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GLOSARIO

Anfipatica: Es la caracteristica de una molécula que en su estructura posee un
extremo hidrdfilo y otro hidréfobo (Voet y Voet, 2006, p. 734).

Apoptosis: Es la muerte o destruccion celular programada que se realiza para el

control y desarrollo del organismo al que pertenece (Garcia et al., 2009, p. 76).

Aspectos agroecoldgicos: Son las caracteristicas especificas de suelo y de
clima requeridas por las plantas para su pleno desarrollo (Peralta et al., 2010,
p. 25).

Centro activo: Es el sitio de la enzima donde se une el sustrato para que se
produzca la catélisis. La estructura terciaria del centro activo es especifica para el
sustrato (Voet y Voet, 2006, p. 947).

ICso: Es la concentracion de una sustancia inhibidora requerida para disminuir la
actividad enzimatica a la mitad (Copeland, Lombardo, Giannaras y Decicco, 2005,
p. 1948).

Isémeros 6pticos: Son moléculas que comparten casi todas sus propiedades,
excepto la desviacion de la luz que las atraviesa. El isbmero que desvia la luz
hacia la derecha se denomina dextrogiro; mientras el otro que desvia hacia la

izquierda, se denomina levdgiro (Voet y Voet, 2006, p. 80).

Merozoitos: Organismo producido por segmentacion de un esquizonte durante la
fase de reproduccién asexual del ciclo vital de los esporozoos, concretamente del

parasito de la malaria Plasmodium (Chassaigne, 2001, p. 85).
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RESUMEN

En la presente investigacion se obtuvieron extractos clarificados y concentrados
con actividad inhibidora frente a papaina y quimotripsina, provenientes de las
semillas de amaranto (Amaranthus caudatus L.), arveja (Pisum sativum L.),
chocho (Lupinus mutabilis), fréjol (Phaseolus vulgaris L.) y sangorache
(Amaranthus hybridus L.), las mismas que fueron cultivadas, beneficiadas y
donadas por el Instituto Nacional Autonomo de Investigaciones Agropecuarias
(INIAP, Estacion Santa Catalina).

Las harinas obtenidas a partir de las semillas mencionadas se desengrasaron y
con ellas se prepararon extractos crudos mediante homogenizacién con tampodn
fosfato de sodio 50 mM; la mezcla se centrifugdé a 2 800 x g y el sobrenadante se
ultrafiltré con centrifugacion a 50 kDa. Se determind la actividad inhibidora y
actividad inhibidora especifica de los extractos crudos frente a papaina,
quimotripsina y carboxipeptidasa A. Los mejores resultados fueron obtenidos con
el extracto crudo de fréjol frente a papaina con 4,95 + 0,15 U/mg y con el extracto

crudo de chocho frente a quimotripsina con 2,19 + 0,06 U/mg.

Los extractos de fréjol y chocho fueron fraccionados con ultrafiltracion centrifuga a
10 kDa, en los dos casos los permeados presentaron la mayor actividad inhibidora
especifica frente a papaina y quimotripsina, con valores de 5,53 + 0,38 y

2,64 + 0,17 U/mg, respectivamente.

Los permeados de los extractos de fréjol y chocho fueron purificados con
tratamiento térmico a 60 °C, durante 30 min, y se obtuvieron valores de AEI
iguales a 14,41 £+ 1,26 y 6,61 £ 0,55 U/mg, frente a papaina y quimotripsina,
respectivamente, lo que representa un grado de purificacién de 2,61 y 2,50 veces

en cada extracto.

Los extractos de fréjol y chocho se purificaron por cromatografia de afinidad en
una matriz de tripsina-glioxil-sepharosa 6B-CL. Con el extracto de fréjol se obtuvo

AIE frente a papaina en el primer pico del cromatograma, con un valor igual a
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21,65 U/mg, que representa un grado se purificaciéon de 1,5 veces, en un volumen
total de 15 mL. De igual manera, con el extracto de chocho se obtuvo AIE frente a
quimotripsina en el primer pico del cromatograma, con un valor igual a 7,46 U/mg,
que representa un grado se purificacion de 1,13 veces, en un volumen total de
12 mL.

Luego del tratamiento térmico, los extractos fueron concentrados mediante
evaporacion a una temperatura de 55 °C y una presion de vacio de 6 Pa, durante
4 min. El volumen de la muestra fue reducido 4 veces, aproximadamente, sin que
exista pérdida de AIE. Este procedimiento concentré la proteina 3 veces para el
fréjol y 4 veces para el chocho, con valores de 7,49 £ 0,56 y 17,83 + 1,02 mg/mL,

respectivamente.

Se determinaron los pesos moleculares de los inhibidores mediante electroforesis
SDS-PAGE, cuyos resultados fueron 5,18 kDa para el inhibidor de chocho vy
4,05 kDa para el inhibidor de fréjol. También se determiné el ICso con valores de
0,018 £ 0,0012 y 0,107 + 0,021 mM, frente a quimotripsina y papaina.

Se estudio la estabilidad de los extractos de fréjol y chocho a temperaturas de
congelamiento (-20 °C), refrigeracion (4 °C) y ambiente (17 °C), durante cuatro

semanas. Los mejores resultados se obtuvieron a temperatura de congelamiento.

Se disend una planta a escala piloto para la obtencién de 5 L/d de extracto
semipurificado de fréjol y chocho con actividad inhibidora de papaina y
quimotripsina. Se determin6 el costo de produccion, a escala piloto, de los

extractos semipurificados en $ 0,134/mg.
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INTRODUCCION

La produccion de cereales y leguminosas generalmente se ha direccionado al
consumo humano y animal, puesto que constituyen un alimento completo; sin
embargo, en estos productos se han identificado otros compuestos denominados
no nutritivos o antinutricionales, entre los cuales los mas conocidos son los

inhibidores de proteasas (IPs) (Elizalde, Porilla y Chaparro, 2009, p. 46).

Los IPs son proteinas solubles, de bajo peso molecular, en su mayoria
termoestables, de origen animal o vegetal. Su estudio es de gran importancia,
puesto que las enzimas que inhiben estan involucradas no solo en procesos
digestivos, sino también en la diferenciacion celular, la defensa inmunoldgica, la
apoptosis, la cicatrizacién de heridas, entre otros (Morales y Troncoso, 2012, p.
239; Vera, 2007, p. 409).

En la actualidad, se han descubierto aplicaciones importantes a los IPs,
especialmente en el campo biotecnoldgico, en la biomedicina, en el diagndstico y
tratamiento de enfermedades como el cancer, el Alzheimer; desordenes
inmunoldgicos, infecciones respiratorias; infecciones parasitarias, fungicas y

virales, como la malaria y el VIH (Garcia et al., 2009).

La costa y la amazonia ecuatoriana se han visto afectados por la malaria en
alrededor de 5 000 casos en los ultimos 5 anos y, pese a los esfuerzos del
Ministerio de Salud Publica del Ecuador, no se ha podido erradicar. Segun la
OMS, a nivel mundial 3 300 millones de personas tienen riesgo de contraer esta
enfermedad (Paez, 2013, p. 7).

La malaria es una enfermedad transmitida por mosquitos y provocada por
parasitos del genero Plasmodium, los mismos que en su proceso de reproduccion
utilizan diversas proteasas (Benitez, 2005, p. 110). Las proteasas involucradas en
la reproduccion del Plasmodium pueden ser inhibidas, e impiden asi la

proliferacion parasitaria.
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La investigacion propuesta busca identificar inhibidores de proteasas presentes
en las semillas de amaranto, arveja, chocho, frejol y sangorache, que en trabajos

futuros podrian ser ensayadas frente a proteasas del Plasmodium.

En estudios anteriores, como el desarrollado por Mufioz (2011), se evidenci6 la
presencia de inhibidores de tripsina en algunas variedades de leguminosas. Los
mejores resultados se obtuvieron en chocho (L. mutabilis, var. INIAP-450 Andino),
fréjol (P. vulgaris, var. INIAP-414 Yunguilla), arveja (P. sativum, var. INIAP-432
Lojanita), entre otros (p. 73). El amaranto (Amaranthus caudatus L.) y el
sangorache (Amaranthus hybridus L.) tienen un elevado contenido de
carbohidratos y proteinas; segun el estudio desarrollado por Gémez (2013), en las
semillas de estos pseudo cereales también se ha identificado un alto contenido de

inhibidores de proteasas (p. 14).

El presente trabajo propone una estrategia para obtener extractos acuosos
clarificados y concentrados provenientes de amaranto, arveja, chocho, fréjol y
sangorache, mediante técnicas de ultrafiltracion, caléricas y cromatograficas y
ensayar su actividad inhibidora frente a carboxipeptidasa A, papaina y

quimotripsina.



1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. CEREALES Y LEGUMINOSAS

1.1.1. GENERALIDADES

En Ecuador, los cereales y leguminosas constituyen el grupo mas importante de
la actividad agricola; su produccion generalmente se ha direccionado al consumo
humano y animal, puesto que constituyen un alimento completo: los cereales
como principales contribuyentes de carbohidratos y las leguminosas, de
proteinas, incluso, como sustituyentes de las proteinas de origen animal, en

zonas rurales de bajos ingresos econémicos (Peralta et al., 2012, p. 11).

Segun la Encuesta de Superficie y Produccion Agropecuaria (ESPAC) y el
Il Censo Nacional Agropecuario, la superficie de labor agricola y ganadera, para
el afio 2013, fue de 7,13 millones ha, de las cuales el 13,70 % corresponde a
cultivos transitorios, como maiz, arveja, fréjol. De los cultivos transitorios, mas del
80 % son cereales y leguminosas (ESPAC, 2013, p. 8), es decir que, alrededor de
800 000 ha se destinan al cultivo de maiz, arroz, fréjol, trigo y cebada, por

mencionar los mas importantes.

Leguminosas andinas, como el chocho, han tenido un aumento en la superficie de
siembra en los ultimos afios, debido a la investigacion que realiza el Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) para la creacion de nuevas
variedades y manejo adecuado de los cultivos. Estos productos se caracterizan
por su alto contenido y calidad de proteina (15-45 %), fibra, grasa (omega 3y 6) y
carbohidratos (Peralta et al., 2012, p. 7).

