoria
del concentrado proteico de gandul maduro obtenido a pH 4,0 por concentracion

Prueba Valor-P

Levene's 0,274018 0,842608
Comparacion Sigmal Sigma?2 F-Ratio P-Valor
100 /200 0,503322 0,5 1,01333 0,9934
100 /500 0,503322 0,680686 0,546763 0,7070
100 /1000 0,503322 0,61101 0,678571 0,8085
200/500 0,5 0,680686 0,539568 0,7009
200/1000 0,5 0,61101 0,669643 0,8021
500 /1000 0,680686 0,61101 1,24107 0,8924

Fuente: Statgraphics, 2018

87



ANEXO H

DATOS OBTENIDOS Y ANALISIS ESTADISTICO DE LA ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE DEL HIDROLIZADO DE GANDUL MADURO
OBTENIDO A PARTIR DEL CONCENTRADO PROTEICO PREPARADO A
pH 4,0

Tabla 69. Valores de absorbancia (660 nm) del hidrolizado de gandul maduro
obtenido a partir del concentrado proteico precipitado a pH 4,0

C1: 100 [pg/mL] C2:200 [pg/mL]  C3: 500 [png/mL]  C4: 1000 [pg/mL] _ Blanco

1,384 1,206 1,021 0,729
1,387 1,210 1,025 0,731 1,722
1,392 1,218 1,029 0,737

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018

Tabla 70. Porcentaje de actividad antioxidante del hidrolizado de gandul maduro
obtenido a partir del concentrado precipitado a pH 4,0

100 [pg/mL] 200 [pg/mL] 500 [pg/mL] 1000 [pg/mL]
R1 19,6% 30,0% 40,7% 57,7%
R2 19,5% 29,7% 40,5% 57,5%
R3 19,2% 29,3% 40,2% 57,2%
Promedio 19,42% 29,66% 40,48% 57,47%
Desv. Stand 0,002346952 0,003548258 0,00232288 0,002417731
Coef. Var. 1,21 1,20 0,57 0,42

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018

Tabla 71. Resumen estadistico de la actividad antioxidante del hidrolizado de
gandul maduro obtenido a partir del concentrado precipitado a pH 4,0

Concentracion Recuento Promedio Desviacion Coeficiente de Minimo Maximo

[ug/mL] (%) Estandar Variacién
100 3 19,4333  0,208167 1,07118% 19,2 19,6
200 3 29,6667  0,351188 1,18378% 29,3 30,0
500 3 40,4667  0,251661 0,621897% 40,2 40,7
1000 3 57,4667  0,251661 0,437925% 57,2 57,7
Total 12 36,7583 14,7083 40,0136% 19,2 57,7

Fuente: Statgraphics, 2018
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Tabla 72. ANOVA para la actividad antioxidante del hidrolizado de gandul maduro
obtenido a partir del concentrado precipitado a pH 4,0

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razoén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 2379,1 3 793,034 10814,10 0,0000
Intra grupos 0,586667 8 0,0733333
Total (Corr.) 2379,69 11

Fuente: Statgraphics, 2018

Tabla 73. Medias para la actividad antioxidante del hidrolizado de gandul maduro
obtenido a partir del concentrado precipitado a pH 4,0 con intervalos de confianza
del 95,0 %

Error Est.
Concentracion Casos Media (s agrupada) Limite Inferior Limite Superior
[ug/mL]

100 3 19,4333 0,156347 19,1784 19,6883

200 3 29,6667 0,156347 29,4117 29,9216
500 3 40,4667 0,156347 40,2117 40,7216
1000 3 57,4667 0,156347 57,2117 57,7216
Total 12 36,7583

Fuente: Statgraphics, 2018

Tabla 74. Pruebas de multiples rangos para el porcentaje de actividad antioxidante
del hidrolizado de gandul maduro obtenido a partir del concentrado precipitado a
pH 4,0 por concentracion

Concentracion Casos Media Grupos Homogéneos
100 3 19,4333 X
200 3 29,6667 X
500 3 40,4667 X
1000 3 57,4667 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
100 - 200 * -10,2333 0,509878
100 - 500 * -21,0333 0,509878
100 - 1000 * -38,0333 0,509878
200 - 500 * -10,8 0,509878
200 - 1000 * -27,8 0,509878
500 - 1000 * -17,0 0,509878

Fuente: Statgraphics, 2018
Meétodo: 95,0 porcentaje LSD
* Indica una diferencia significativa.
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Tabla 75. Verificacion de varianza para el porcentaje de actividad antioxidante del
hidrolizado de gandul maduro obtenido a partir del concentrado precipitado a pH

4,0 por concentracion

Prueba Valor-P

Levene's 0,244898 0,862725
Comparacion Sigmal Sigma2 F-Ratio P-Valor
100 /200 0,208167 0,351188 0,351351 0,5200
100 /500 0,208167 0,251661 Comparacion Sigmal
100 /1000 0,208167 0,251661 0,684211 0,8125
200 /500 0,351188 0,251661 1,94737 0,6786
200 /1000 0,351188 0,251661 1,94737 0,6786
500 /1000 0,251661 0,251661 1,0 1,0000
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Fuente: Statgraphics, 2018
El estadistico mostrado en esta tabla evalua la hipotesis de que la desviacion estandar de actividad
antioxidante dentro de cada uno de los 4 niveles de concentracion es la misma. De particular interés
es el valor-P. Puesto que el valor-P es mayor o igual que 0,05, no existe diferencia estadisticamente
significativa entre las desviaciones estandar, con un nivel del 95,0 % de confianza. La tabla también
muestra una comparacion de las desviaciones tipicas para cada par de muestras. P-valores por
debajo de 0.05, de los cuales hay 0, indican diferencia estadisticamente significativa entre las dos
sigmas al 5 % de nivel de significacion.

Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Figura 17. Medias para el porcentaje de actividad antioxidante del hidrolizado de gandul maduro
obtenido a partir del concentrado precipitado a pH 4,0 con intervalos de confianza del 95,0 %
Fuente: Statgraphics, 2018
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ANEXO 1

DATOS OBTENIDOS Y ANALISIS ESTADISTICO DE LA ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE DEL BHT

Tabla 76. Valores de absorbancia (532 nm) del BHT

C1: 100 [pg/mL] C2:200 [pg/mL] C3: 500 [pg/mL]  C4: 1000 [pg/mL] Blanco

2,669 2,613 2,525 2,460 BHT
2,672 2,615 2,529 2,462 2,865
2,674 2,617 2,531 2,467

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018

Tabla 77. Porcentaje de actividad antioxidante del BHT

100 [ug/mL] 200 [ng/mL] 500 [ng/mL] 1000 [pg/mL]
R1 34,2% 44,0% 59,3% 70,7%
R2 33,7% 43,6% 58,6% 70,3%
R3 33,3% 43,3% 58,3% 69,5%
Promedio 33,74% 43,63% 58,76% 70,16%
Desv. Stand 0,44% 0,35% 0,53% 0,63%
Coef. Var. 1,30 0,80 0,91 0,90

Fuente: Laboratorio BIO-PROPEPTI-UTA, 2018

Tabla 78. Resumen estadistico de la actividad antioxidante del BHT

Concentracion Recuento Promedio Desviacion Coeficiente de  Minimo Madximo

[ug/mL] Estandar Variacion
100 3 33,7333 0,450925 1,33673% 333 34,2
200 3 43,6333  0,351188 0,804863% 433 44,0
500 3 58,7333 0,51316 0,873712% 58,3 59,3
1000 3 70,1667 0,61101 0,870798% 69,5 70,7
Total 12 51,5667 14,5752 28,2647% 33,3 70,7

Fuente: Statgraphics, 2018

Tabla 79. ANOVA para la actividad antioxidante del BHT

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 2334,86 3 778,287 3231,64 0,0000
Intra grupos 1,92667 8 0,240833
Total (Corr.) 2336,79 11

Fuente: Statgraphics, 2018
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Tabla 80. Medias para la actividad antioxidante del BHT

Error Est.
Concentracion Casos Media (s Limite Inferior Limite Superior

[mg/mL] agrupada)

100 3 33,7333 0,283333 33,2713 34,1953

200 3 43,6333 0,283333 43,1713 44,0953

500 3 58,7333 0,283333 58,2713 59,1953

1000 3 70,1667  0,283333 69,7047 70,6287

Total 12 51,5667

Fuente: Statgraphics, 2018

Tabla 81. Pruebas de multiples rangos para el porcentaje de actividad antioxidante
del BHT por concentracion

Concentracion Casos Media Grupos Homogéneos
100 3 33,7333 X
200 3 43,6333 X
500 3 58,7333 X
1000 3 70,1667 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
100 - 200 * -9,9 0,924004
100 - 500 * -25,0 0,924004
100 - 1000 * -36,4333 0,924004
200 - 500 * -15,1 0,924004
200 - 1000 * -26,5333 0,924004
500 - 1000 * -11,4333 0,924004

Fuente: Statgraphics, 2018
Meétodo: 95,0 porcentaje LSD
* Indica una diferencia significativa.

Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Figura 18. Medias para el porcentaje de actividad antioxidante del BHT con intervalos de confianza
del 95,0 %
Fuente: Statgraphics, 2018
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ANEXO J

FOTOGRAFIAS DEL DESARROLLO DE LA PARTE EXPERIMENTAL DEL
TRABAJO DE INVESTIGACION

MATERIA PRIMA

Figura 19. Harina de gandul verde y harina de gandul maduro procedentes de la ESPOL

PRECIPITACION ISOELECTRICA

Figura 20. Solubilizacién de la proteina Figura 21. Solubilizacién de la proteina
del gandul verde del gandul maduro
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Figura 23. Precipitacion isoeléctrica de la

Figura 22. Precipitacion isoeléctrica de la proteina del gandul maduro

proteina del gandul verde

Figura 24. Proteina del gandul verde Figura 25. Proteina del gandul maduro
precipitada a pH 3,0 precipitada a pH 4,0
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LIOFILIZACION

Figura 26. Liofilizacion de la proteina precipitada del gandul verde (pH 3,0) y del
gandul maduro (pH 4,0)
CUANTIFICACION PROTEICA
METODO 1: METODO ESPECTROFOTOMETRICO BIURET

i 2

Figura 27. Cuantificacion proteica de la proteina del gandul maduro
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CUANTIFICACION PROTEICA
METODO 2. DIGESTION POR MICROJKENDAL

Figura 28. Concentrados proteicos de gandul Figura 29. Digestion por
maduro obtenidos a los diferentes valores de pH ~ MicroKjeldahl de los concentrados
de precipitacion proteicos de gandul maduro

Figura 30. Digestion en MicroKjeldahl de los concentrados proteicos de gandul maduro
preparados a diferentes valores de pH
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Figura 31. Actividad Antiinflamatoria del concentrado proteico de gandul maduro
preparado a pH 4,0 (desnaturalizacion de la proteina)

Figura 32. Actividad Antioxidante del concentrado proteico de gandul maduro
preparado a pH 4,0. A Preparacion de la muestra B Incubacion de la muestra
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