Otros granos, como el amaranto y el sangorache, son relativamente
desconocidos, aunque su consumo data desde la existencia de algunas culturas
precolombinas de América. El amaranto fue el principal aportante de proteina

para etnias como los Aztecas, Mayas e Incas; y, en la actualidad, junto con el



sangorache son una buena alternativa para la agricultura de pequefios y
medianos productores, por su facil adaptacion en zonas entre los 2 000 y 3 000
m.s.n.m., entre otras razones (Peralta et al., 2012, p. 7; Muijica, Berti e Izquierdo,
1997, p. 4).

Asi también, es importante destacar la presencia mundial que tienen los cereales,
con preferencias segun las culturas gastronémicas, por ejemplo el trigo en
Europa, el maiz en América, el arroz en Asia y el sorgo en Africa, todos como
fuetes ricas en carbohidratos y, en la mayoria de los casos, de costo accesible

(Espinoza y Quispe, 2011, p. 5).

1.1.2. USOS E IMPORTANCIA ECONOMICA DE LOS CEREALES Y
LEGUMINOSAS EN LA REGION ANDINA

La produccion de cereales y leguminosas se direcciona especialmente al
consumo humano de forma directa o indirecta, a través de la alimentacion animal.
Se consumen casi todas las partes de la planta, en especial las semillas y follaje;
las leguminosas también se usan como fijadoras de nitrégeno, cobertura de
suelos para evitar la erosion o control de plagas; y, los cereales, como biomasa
para agregar al suelo y aumentar el contenido de materia organica (Arévalo y
Diaz, 2010, p. 1).

La agroindustria de los cereales es muy variada y puede ser simple como elaborar
un pan o compleja como fabricar un whisky. Existe una amplia gama de productos
que pueden ser obtenidos de las semillas de cereales y leguminosas, de forma
artesanal como reventados, cocidos, tostados, harinas, o de forma industrial,

como snacks, bebidas alcohdlicas, entre otros (Espinoza y Quispe, 2011, p. 5).

También se conocen aplicaciones en la medicina, biotecnologia, en la industria de
detergentes, colorantes, plaguicidas y fertilizantes. Estos usos no son muy
extensos, pero implican un elevado rédito econémico. Su investigacion se ha

direccionado a materias primas tradicionales como el arroz, maiz o soya, sin



considerar otras semillas como el chocho, fréjol, amaranto o sangorache, que por
su componentes pueden ser fuentes idéneas de nuevos productos no alimenticios
(Elizalde, Porilla y Chaparro, 2009, p. 10).

En cuanto a la importancia econdmica, los cereales y leguminosas se consumen
ampliamente, ya que aportan el 90 % de la energia requerida por el ser humano
de forma directa o indirecta, y son fuentes primarias de proteina en zonas
geograficas vulnerables de la region andina. La adaptabilidad en casi todos los
pisos climaticos, la resistencia a factores bidticos y abidticos como plagas,
enfermedades, heladas y sequias, convierten a estos productos en la fuente de
ingresos econdmicos mas representativa del sector rural andino (Peralta et al.,
2012, p. 11; Mujica et al., 1997, p. 7).

En Ecuador, el consumo per capita de chocho, fréjol y arveja esta en un rango de
0,4 a 0,8 kg mensual, este valor depende de la regién; por ejemplo, el chocho
tiene mayor aceptacion en la Sierra y el fréjol en la Costa. Segun estudios de
mercado que se realizaron a estos productos desde 1989 hasta la actualidad,

existe un aumento del 40 % en su consumo (Caicedo y Peralta, 2012, p. 9).

1.1.3. AMARANTO Y SANGORACHE

1.1.3.1. Origen

Se conocen mas de 70 especies que corresponden al género Amaranthus, de las
cuales el 70 % son de origen americano y el resto tiene origenes dispersos en

Europa, Africa y Asia (Espinoza y Quispe, 2011, p. 13).

El amaranto (Amaranthus caudatus L.) y el sangorache (Amaranthus hybridus L.)
son originarios de la zona Andina de América. Hallazgos arqueoldgicos revelan
que su consumo data desde hace 4 000 afos. Las semillas y especialmente las
hojas formaban parte importante de la dieta Azteca, Maya e Inca (Herrera y
Montenegro, 2012, p. 51).



La colonizacion espanola prohibié el cultivo y consumo de estos pseudo cereales,

por su uso en ritos religiosos, y desde entonces la produccion se ha mantenido

solo en lugares muy apartados y su uso se restringio a la alimentacion animal; sin

embargo, desde la década de los 80 se reactivo la produccion de estos granos

andinos por poseer mejores caracteristicas en comparacién con los cereales

comunes, en especial en la concentracién de proteina (12-19 %) y de

aminoacidos como lisina (Herrera y Montenegro, 2012, p. 54).

1.1.3.2. Identificacion taxondmica

En la Tabla 1.1 se presenta la identificacion taxonémica del amaranto y el

sangorache.

Tabla 1.1 Identificacion taxonémica de amaranto y sangorache

REINO Plantae

DIVISION Magnoliophyta

TIPO Embryophyta siphonogama
SUBTIPO Angiosperma

CLASE Magnoliopsida
SUBCLASE Archyclamideae

ORDEN Caryophyllales
FAMILIA Amaranthaceae
GENERO Amaranthus

SECCION Amaranthus

ESPECIES A. caudatus e A. hybridus

(Chagaray, 2005, p. 3)

Las especies mas conocidas del

género Amaranthus son:

caudatus,

hypochondriacus, cruentus, hybridus, tricolor, blitum, dubius y virides (Chagaray,

2005, pp. 3, 4).



1.1.3.3. Aspectos agroecologicos

El amaranto y el sangorache son especies anuales, que se cultivan en los valles
de la Sierra Andina, en una altitud entre 2 000 y 3 000 m.s.n.m., en suelos francos
bien drenados, con pH entre 6,0 — 7,5 y una preparacion previa de arada, rastrada

y surcada (Peralta et al., 2012, p. 56).

Para obtener plantaciones saludables se recomienda cultivar en zonas no
propensas a heladas y en un rango de temperatura entre 15 y 24 °C, con
precipitaciones entre 300 a 600 mm, por ciclo (Peralta et al., 2012, pp. 56, 57).

La siembra se realiza entre diciembre y enero, con una densidad de 12 kg/ha a
chorro continuo y a 60 cm entre surcos. El ciclo de cultivo dura entre 150 y 180
dias, la cosecha se realiza cuando el grano presenta cierta dureza, pero no se
desprende aun de la panoja. También se pueden cosechar las hojas a los 80 dias,
para ser consumidas como hortalizas, siempre y cuando se hayan cuidado

aspectos como el riego y la fertilizacion (Herrera y Montenegro, 2012, p. 55).

Los granos se almacenan en silos 0 sacos con un grado de humedad no mayor al
12 %, en sitios secos, ventilados y libres de plagas. Cuando se cosechan las

hojas se consumen en fresco (Mujica et al., 1997, p. 43).

1.1.3.4. Composicion quimica

El amaranto y el sangorache presentan porcentajes de proteina entre 12 'y 19 %,
estos valores son mas altos en comparacién al contenido proteico promedio
(12 %), de otros cereales de uso comun. Las proteinas de las semillas tienen un
balance adecuado de lisina, metionina y triptéfano (Herrera y Montenegro, 2012,
p. 5; Mujica et al., 1997, p. 2).



El contenido de carbohidratos en las semillas varia entre 50 y 60 %, también
contienen acidos grasos principalmente oléico y linolénico. Los minerales de

mayor abundancia son calcio, fésforo y potasio (Mujica et al., 1997, p. 2).

En la Tabla 1.2 se presenta la composicion quimica de las semillas de amaranto y

sangorache.

Tabla 1.2 Composicion quimica de semillas de amaranto y sangorache

Componente* Amaranto Sangorache
Proteina (g) 12,00 - 19,00 11,00 - 14,00
Carbohidratos (g) 50,00 - 60,00 61,00 - 65,00
Lipidos (g) 6,10 - 8,10 6,00 - 7,00
Fibra (g) 3,50 - 5,00 7,50 - 8,50
Cenizas (g) 3,00 - 3,30 3,25-6,10
Calcio (mg) 130,00 - 164,00 154,00 - 285,00
Fésforo (mg) 455,00 - 530,00 | 247,00 - 385,00
Potasio (mg) 365,00 - 800,00 | 485,00 - 650,00
Vitamina C (mg) 1,50 - 4,00 2,50 -6,30
Tiamina (mg) 0,07 - 0,25 0,13-0,45
Niacina (mg) 1,15-1,45 2,75 -4.85
Riboflavina (mg) 0,19 - 0,29 0,21 - 0,35

*Para 100 g en base seca
(Chagaray, 2005, p. 12; Mujica et al., 1997, p. 79)

1.1.4. ARVEJA, CHOCHO y FREJOL

1.1.4.1. Origen

La arveja (Pisum sativum L.) es una leguminosa originaria de la cuenca
mediterranea, su uso es amplio, desde hace mucho tiempo se consumen las
semillas secas y, a partir del siglo XVI, también las tiernas. En Ecuador existen

variedades mejoradas, con buenos rendimientos, como INIAP 431 (Andina),



INIAP-432 (Lojanita), INIAP-433 (Roxana), INIAP-434 (Esmeralda), INIAP-435
(Blanquita) e INIAP-436 (Liliana) (Peralta et al., 2010, p. 35).

El chocho (Lupinus mutabilis) y el fréjol (Phaseolus vulgaris L.) son leguminosas
originarias de la region Andina, cultivadas por sus pobladores desde la
antiguedad, y son uno de los principales aportantes de proteina en la dieta de las
zonas rurales de la Sierra. Se han encontrado vestigios de estos productos en la

tumbas de las culturas Nazca, Tiahuanaco e Inca (Peralta et al., 2010, p. 2).

1.1.4.2. Identificacion taxonomica

En la Tabla 1.3 se presenta la identificacion taxonémica de la arveja, el chocho y

el fréjol.
Tabla 1.3 Identificacion taxondmica de arveja, chocho y fréjol
Arveja Chocho Fréjol
REINO Plantae Plantae Plantae
DIVISION Angiospermae Angiospermae Angiospermae
CLASE Dicotiledoneaceae Dicotiledoneaceae | Dicotiledoneaceae
ORDEN Rosales Rosales Rosales
FAMILIA Leguminoceae Leguminoceae Leguminoceae
SUBFAMILIA Vicioideae Vicioideae Phaseoloideae
TRIBU Genisteae Vicieae Phaseoleae
GENERO Pisum Lupinus Phaseolus
ESPECIE P. sativum L. mutabilis P. vulgaris

(Sierra, 2005, p. 25)




1.1.4.3. Aspectos agroecologicos
La arveja, el chocho y el fréjol son leguminosas que forman parte de los sistemas
de produccion de la region Andina, se cultivan en asociacién, intercalados, en

monocultivos o en rotacion con otros granos.

En la Tabla 1.4 se presenta un resumen de los aspectos agroecolégicos de estas

tres leguminosas.

Tabla 1.4 Aspectos agroecologicos de arveja, chocho y fréjol

Condiciones Arveja Chocho Fréjol
Altitud (m.s.n.m.) 2000 - 3 300 2 800 - 3 500 1200-2200

Franco arenosos,

Francos, arenosos Francos, arenosos

Suelos arenosos
pH: 6,5-7,0 pH: 5.5-7,0 pH:5,5-7,5
Lluvia (mm) 300 - 400 300 300 - 700
Temperatura (°C) 12-18 7-14 16 - 20
Ciclo de cultivo 115 - 135 180 - 240 110 - 115

(dias)
(Peralta et al., 2010, pp. 2, 25, 34)

1.1.4.4. Composicion quimica

La arveja, el chocho y el fréjol se caracterizan por su alto contenido de proteina
(20 a 46 %, en base seca), lo que determina su importancia en la alimentacion y

en otras aplicaciones como abonos verdes.

En la Tabla 1.5 se presenta la composicién quimica de semillas de arveja, chocho

y fréjol.



1.2.

1.2.1. GENERALIDADES

Las reacciones quimicas en los seres vivos, por lo general, se completan en
milésimas de segundo o, quiza, en menos, bajo condiciones fisicoquimicas

especificas. Los catalizadores bioldgicos son los responsables de esta elevada

Tabla 1.5 Composicion quimica de las semillas de arveja, chocho y fréjol

Componente* Arveja Chocho Fréjol
Proteina (g) 23,30 41,20 21,30
Carbohidratos (g) 60,10 29,40 64,60
Lipidos (g) 4,00 16,00 5,30
Fibra (g) 5,70 8,80 4,40
Calcio (mg) 70,00 90,00 106,00
Fosforo (mg) 303,00 455,00 429,00
Potasio (mg) 880,00 654,00 1 310,00
Sodio (mg) 42,00 32,00 2,00
Hierro (mg) 6,00 10,00 6,10
Vitamina A (mg) 8,67 0,00 3,33
Vitamina C (mg) 30,00 0,00 2,00

*Para 100 g, en base seca
(ANFAB, 2014, p. 1; FUNIBER, 2014, p. 1)

PROTEASAS

velocidad metabdlica (Voet y Voet, 2006, p. 473).

Proteinas especializadas, denominadas enzimas, son catalizadores eficientes que
hacen posible ejecutar
preestablecidas. Sin estos catalizadores las reacciones serian muy lentas para

realizar las actividades celulares necesarias que exige el ritmo metabdlico (Lee,

1996, p. 34).

reacciones complejas en condiciones fisiolégicas
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Blchner, en 1897, demostré que las enzimas extraidas de materia viva también
funcionan en sistemas in vitro, separados de cualquier proceso vivo; con este
descubrimiento se encontré un sinnumero de aplicaciones bioquimicas vy
biotecnoldgicas para las enzimas y se desperto el interés por su estudio (Voet y
Voet, 2006, p. 473).

Durante el siglo pasado se identificaron cerca de 1 500 enzimas con tamarios
moleculares desde 10 000 a 500 000 Dalton (Da). La caracteristica mas
importante de las enzimas es su capacidad de reconocer a uno o pocos sustratos,
incluso en una mezcla compleja de ellos, asi estos fueran isébmeros Opticos. La
estructura tridimensional bien definida que tienen las enzimas hace posible su
especificidad (Voet y Voet, 2006, p. 473).

Las proteasas, también conocidas como enzimas proteoliticas, hidrolizan de
manera especifica los enlaces peptidicos de las proteinas. Son el grupo mas
grande y estudiado de las enzimas, debido a sus aplicaciones en la industria y la
medicina, representan alrededor del 60 % en la comercializacién de enzimas en
todo el mundo (Feijoo y Villa, 2010, p. 1 066).

1.2.2. CLASIFICACION DE LAS PROTEASAS

La comisién sobre enzimas de la Union Internacional de Bioquimica y Biologia
Molecular (IUBMB) establecié un esquema de clasificacion para las enzimas, que
consta de un numero de cuatro digitos y un nombre sintético terminado en “asa”.

Se dividen en seis grandes grupos, segun el tipo de reaccion que catalizan:

Oxidorreductasas
Transferasas
Hidrolasas

Liasas

Isomerasas

U S

Ligasas
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Todas las enzimas pertenecen a uno u otro grupo de entre estos seis grupos,
también conocidos como clase principal, y que corresponde al primer digito de los
cuatro asignados en la nomenclatura de las enzimas, el segundo y tercer digitos
corresponden a subclases y el ultimo, a un numero individual para cada enzima
(Voet y Voet, 2006, p. 484).

Un ejemplo de esta nomenclatura se muestra a continuacion con la tripsina. El
numero asignado a esta enzima es E.C. 3.4.21.4; el primer digito (3) corresponde
a la clase principal (hidrolasas); el segundo digito (4) indica que forma parte del
grupo de las peptidasas; el tercer digito (2) indica que es una serinapeptidasa y el
ultimo digito (1) corresponde al orden de agregacion en la lista de enzimas

serinapeptidasas (Gragera y Martinez, 2008, p. 552).

Las proteasas forman parte del grupo de las hidrolasas (E.C. 3). Actuan sobre
enlaces peptidicos y dan como resultado péptidos mas pequefios y aminoacidos
libres. Segun sus mecanismos cataliticos, se clasifican en cinco clases
principales: aspartico, cisteina, metalo, serina y treoninaproteasas y, segun el sitio
donde hidrolizan al sustrato, se subdividen en exopeptidasas, que actuan en los
extremos N- o C- terminales de las cadenas polipeptidicas, y en endopeptidasas,
que hidrolizan los enlaces peptidicos intermedios (Ajamhassani et al., 2012, p.
368).

La clase asparticoproteasas presenta dos residuos de acido aspartico en el centro
activo y el pH 6ptimo de actividad esta entre 2 y 5, un ejemplo de estas proteasas
es la pepsina. Las proteasas de tipo cisteina involucran, en la catalisis, un grupo
tiol de un residuo de cisteina; para su activacion se requieren agentes reductores
como 2 mercaptoetanol y un pH éptimo entre 3 y 7, un ejemplo de esta clase de
proteasas es la papaina. De igual manera, las serina y treoninaproteasas
presentan residuos de aminodacidos serina y treonina en su centro activo,
ejemplos de serinaproteasas son la tripsina y quimotripsina; mientras que, las
metalo-proteasas requieren de iones metalicos divalentes en su centro activo,
usualmente Zn, como las carboxipeptidasas (Ajamhassani et al., 2012, p. 368;
Alvarado, 2012, p. 36).
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Las proteasas, por lo general, se han asociado a la hidrélisis de proteinas en la
digestion; sin embargo, se ha probado que tienen roles mas complejos en un
sinnumero de actividades fisiologicas en el organismo, como reguladoras del ciclo

y diferenciacion celular, procesos de replicacion viral, entre otros.

Algunas proteasas intervienen en el ciclo reproductivo de parasitos, como el de la
malaria, al romper la membrana de eritrocitos infectados con merozoitos (etapa
inicial del parasito) y permitir la liberacion de estos, que a su vez, invaden a

nuevos eritrocitos para repetir su ciclo reproductivo (Chassaigne, 2001, p. 85).

La proteasa del VIH, interviene en la replicacién del virus del VIH, al hidrolizar
poliproteinas virales precursoras, que dan como resultado algunas proteinas que
forman parte de la estructura propia del virus y otras que intervienen en el proceso

de exportacion hacia la nueva célula huésped (Soto, Gutiérrez y Seas, 2005, p. 1).

A continuacion se presentan algunas caracteristicas de proteasas representativas

como tripsina, quimotripsina, papaina y carboxipeptidasa A.

1.2.2.1. Tripsina

La tripsina (E.C. 3.4.21.4) es una serinaproteasa, que se origina en el pancreas
en forma inactiva como tripsindgeno, se segrega y es activada primero por
enteropeptidasas de la mucosa duodenal y, luego, se activa en forma
autocatalitica en el paso hacia el intestino delgado. La tripsina presenta una
secuencia de 224 aminoacidos, su centro activo esta formado por la triada
histidina (57), serina (195) y aspartato (102) e hidroliza proteinas de manera
especifica en los residuos arginina y lisina. El peso molecular de la tripsina es
23,3 kDa. Las condiciones oOptimas de desempeno estan a temperaturas entre
36,5y 37,5°CypHentre 7y 8 (Voet y Voet, 2006, pp. 176, 545). En la Figura 1.1

se muestra un esquema del plegamiento tridimensional de la tripsina.
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Figura 1.1 Modelo tridimensional de la tripsina
(MEROPS, 2014)

1.2.2.2. Quimotripsina

La quimotripsina (E.C. 3.4.21.1) también es una serinaproteasa de origen
pancreatico, que se sintetiza en forma inactiva como quimotripsindgeno. Se activa
por hidrolisis especifica con tripsina en los enlaces arginina (15) — isoleucina (16).
La triada del centro activo de la quimotripsina es similar a la de la tripsina; sin
embargo, es menos especifica, actia sobre el extremo C- terminal de
aminoacidos aromaticos como fenilalanina, tirosina y triptéfano. Esta formada por
245 aminoacidos presentes en tres cadenas polipeptidicas, unidas por enlaces
disulfuro. El peso molecular de la quimotripsina es 25,0 kDa (Voet y Voet, 2006,
p. 545; Worthington, 2012). En la Figura 1.2 se muestra la disposicion

tridimensional y el centro activo de la quimotripsina.
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Figura 1.2 Modelo tridimensional de la quimotripsina
(MEROPS, 2014)

1.2.2.3. Papaina

La papaina (E.C. 3.4.22.2) es una cisteinaproteasa de origen vegetal, que
hidroliza aminoacidos basicos como leucina, glicina y arginina. En estado natural
su actividad es muy baja, por lo que son necesarios agentes reductores como
2-mercaptoetanol para maximizar su capacidad catalitica. La estabilidad de la
papaina en solucion esta limitada por la presencia de agentes oxidantes, como
iones de metales pesados e incluso el oxigeno atmosférico. EI peso molecular de
la papaina es 23,4 kDa. Las condiciones optimas para la catalisis se obtienen a
temperaturas entre 35y 65 °C y pH entre 3 y 7 (Worthington, 2012). En la Figura

1.3 se muestra la estructura tridimensional y el centro activo de la papaina.
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Figura 1.3 Modelo tridimensional de la papaina y representacion de su centro activo
(Feijoo y Villa, 2010, p. 1 068).

1.2.2.4. Carboxipeptidasa A

La carboxipeptidasa A (E.C. 3.4.17.1) es una metaloproteasa que actua sobre el
extremo C- terminal de un polipéptido o proteina. Al igual que la tripsina y la
quimotripsina, es de origen pancreatico, por tal razén también se la conoce como
exopeptidasa pancreatica (CPA-1). Posee un ion de zinc en el centro activo, que
puede ser desplazado facilmente por otro metal divalente, esta alteracién puede
provocar la pérdida total de actividad. La carboxipeptidasa A presenta una
secuencia sencilla de 307 aminoacidos y un peso molecular de 34,4 kDa (Fersht,
1998, pp. 314-317). En la Figura 1.4 se muestra un esquema del plegamiento

tridimensional de la carboxipeptidasa A.



16

Figura 1.4 Modelo tridimensional de la carboxipeptidasa A
(MEROPS, 2014)

1.2.3. INHIBIDORES DE PROTEASAS

1.2.3.1. Generalidades

Toda sustancia que reduce la actividad enzimatica se puede llamar inhibidor.
Existen inhibidores como los taninos polifendlicos, que se unen a las enzimas
para limitar su actividad de manera poco especifica; mientras que, otros
inhibidores de caracter proteico pueden inhibir enzimas de forma muy
especializada. La inhibicion puede ser reversible, si la enzima recupera su
actividad catalitica por completo, luego de la accién del agente inhibidor, o
irreversible, si la enzima se afecta de tal forma que ya no puede recuperar su

actividad (Morales y Troncoso, 2012, p. 239).

Las proteinas que actuan como inhibidores enzimaticos presentan algunas
funciones importantes en los organismos vivos, como reguladores de la actividad

celular o como mecanismos de defensa (Vera, 2007, p. 409).
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Los inhibidores de proteasas (IPs) son proteinas solubles, de bajo peso
molecular, en su mayoria termoestables, de origen animal o vegetal, su estudio es
de gran importancia, ya que las enzimas que inhiben pueden estar involucradas
en procesos como la digestion, la diferenciacion celular, la defensa inmunolégica,

la apoptosis, la cicatrizaciéon de heridas, entre otros.

Los IPs de origen vegetal se encuentran, en su mayoria, en las hojas y semillas,
como mecanismo de defensa que al ser ingeridos provocan dificultades
digestivas, razéon por la cual también se los conoce como factores
antinutricionales; no obstante, se han descubierto aplicaciones importantes en la
biotecnologia, biomedicina y en el diagndstico o terapéutica de enfermedades
como el cancer, el Alzheimer; desordenes inmunoldgicos; infecciones parasitarias,
fungicas y virales, como la malaria, el VIH y la hepatitis; entre otras (Conlan, 2000,
p. 1; Garcia et al., 2009, p. 76).

Read y Hass (1930) identificaron actividad inhibidora de tripsina en un extracto de
soya (Glycine max), luego Kunit (1946) aisl6é un inhibidor con el mismo efecto. Las
leguminosas son la principal fuente vegetal de inhibidores de proteasas; aunque,
también se han encontrado en cereales y muestras animales. Los estudios se han
realizado en su mayoria sobre la inhibicibn de tripsina, por ser una de las
principales proteasas digestivas (Morales y Troncoso, 2012, p. 239). Las
investigaciones actuales sobre IPs se han direccionado, especialmente, a la
farmacologia, con descubrimientos como el antihipertensivo captopril que derivd
en enalaprilato y luego en el farmaco comercial conocido como enalapril
(Avendafio, 2009, pp. 59, 63).

A mediados del siglo XX se iniciaron una serie de estudios sobre IPs, con el afan
de aprovechar sus caracteristicas y wusarlos como farmacos, frente a
enfermedades como el cancer, en la década de los 70, y el VIH, a partir de los 80
(Conlan, 2000, p. 1).
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1.2.3.2. Inhibidores de proteasas en plantas

A lo largo de la evolucion, las plantas han desarrollado mecanismos de defensa
contra el ataque de factores bidticos como plagas y enfermedades o abidticos
como sequias e inundaciones. La estrategia de defensa se basa en adaptaciones
estructurales, generacion de sustancias quimicas o modificaciones metabdlicas,
todas influenciadas por el entorno, que obligan a desarrollar caracteristicas

especificas para la sobrevivencia (Blanco y Aguirre, 2002, p. 3).

Los IPs son una respuesta quimica que las plantas generan contra el ataque de
plagas, estan preformados o pueden sintetizarse, de manera inducida, luego del
ataque del patdgeno. Estas reacciones de defensa son complejas y especificas,
de tal manera que la diversidad bioquimica de las mismas es muy amplia. Los
mecanismos de defensa que desarrolla una planta son unicos (Blanco y Aguirre,
2002, p. 3; Vivanco, Cosio, Loyola y Flores, 2005, p. 68).

Los IPs interfieren con los procesos digestivos de los insectos que consumen
alguna parte de la planta, al dificultar la actividad de sus proteasas digestivas vy,
por consiguiente, la adecuada absorcibn de aminoacidos esenciales. Esta
alteracion provoca disminucion en el crecimiento y desarrollo de las plagas. Otros
estudios reportan efectos adversos como baja absorcion de nitrogeno y

agrandamiento del pancreas (Habib, 2007, p. 70).

Las semillas son la principal fuente de IPs en las plantas. Varios estudios
identificaron inhibidores de tripsina, quimotripsina y carboxipeptidasa, en semillas
de Glycine max, Hordeum vulgare, Solanum tuberosum, Triticum aestivum, Zea
mays, entre otras fuentes. Aunque en menor proporcion, también se han
encontrado IPs en otras partes de las plantas como hojas, tallos y raices (Habib,
2007, p. 71).
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1.2.3.3. Clasificacion de los IPs

Los IPs se pueden clasificar por su mecanismo de accion o por la proteasa que
inhiben. La base de datos MEROPS (clasificacién de peptidasas e inhibidores)
divide a los IPs en 85 familias y 26 subfamilias o clanes, de acuerdo con algunas
caracteristicas que determinan el mecanismo de accion, como la secuencia de

aminoacidos, pliegues y dominios de la cadena polipeptidica (Rawlings, 2008).

Los IPs también se pueden clasificar segun el tipo de proteasa que inhiben, en
inhibidores de cisteina, serina, metalo, treonina y asparticoproteasas, este
agrupamiento es mas general; sin embargo, los inhibidores de serinaproteasas
son el grupo mas estudiado, por su actividad sobre tripsina y subtilisina, la primera
que se encuentra en microorganismos, plantas y animales; y, la segunda, en

bacterias (Rawlings, 2008).

1.2.3.4. Caracterizacion de los IPs

Luego del proceso de obtencidn de un inhibidor es importante determinar
caracteristicas basicas de la biomolécula, como su peso molecular, tipo de

inhibicién y la dosis inhibitoria media (ICsp).

a) Determinacién del peso molecular: El peso molecular puede ser determinado
mediante electroforesis, que consiste en la movilidad de una particula cargada a
través de un medio de dispersion, por la influencia de un campo eléctrico. La
velocidad de migracion es directamente proporcional a la diferencia de potencial,
y a la carga neta de la particula, e inversamente proporcional a la resistencia del
medio de dispersién. Este principio también se aplica para determinar el punto
isoeléctrico, grado de pureza, verificacion de la estrategia de obtencion vy

concentracién de la muestra (Voet y Voet, 2006, p. 156).

La electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE es la técnica mas comun

para determinar pesos moleculares de biomoléculas. La poliacrilamida es un
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soporte inerte, transparente, de propiedades uniformes, y de facil preparacion

segun los requerimientos de la muestra a analizar (Voet y Voet, 2006, p. 156).

La concentracion de poliacrilamida en los geles depende del peso aproximado
que tenga la muestra. Para determinar pesos moleculares bajos (menores a
10 kDa), se requieren geles con porcentajes de poliacrilamida entre 15y 20 %;
mientras que, para moléculas con pesos elevados (mayores a 50 kDa), es

necesario preparar geles que contengan 7,5 % o menos (Lomonte, 2002, p. 95).

Las muestras a analizar se desnaturalizan previamente, con reactivos como
2-mercaptoetanol y dodecil sulfato de sodio (SDS). Este ultimo, por ser anfipatico,
ademas confiere carga a las proteinas, caracteristica importante para la correcta
movilidad, puesto que si las proteinas se acercan al punto isoeléctrico no

migraran (Lomonte, 2002, p. 95).

Durante la corrida electroforética, las proteinas de mayor peso molecular migran
lentamente y se depositan en la parte superior del gel; mientras que, las
pequefas avanzan mas rapido y se ubican en la parte inferior del gel. Bajo esta
I6gica, las proteinas se distribuyen a lo largo del gel de acuerdo con su peso
molecular (Garcia, 2000, p. 36).

Luego de la corrida electroforética los geles se fijan, tifien y decoloran en
soluciones que contienen acido acético glacial y etanol. El proceso de tefiido se
realiza con azul de bromofenol, azul de Coomasie o con nitrato de plata, si la
concentracién de proteina es baja. Para la determinacion del peso molecular es
necesario correr en uno de los carriles una solucion estandar (mezcla de
proteinas de peso molecular conocido) que servira como referencia, para el

correspondiente analisis comparativo (Lomonte, 2002, p. 95).

Otra técnica para determinar el peso molecular de proteinas es la espectrometria
de masas (MALDI TOF), que consiste en ionizar la muestra, en fase gaseosa, a
través de un campo eléctrico de alto voltaje (70 eV). A continuacion, las moléculas

cargadas pasan por un sistema de aceleracion que aumenta su energia cinética,
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luego atraviesan un campo magnético variable que curva su trayectoria de
acuerdo con su carga y masa. Las moléculas chocan contra un detector que los
contabiliza y envia la informacion a un ordenador para que grafique el numero de
colisiones (abundancia relativa) versus la masa dividida para la carga (Hoftmany
Stroobant, 2007, pp. 1, 3y 5).

Esta técnica es de mayor sensibilidad que la electroforesis, presenta un espectro
a detalle de cada molécula, incluso en concentraciones en el orden de ppb; sin
embargo, en la fase de ionizacion las particulas pueden fragmentarse y generar

picos adicionales en el espectrograma (Hoftman y Stroobant, 2007, p. 1).

b) Tipo de inhibicidn e ICs: Por otra parte, también es muy importante identificar
el tipo de inhibicidbn que genera la biomolécula en estudio. La bibliografia
especializada, por lo general, identifica tres tipos de inhibicion: competitiva, no

competitiva y mixta.

La inhibicion competitiva hace referencia a la competicion que existe entre el
sustrato y el inhibidor por el centro activo de la enzima. Este tipo de inhibicion se
limita por la concentracién de sustrato. En la inhibicién no competitiva, la molécula
inhibidora se une con la enzima en un lugar diferente al centro activo, el mismo
que se distorsiona por la accién del inhibidor, asi la enzima pierde su actividad
sobre el sustrato. Por ultimo, en la inhibicidon de tipo mixto, el inhibidor se une a la
enzima cuando esta libre o ya se ha formado el complejo enzima-sustrato, y su

accion limita la formacion del producto (Nelson y Cox, 2009, p. 207).

Para identificar el tipo de inhibicion se requiere de un estudio cinético que
determine la variacion de las constantes cinéticas Km y Vs en presencia y
ausencia de la sustancia inhibidora. EI comportamiento de las reacciones
catalizadas por enzimas fue determinado por Michaelis-Menten, en un modelo
sencillo que involucra al sustrato, la enzima, el complejo enzima-sustrato y el

producto.
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Michaelis-Menten también analizaron el cambio de la velocidad de reaccién en
funcién de la concentracion de sustrato y establecieron el valor de Km como la
concentracion de sustrato requerida para alcanzar la mitad de la velocidad

maxima de reaccion (Voet y Voet, 2006, p. 493).

La ecuacion que rige el modelo de Michaelis-Menten fue linealizada por Hans
Lineweaver y Dean Burk mediante sus inversos. Esta modificacion algebraica
facilita la determinacion de Km y Vnax, que al graficar, el valor de corte con el eje
de las ordenadas corresponde al inverso de la Vnax; Y 1a pendiente corresponde al

coeficiente entre Km y Vs (Nelson y Cox, 2009, p. 208).

En la Tabla 1.6 se muestran las variaciones que experimentan las constantes

cinéticas Km y Vax, de acuerdo con el tipo de inhibicion.

Tabla 1.6 Variacion de las constantes cinéticas Km y V¢ segln el tipo de inhibicion

Constantes cinéticas

Km Vma’lx

Tipo de inhibicion

Competitiva Aumenta | Constante

No competitiva | Constante | Disminuye

Mixta Aumenta | Disminuye
(Voet y Voet, 2006, pp. 501, 502)

En la Figura 1.5 se ilustran las graficas de los dobles reciprocos de los tres tipos

de inhibicién competitiva, no competitiva y mixta
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Figura 1.5 Representaciones graficas de los dobles reciprocos a) inhibicion competitiva,
b) inhibicion no competitiva, c) inhibicién mixta
(Voety Voet, 2006, pp. 501, 502)

Las variaciones que experimentan las constantes cinéticas dependen del tipo de

inhibicion y se modifican por un factor a 0 @’ que cambia su denominacion a Vax

aparente o Km aparente, como se muestra en la Tabla 1.7.

Tabla 1.7 Variacion de Km y V54 segun el tipo de inhibicion

Tipo de inhibicion | Km aparente | V. aparente
Sin inhibidor Km Vinax
Competitiva o Km Vimax

o\ Km Vina
No competitiva — B
o a
. Km Vina
Mixta oc : o
o a

(Nelson y Cox, 2009, p. 210)
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La constante de inhibicion Ki representa el grado de afinidad que tienen el
inhibidor y la enzima. El valor de Ki se calcula mediante la relacién entre el factor

a o a’ y la concentracion del inhibidor, segun la Ecuacion 1.1.

a=(1+%) [1.1]

Por otra parte, se define al IC5o como la concentracion de una solucién inhibidora
requerida para disminuir la actividad enzimatica a la mitad. Copeland et al.,
(2005), determinan el valor de 1C5o como el valor de Ki en soluciones con actividad

enzimatica parcialmente purificadas (p. 1 948).

1.2.3.5. Aplicaciones de los inhibidores de proteasas

Los IPs estan involucrados en todos los niveles de organizacion de la vida. Una
célula no sobreviviria mucho tiempo sin la accion reguladora de los IPs. A partir
de su descubrimiento, se han realizado estudios sobre varias fuentes de
inhibidores y sus posibles aplicaciones en la agricultura, biotecnologia y en

especial en la medicina (Avendafio, 2009, p. 59).

Las investigaciones desarrolladas por Kunitz (1946) dieron inicio al desarrollo de
métodos de obtencion y el analisis de numerosas fuentes de IPs. En la década de
los 70, Cushman y Ondetti obtuvieron el captopril, un farmaco para regular la
hipertension que es un inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina |, cuya

estructura es similar a la caboxipeptidasa A (Avendano, 2009, p. 63).

En la década de los 80, las investigaciones académicas e industriales se
centraron en identificar inhibidores de la enzima transcriptasa inversa, que es la
responsable de la replicacion viral del VIH. La constante mutacion del virus
ocasionada por el proceso normal de su reproduccioén, dificulté encontrar un solo
inhibidor capaz de detener el ataque viral, asi es que la comunidad cientifica optd

por usar un “coctel” de inhibidores. En 1996 se presentdé un estudio que
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demuestra que pacientes infectados con VIH y tratados con una mezcla de IPs,

redujeron la cantidad del virus en la sangre a niveles indetectables (Conlan, 2000,

p. 4).

Estudios mas recientes demuestran que los IPs suministrados contra el VIH

también disminuyen en un 40 % el riesgo de recurrencia de malaria en pacientes

infectados con este virus.

En la Tabla 1.8 se muestran algunos inhibidores de proteasas y sus nombres

comerciales, asi como la fecha de su aprobacion por la FDA.

Tabla 1.8 Inhibidores comerciales y su aprobacion por la FDA

Inhibidor de proteasa

Nombre comercial

Fecha de aprobacion

Saquinavir Invirase Diciembre, 1995
Ritonavir Norvir Marzo, 1996
Indinavir Crixivan Marzo, 1996
Nelfinavir Viracept Marzo, 1997
Saquinavir Fortovase Noviembre, 1997
Amprenavir Agenerase Abril, 1999
Lopinavir/Ritonavir Kaletra Septiembre, 2000
Atazanavir Reyataz Junio, 2003
Fosamprenavir Lexiva Octubre, 2003
Etravirina Intelence Enero, 2008
Rilpivirina Edurant Mayo, 2011
Abacavir, dolutegravir y Triumeq Agosto, 2014
lamivudina

(FDA, 2014)

Los inhibidores de proteasas que se muestran en la Tabla 1.8 actuan sobre la

proteasa del VIH, que es una enzima compuesta de dos cadenas poliproteinicas

idénticas unidas de forma no covalente, que actua sobre dos proteinas

precursoras de la replicacion viral (Soto, Gutiérrez y Seas, 2005, p. 1)
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Otras aplicaciones importantes que tienen los IPs se han desarrollado en la
agricultura, como una alternativa al uso de pesticidas tradicionales que, al no ser

especificos, causan dafios a organismos superiores (Blanco y Aguirre, 2002, p. 1).

Molina (2010, p. 17) obtuvo un inhibidor de aspartico proteasas de Hypothenemus
hampei (broca del café), los ensayos se realizaron con semillas de Lupinus
bogotensis, Amaranthus hypochondriacus, Phaseolus acutifolius, Phaseolus
coccineus, entre otros. La mayor actividad inhibidora la encontré con el extracto

de L. bogotensis.

1.3. PURIFICACION DE PROTEINAS A ESCALA PILOTO

1.3.1. GENERALIDADES

La estrategia para la purificacién de proteinas depende del uso posterior que
tendra la biomolécula; si es para investigacion, es necesario priorizar su pureza
sobre el rendimiento o, si el fin es industrial, es importante tener altos
rendimientos a bajo costo; sin embargo, para usos terapéuticos, la pureza y el
rendimiento son importantes. Otros factores como la fuente de la proteina, su
ubicacion intra o extracelular, su estado (nativa o desnaturalizada), entre otros,

determinaran las etapas en el proceso de extraccion (Voet y Voet, 2006, p. 136).

En la purificacion se pueden establecer algunos procedimientos generales;
primero, se define un ensayo especifico que identifique la actividad bioldgica de la
proteina, para luego de cada etapa de purificaciéon determinar los porcentajes de
rendimiento y verificar, si en efecto, se purificd. Luego se elige la matriz biolégica
adecuada, se extrae el grupo proteinico de la fuente, se aisla la proteina de
interés, se concentra, estabiliza y, finalmente, se caracteriza la biomolécula
(Alvarez, 2005, p. 4).

El desarrollo de un producto comercial se basa en la experimentacion a escala de

laboratorio, cuando los resultados son favorables, se plantea un escalamiento
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progresivo hasta su produccién industrial. Para escalar un proceso se pueden

seguir dos mecanismos que se ejemplifican en el esquema de la Figura 1.6.

Escala de laboratorio A\L

Modelos matematicos Prueba y error

v 1

Cuantificacion de
errores

Escala de planta piloto

—>| Produccion a escala J
industrial

Figura 1.6 Procedimientos para escalar desde laboratorio a produccion industrial
(Anaya y Pedrazo, 2008, p.33)

Escalar los procesos mediante una planta piloto disminuye costos y establece un
mecanismo mas seguro en la inversion, que se requiere para poner en marcha un

proceso productivo (Anaya y Pedrazo, 2008, p. 33).

1.3.2. METODOS DE PURIFICACION DE PROTEINAS

La purificacion de proteinas es una tarea compleja, dado que las fuentes
contienen sustancias diferentes con similares caracteristicas. Generalmente, la
cantidad de proteina de interés corresponde a un porcentaje minimo del peso
seco de la fuente y que, a menudo, se desea llevar a purezas mayores al 90 %.
Los métodos de purificacion de proteinas se basan en propiedades como tamafo
molecular, solubilidad, carga iénica, polaridad y afinidad (Voet y Voet, 2006, p.
135; Vita, 2014, p. 1).

Los procedimientos que se pueden adoptar para la purificacion de proteinas, de

acuerdo con sus propiedades, se muestran en la Tabla 1.9.
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Tabla 1.9 Métodos de purificacion de proteinas

Propiedades Procedimientos

- Dialisis

N - Electroforesis en gel
Tamafio molecular .
- Cromatografia de exclusion molecular

- Ultrafiltracion centrifuga

- Precipitacion con sales

.. - Precipitacion son solventes organicos
Solubilidad C
- Precipitacion por pH

- Tratamiento térmico

- Cromatografia de intercambio i6nico
Carga i6nica - Electroforesis
- Isoelectroenfoque

- Cromatografia de absorcion
) - Cromatografia en papel

Polaridad 8 bap
- Cromatografia en fase reversa

- Cromatografia de interaccion hidrofobica

Afinidad - Cromatografia de afinidad
(Voet y Voet, 2006, p. 139)

Para purificar una proteina es necesario aplicar una serie de procedimientos
independientes, consecutivos, que aprovechen sus propiedades fisicoquimicas.
También es importante establecer uno o varios ensayos para medir la actividad
bioldgica y asi cuantificar el grado de purificacion luego de cada procedimiento
(Vita, 2014, p. 8).

1.3.2.1. Cromatografia de exclusion molecular

La cromatografia de exclusion molecular, también conocida como filtraciéon en gel,
se fundamenta en la separacién de moléculas por su tamano. El proceso
cromatografico consta de dos fases; una moévil, que es la solucién a fraccionar y
una fase fija o estacionaria, que es una matriz sélida formada por microesferas
porosas (Voet y Voet, 2006, p. 144).
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Las moléculas de mayor tamafio no ingresan a los poros de la matriz y pasan
primero; mientras que, las moléculas pequefias siguen una ruta mas sinuosa que
retarda su paso. En las fracciones cromatograficas las moléculas se ordenan por
su tamafio de mayor a menor. Con esta técnica también se puede estimar la
masa molecular, de acuerdo con el volumen relativo de elucién (Fagain, 2013,

p. 2). En la Figura 1.7 se ilustra esta distribuciéon molecular.
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Figura 1.7 Representacion esquematica de la cromatografia de exclusion molecular
(Vita, 2014, p. 4)

1.3.2.2. Ultrafiltracion centrifuga

La técnica de ultrafiltracion centrifuga se basa en la separacion a través de
membranas semipermeables, de tamafio de poro conocido. Esta técnica se usa
tanto para fraccionamiento como para concentracion de proteinas. El
fraccionamiento de la soluciéon proteica se produce por centrifugacion a
velocidades entre 2 000 y 10 000 x g. Segun las especificaciones de poro de la
membrana, las proteinas de mayor tamafio forman el retenido; mientras que, las

proteinas de menor o igual tamafio, el permeado (Almécija, 2007, p. 56).

El fraccionamiento también depende del pH y de la fuerza iénica de las muestras,
puesto que las proteinas presentan diferencias en su estructura tridimensional a

diferentes valores de pH y fuerza iénica; es asi que, a distintos valores de pH, una



30

misma proteina puede estar en el retenido o en el permeado (Almécija, 2007,
p. 125).

La ultrafiltracion centrifuga es una técnica que no contamina ni diluye las
muestras, a diferencia de otros métodos, como la precipitacién con sales o
solventes organicos. Sin embargo, es necesario tomar en cuenta variables como
el pH, la fuerza idénica o las interacciones proteina-proteina y proteina-membrana
(Havlicek y Novak, 2013, p. 88).

La ultrafiltracién también se puede aplicar de forma tangencial; es decir, el fluido a
filtrar recircula tangencialmente sobre la superficie de la membrana, mediante
presion. Asi se evita la colmatacion de la membrana y se permite su reutilizacion
en el proceso. Esta técnica es facilmente escalable desde laboratorio hasta una

planta de produccién industrial (Almécija, 2007, p. 56).

1.3.2.3. Precipitacion son solventes organicos

La adicion de un solvente organico, miscible en agua, a la solucion proteica
provoca la precipitacién de proteinas de acuerdo con la concentracion final del

solvente en la mezcla (Sigma-Aldrich, 2006, p. 1).

El principal efecto para la precipitacion es la disminucion en la actividad de agua
en la solucion, el agua se inmoviliza al hidratar al solvente, asi la solubilizacion de
las proteinas disminuye hasta que se agregan y consecuentemente precipitan
(Primo, 2005, p. 990).

Los solventes a utilizar, para la purificacion de proteinas, deben ser
completamente miscibles en agua, no reaccionar con la proteina y tener un buen
efecto precipitante. Los solventes mas utilizados son la acetona, etanol, metanol,
TCA, entre otros (Primo, 2007, p. 990).
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Para la precipitacion, la temperatura debe ser menor a 10 °C, para evitar la
desnaturalizacion de las proteinas provocada por el solvente al interactuar con la
estructura proteica, que es mas flexible cuanto mas alta es la temperatura.
Solventes como los alcoholes de cadena larga provocan este fendmeno con mas
frecuencia (Primo, 2007, p. 990).

1.3.2.4. Tratamiento térmico

La estabilidad térmica de algunas proteinas es una propiedad que facilita su
purificacion. No es posible generalizar sobre la termoestabilidad de las proteinas,
en consecuencia, es posible purificar aquellas que presentan mayor estabilidad a
altas temperaturas, como los inhibidores de proteasas que son estables a

temperaturas entre 60 a 80 °C, durante 30 min (Brenes y Brenes, 1993, p. 10).

La temperatura y el pH no son independientes en la precipitacion de proteinas, ya
que la temperatura de desnaturalizacion depende del pH de la solucién (Voet y
Voet, 2006, p. 137).

1.3.2.5. Cromatografia de afinidad

La cromatografia de afinidad es una de las técnicas de mayor poder resolutivo
debido a la capacidad que tienen las proteinas para unirse de manera altamente

selectiva y reversible a otra biomolécula.

El procedimiento consiste en inmovilizar quimicamente una biomolécula (ligando)
a una matriz inerte de manera covalente. La matriz corresponde a la fase fija o
estacionaria de la cromatografia. La solucién que contiene la proteina de interés,
o fase movil, pasa a través de la matriz, en donde dicha proteina se liga de
manera especifica a la molécula inmovilizada. Las impurezas son eluidas de la
columna por arrastre con un tampdn. Para recuperar la proteina de interés se

modifican las condiciones cromatograficas, como el pH o también se puede pasar
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a través de la matriz otra biomolécula con mayor afinidad por el ligando (Voet y
Voet, 2006, p. 148). En la Figura 1.3 se esquematiza la cromatografia por
afinidad.

C‘|
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Figura 1.8 Representacion esquematica de la cromatografia de afinidad
(Acikara, 2013, p. 3)

1.3.3. PRODUCCION DE BIOMOLECULAS A ESCALA PILOTO

La produccion a escala piloto se define como un nivel de produccion intermedio
entre el laboratorio y la produccion industrial. Esta compuesta de un conjunto de
procesos que funcionan como un todo, para fabricar en serie un producto que fue
definido en el laboratorio y que tiene perspectivas industriales (Anaya y Pedrazo,
2008, p. 32).

La escala piloto también puede tener otros objetivos en la produccién; para probar
la aceptabilidad de un producto en el mercado; o, definir algunas variables de un
proceso especifico, que no pueden ser determinadas en el laboratorio (Quijano,
1995, p. 107).

Para desarrollar un proyecto de disefio de plantas sea a escala piloto o industrial,
se definen una metodologia y un esquema que organiza las etapas del disefio.
Existen varios métodos, pero todos coinciden en dividir al disefio en tres paquetes

de ingenieria: conceptual, basica y detalle (Bernal, 2005, p. 22).
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1.3.3.1. Ingenieria conceptual

En la ingenieria conceptual se plantea el problema, se buscan y analizan
principios y conceptos que contribuyan con la solucién, se identifican las
restricciones, se valoran las propuestas y se conceptualizan las ideas que se

materializaran en las siguientes etapas (Bernal, 2005, p. 22).

La primera fase de la ingenieria conceptual es la definicién del producto, que
incluye propiedades fisicas como la presentacion, tamafo, tipo de empaque,
aspecto en general y propiedades quimicas como grado de pureza, componentes,
entre otros, que tendra el producto. Sin embargo, todas estas variables pueden
modificarse con la fase de estudio de mercado, que sirve para identificar el
potencial grupo consumidor, sus requerimientos y preferencias con respecto al
producto, asi como también las ventajas que se pueden ofertar sobre la

competencia, si la hubiere (Miranda, 2004, p. 279).

Cuando se ha definido el producto se analizan las alternativas tecnoldgicas. Esta
fase contempla la factibilidad tecnolégica de cada operacion unitaria y sus
condiciones de trabajo como: tiempo, presién, temperatura, etc. Algunos procesos
o lineas de produccién se pueden llevar a cabo con diferentes equipos, esta
flexibilidad permite escoger una alternativa tecnolégica, mas bien, en funcion de
intereses econdémicos o de facilidad de operacion; no obstante, las condiciones de
operacion de los equipos no siempre se detallan en catalogos o fuentes
bibliograficas y es necesario utilizar programas de simulaciéon o realizar pruebas
preliminares a escala de laboratorio, para definir la mayor cantidad de variables
(Bernal, 2005, p. 23).

Las caracteristicas de la materia prima e insumos también influyen en la eleccion
de las alternativas tecnoldgicas, porque depende de las propiedades fisicas,
quimicas, condiciones de almacenamiento o procesamiento previo que pueden

requerir (Casp, 2005, p. 31).
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En la etapa de conceptualizacion también se identifican y describen los servicios
industriales. Este término hace referencia a fluidos de calentamiento,
enfriamiento, combustible, agua y energia eléctrica, requeridos en algun proceso,
pero que no forman parte del producto a elaborar (Bernal, 2005, p. 24; Casp,
2005, p. 33).

La capacidad de la planta se define por el estudio de mercado y la proyeccion de

crecimiento de las ventas.

La localizacidon geografica de la planta depende de factores como disponibilidad
de materia prima, facilidad de transporte, ubicacién de mercado, suministro de
agua y energia, restricciones legales, entre otros. Si existe mas de una alternativa
viable para ubicar la planta, es recomendable usar una matriz de decision que
cuantifique los factores ponderados de acuerdo con el grado de importancia. La
localizacion de la planta tendra influencia directa en el éxito o fracaso del proyecto
(Bernal, 2005, p. 26).

1.3.3.2. Ingenieria basica

El disefio de la ingenieria basica es un estudio de pre-factibilidad técnico que
analiza las operaciones unitarias del proceso, la seleccidon y secuencia légica de
los equipos, para establecer las bases de la ingenieria de detalle. Esta etapa
comienza con la descripcion del alcance del proyecto para definir las actividades a
realizar, también se identifican los estandares, normas técnicas y sistema de
unidades a utilizar (Casp, 2005, p. 35).

a) Balances de masa y energia, una vez que se ha seleccionado la alternativa
tecnoldgica y definido la capacidad de produccion de la planta, se realizan los
balances de masa y energia para cuantificar los requerimientos de materia prima,
insumos y servicios industriales, también se determinara la cantidad de residuos y
desechos que se generan. Para desarrollar los balances de masa y energia es

necesario que se hayan definido las condiciones de operacién en cada proceso,
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mediante simulacion, revision bibliografica o pruebas preliminares (Smith, 2005,
p. 5).

Los balances de masa y energia sirven también para calcular el espacio fisico de
la planta y establecer el flujo de materia prima, productos intermedios y
terminados. Mientras menos supuestos se planteen en los requerimientos de
masa y energia, menor serd la diferencia entre los valores calculados y los reales
(Smith, 2005, p. 5).

b) Diagramas de proceso, la secuencia de las operaciones y equipos se pueden
representar a través de diagramas de proceso, que son una herramienta de
lenguaje en la ingenieria y que enlazan y muestran las corrientes de entrada y
salida en cada operacion unitaria. Los diagramas mas comunes en el disefio de

plantas son:

= Diagrama de bloques (BFD), muestra una abstraccion de las operaciones
unitarias en forma de bloques interconectados en la direccion del flujo del

proceso, sin hacer referencia a equipos especificos.

= Diagrama de flujo (PFD), esquematiza los equipos de las lineas principales
y auxiliares de la produccion, muestra informacion relevante de las
corrientes. En una tabla complementaria se indican a detalle las

propiedades y lo que transporta cada corriente.

= Diagrama de instrumentacion y tuberias (P&ID), detalla valvulas, bombas,

tuberias y accesorios de la planta.

= Planimetrias del area de produccion y planta completa (LAY OUT), detalla
la distribucion de los equipos en el area de produccién y la distribucién de
las areas dentro de la planta.
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Los diagramas BFD, PFD y LAY OUT son herramientas de la ingeniera basica;
mientras que, el diagrama P&ID se utiliza en la ingenieria de detalle (Walker,
2009, pp. 15-17).

c) Seleccion de equipos, con los resultados del balance de masa, se determina
la capacidad de los equipos, a este valor se agregan dos adicionales, uno de
acuerdo con la proyeccién de crecimiento de la planta y otro de seguridad que
fluctua entre el 10 y 30 %. La capacidad solo es uno de los factores para la
seleccién de equipos, también hay que tomar en cuenta caracteristicas propias de
cada operacion unitaria, por ejemplo, en una molienda el grado de humedad y

contenido de grasa determinaran el tipo de molino (Casp, 2005, p. 134).

Cuando se han establecido la capacidad y los factores de cada equipo es posible
seleccionarlos mediante catalogos o, si son muy especificos, disenarlos y
construirlos. Cuando la seleccion es mediante catalogo, las hojas de
especificaciones técnicas deberan contener informacién acerca del material de
construccion, dimensiones, parametros de disefio, principio de funcionamiento,
precio, tiempo de entrega, entre otros, que asegure la correcta seleccion del
equipo (Casp, 2005, p. 134).

1.3.3.3. Ingenieria de detalle

El disefio de ingenieria de detalle es una etapa de pre-factibilidad técnica en la
que se especifican las caracteristicas del proceso de produccion, que se
establecio en la ingenieria basica. Su estudio define a detalle e integra tuberias
accesorios e instrumentacién a la tecnologia de procesamiento. También describe
areas de apoyo a la produccidon como servicios generales, areas sanitarias y
externas (Smith, 2005, p. 649).

a) Diseno de tuberias, para disefar el sistema de tuberias se analiza el diagrama

PFD que especifica la direccién y composicion de las corrientes y, en funcién de
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este, se realiza el diagrama PI&D, en el cual se detallan las tuberias y el fluido

que transportan en la planta (Smith, 2005, p. 649).

Una tuberia queda perfectamente detallada si se sabe su material de
construccion, diametro nominal, diametro interno, numero de cédula, longitud y
temperatura de trabajo. Las tuberias se identifican por colores y pueden ser de
material polimérico o metalicas, su eleccion depende de las propiedades del fluido
a transportar. El acero inoxidable es el material de uso mas frecuente por su
resistencia térmica, mecanica y quimica a la corrosion por acidos y humedad. Al
transportar vapor es necesario aislar la tuberia con lana de vidrio o poliuretano,
para evitar las pérdidas de calor, el radio critico del aislante depende del material
de la tuberia, su diametro y longitud (Perry, 1999, pp. 2 430 - 2 432).

b) Accesorios primarios, secundarios e instrumentacién, se consideran
accesorios primarios a las valvulas manuales y a las bombas, y secundarios a las
trampas de vapor, codos, neplos, uniones, etc. Las valvulas de uso mas frecuente
son de tipo compuerta, esfera, mariposa y globo, su eleccion se basa en el control
que se requiera sobre el fluido. Las bombas también presentan una gran variedad
de tipos; sin embargo, su eleccidon se basa no solo en el flujo que se requiere, sino

también en las caracteristicas del fluido (Perry, 1999, pp. 2 433 - 2 4306).

La instrumentacion detalla los lazos de control automatico que se colocan en
algunos procesos. Un lazo de control consta de un sensor que detecta un cambio
en la variable a controlar y envia una sefial al controlador que compara este valor
con el establecido como referencia y ordena al agente de control (valvulas,

interruptores) las acciones correctivas (Perry, 1999, p. 2 582).

c) Diseiio de areas externas, sanitarias y servicios generales, existen areas
de apoyo a la produccién, en donde se realizan actividades complementarias de

logistica, administracién, investigacion, desarrollo e innovacion de producto.

Las areas sanitarias son imprescindibles para el normal funcionamiento de la

planta, generalmente se ubican como un paso obligatorio al ingresar al area de



38

produccion; sin embargo, se encuentran correctamente delimitas. En este sector,
el personal se prepara y provee de la indumentaria adecuada antes del ingreso al

area de produccion (Casp, 2005, p. 14).

El area de servicios generales comprende las oficinas, en donde se desempefian
actividades administrativas y de logistica, que direccionan la produccion de

acuerdo con la demanda del mercado (Casp, 2005, p. 14).

El laboratorio de control de calidad y desarrollo de producto tiene influencia
directa sobre los procesos. La produccion a escala piloto requiere de un
laboratorio de investigacion fuerte que interactue con las actividades en planta e
intercambie informacion con el afan de mejorar las caracteristicas del producto o
plantear alternativas de nuevos productos. La versatilidad de las plantas a escala
piloto permite realizar cambios considerables en su ordenamiento y distribucién,
para adoptar nuevas lineas de produccién o mejorar las existentes (Quijano,
1995, p. 107).



2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1.

2.1.1.

2.1.2.

MATERIALES Y EQUIPOS

MATERIALES

Celdas de cuarzo de volumen reducido para espectrofotometria.
Columna de vidrio de 50 cm de longitud.

Columna PD-10, Sephadex G25M, Pharmacia.

Dispositivos de ultrafiltracion centrifuga, Amicon Ultra, volumen 15 mL,
tamano de poro 10 y 50 kDa.

Micropipetas de 50 a 1 000 pL.

Semillas de amaranto, arveja, chocho, fréjol y sangorache.

Tubos de ensayo.

Tubos Eppendorff.

Tubos para centrifuga.

Unidades de filtracion, Hydrophilic PVDF 0,45 pym, Millipore Millex-HV.
Kitasato.

Embudo Biichner.

EQUIPOS

Balanza analitica, DENVER, 210 g, 0,1 mg.

Bano termostatico, Memmert, modelo DIN 40 050, 100 °C.

Bano ultrasénico, Branson, modelo 1 510.

Bomba de vacio, Thermo, modelo 420-2 901, 0,02 HP.

Bomba peristaltica, GILSON, modelo Miniplus 2.

Centrifuga, Clay Adams, 2 800 x g.

Centrifuga, WIFUG, modelo 2 000E, 5 200 rpm.

Equipo de cromatografia, Pharmacia, modelo LKB-FRAC 100.

Equipo PhastSystem Electrophoresis, Pharmacia, modelo 80-1 320-15.
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2.1.3.

Espectrofotémetro Uv-Vis, Hitachi, modelo U-1 900.

Estufa, Memmert, modelo DIN 40 050-IP 20.

Molino manual, CORONA, modelo GR-120.

Plancha de agitacion magnética, Thomas, modelo 215, 900 rpm.
pHmetro, HANNA, modelo HI3 220.

Rotavapor, IKA, modelo RV10B599.

REACTIVOS

Acetato de sodio, grado analitico, MERCK.

Acido acético glacial, grado analitico, Monterrey.

Acido bérico, grado analitico, MERCK.

Acido clorhidrico, grado reactivo 38 %, J.T. Baker.

Acido etilendiaminotetraacético (EDTA), grado analitico, J.T. Baker.
Acido tricloroacético, grado analitico, SIGMA.

Acrilamida, grado electroforesis, Fluka, BioChemika.

Albumina bovina, pureza 96 %, SIGMA.

Azul brillante de bromofenol, grado electroforesis, FisherBioTech.

Azul brillante de Coomasie R 250, grado electroforesis, FisherBioTech.

Bisacrilamida, grado electroforesis, Fluka BioChemika.
Carboxipeptidasa A, > 50 unidades/mg, SIGMA.
Caseina, grado analitico, MERCK.

Cloruro de potasio, 99 % de pureza, SIGMA.

Dimetil formamida, 99 % de pureza, MallincKkRODT.
Dodecil sulfato de sodio, grado electroforesis, SIGMA.
Estandar de proteinas 2,56 a 17,2 kDa, Pharmacia.
Estandar de proteinas 6 a 180 kDa, Pharmacia.
Fosfato diacido de sodio, grado analitico, MERCK.
Hidréxido de sodio, grado analitico, MERCK.
L-cisteina, 97 % de pureza, SIGMA.

Matriz de afinidad tripsina-glioxil-sepharosa 6B-CL.

2-Mercaptoetanol, grado electroforesis, MERCK.

40
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= N-a Benzoil, L-arginil p-nitroanilida (BApNA), grado analitico, SIGMA.
= Papaina, 3,18 U/mg, BioChemika.

= Peryodato de sodio, grado analitico, BDH.

= 1-Propanol, pureza 99 %, BDH.

= Quimotripsina, >40 unidades/mg, SIGMA.

= Sulfato cuprico pentahidratado, pureza 99 %, Fluka, BioChemika.

= Tripsina, 1:250, GIBCO.

= Tris HCI, grado analitico, Fisher.

= Yoduro de potasio, pureza 99 %, Panreac.

2.2. OBTENCION DE EXTRACTOS ACUOSOS CLARIFICADOS A
PARTIR DE SEMILLAS DE AMARANTO (Amaranthus caudatus
L.), ARVEJA (Pisum sativum L.), CHOCHO (Lupinus mutabilis),
FREJOL (Phaseolus vulgaris L) Y SANGORACHE (Admaranthus
hybridus L.)

Las semillas de amaranto (Amaranthus caudatus L.), arveja (Pisum sativum L.),
chocho (Lupinus mutabilis), fréjol (Phaseolus vulgaris L.) y sangorache
(Amaranthus hybridus L.), originarias de la region Andina del Ecuador, fueron
cultivadas, beneficiadas y donadas por el Departamento de Produccién de
Semillas del Instituto Nacional Auténomo de Investigaciones Agropecuarias
(INIAP), Estacion Santa Catalina.

Luego de la recepcion, las semillas fueron molidas hasta obtener particulas

menores a 1 mm.

2.2.1. DESENGRASADO DE LAS HARINAS DE LAS SEMILLAS

La grasa de las harinas se retird6 mediante una extraccién sdlido-liquido con

1-propanol, como solvente, en una relacién harina:solvente 1:4; la mezcla se
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mantuvo en agitacion durante 30 min. Luego, se filtré6 en un embudo Buchner
conectado a un kitasato y este a una bomba de vacio. Para todas las semillas fue
necesario repetir el ensayo, hasta que el filtrado no presento turbidez. Las harinas
desengrasadas fueron secadas en una estufa a 30 °C, durante 24 h (Mosquera,
1999, p. 40).

Se realizé la recuperaciéon del solvente, mediante destilacion, en un rotavapor a

65 °C. El 1-propanol recuperado se reutilizé en el proceso.

2.2.2. OBTENCION DE EXTRACTOS CRUDOS DE LAS HARINAS DE LAS
SEMILLAS

La harina desengrasada de cada semilla se suspendidé en una solucion tampdn
fosfato de sodio 50 mM, en una relacion harina:tampoén 1:5, por el lapso de 1,5 h,
con agitacion constante. Luego, la mezcla se centrifugé a 850 x g, durante 30 min.
El sobrenadante se ultrafiltré6 a través de una membrana de 50 kDa, con
centrifugacién a 2 800 x g, durante 1 h. Se descart6 el retenido. Se recolectd el
permeado de la membrana, al que se designdé como extracto crudo (Munoz,
2011, p. 26).

El pH de la solucién tampdén se ajusté con una soluciéon de NaOH 0,5N, de
acuerdo con el pH 6ptimo de trabajo de cada enzima, de la siguiente manera;
para tripsina, quimotripsina y carboxipeptidasa A el pH de trabajo fue 7,5;

mientras que, para papaina el pH de trabajo fue 6,5 (Sigma Aldrich, 2014).

2.2.3. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA

La determinacion de la concentracion proteica en los extractos, para todas las
etapas de purificacion, se realizdé espectrofotométricamente por el método de
absorcion en el ultravioleta (Aitken y Learmoth, 2002, p. 3) o el método de Biuret

(Fernandez y Galvan, 2006, p. 4), que se describen a continuacion.
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2.1.1.1. Método de absorcion en el ultravioleta

Para la determinacion de la concentracion proteica mediante el método de
absorcion en el ultravioleta, se colocaron 1,5 mL de muestra, en una celda de
cuarzo de volumen reducido, y se midi6 la absorbancia a 280 nm, frente a la
solucion tampon fosfato, como blanco. Cuando la lectura fue mayor a 1, se
realizaron diluciones de la muestra con el mismo tampdn. El célculo de la
concentracion de proteina se realizd mediante la Ecuacion 2.1. En el Anexo | se

presenta un ejemplo de calculo.

f

DOsg0* -
Pl L [2.1]
Donde
[PI: Concentracion de proteina (mg/mL),
DOxs0: Lectura de absorbancia a 280 nm,
f: Factor de dilucion, cuando fue necesario,
L: Longitud que atraviesa la luz en la celda (cm),
E: Coeficiente de extincion de la muestra a 280 nm. Se considerd un

valor arbitrario de 1,0 (mg/mL)™ cm™.

2.1.1.2. Método de Biuret

Para la determinacion de la concentracidon proteica mediante el método de Biuret,
se realiz6 una curva de calibracién con una solucién estandar de albumina bovina
(20 mg/mL). Se anadiéo 1 mL de reactivo Biuret a las muestras y a las soluciones

estandar, que se prepararon como se indica en la Tabla 2.1.
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Tabla 2.1. Protocolo para la determinacion de la concentracion proteica por el método de

Biuret
Reactivos
Numero de | Sol. Estandar Agua R. Biuret
tubo (uL) (uL) (mL)
1 100 0 1
2 75 25 1
3 50 50 1
4 25 75 1
Blanco 0 100 1
Muestra
5 100 0 1

(Fernandez y Galvan, 2006, p. 4)

Las soluciones se agitaron y se midio la absorbancia a 545 nm, frente al blanco

que se indica en la Tabla 2.1.

Para preparar el reactivo de Biuret se disolvieron 1,90 g de CuS0O4.5H,0 y 3,35 g
de NaEDTA en 350 mL de agua. Luego se adicionaron 200 mL de NaOH 5N y
1,00 g de KI, como estabilizante (Fernandez y Galvan, 2006, p. 6).

Se construyd la curva de calibracién Absorbancia vs. Concentracion de proteina vy,
con la ecuacion de la linea de tendencia, se determind la concentracion de
proteina, en mg/mL, de los extractos en todas las etapas de purificacion. En el

Anexo | se presenta la curva de calibracion y un ejemplo de calculo.

2.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD INHIBIDORA
FRENTE A CARBOXIPEPTIDASA A, PAPAINA O
QUIMOTRIPSINA, EN LOS EXTRACTOS OBTENIDOS

La actividad inhibidora (Al) fue definida como la diferencia de actividad enzimatica
determinada en presencia del inhibidor, respecto a la actividad enzimatica

detectada en ausencia de él.
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2.3.1. ACTIVIDAD INHIBIDORA FRENTE A TRIPSINA DEL EXTRACTO DE
SEMILLAS DE SANGORACHE

Se realizaron pruebas preliminares para comparar la actividad inhibidora frente a
tripsina del extracto crudo de semillas de sangorache, con N-benzoil-arginil-p-
nitroanilida (BApNA), como sustrato, versus la actividad inhibidora producida por

el mismo extracto crudo en tripsina con caseina, como sustrato.

2.3.1.1. Determinacion de la actividad inhibidora frente a tripsina, producida por el

extracto crudo de semillas de sangorache, con BApNA como sustrato

Primero, se determind Ila actividad proteolitica de la tripsina mediante
espectrofotometria, segun el método desarrollado por Earlanger et al. (1961),
modificado por Mufioz (2011) y que utiliza BApNA como sustrato. En una celda de
cuarzo se realiz6 una mezcla de 3,05 mL de tampodn fosfato de sodio 50 mM pH
7,5 con 0,1 mL de una solucion de tripsina en tampon (5 mg/mL). Para iniciar la
reaccion se adicionaron 0,05 mL de BApNA, disuelto en dimetil formamida (DMF),
(5 mg/mL). Se agité suavemente el contenido de la celda y se midié el cambio de

la absorbancia a 410 nm, cada 15 s, durante 3 min (p. 25).

Para preparar el blanco de la reaccion se procedié del mismo modo descrito
anteriormente, pero la solucién de enzima se reemplazé con tampén fosfato de

sodio.

Para calcular la actividad proteolitica de la tripsina en U/ml se utilizé la Ecuacion

2.2 (Reina, 2000). En el Anexo Il se presenta un ejemplo de calculo.

_ADOg19 100XV

AE At exLxVy

[2.2]
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Donde

AE: Actividad enzimatica (U/mL),

%: Pendiente del grafico absorbancia vs. tiempo,

1000: Factor de conversion,

Vr Volumen total de la mezcla, 3,2 mL,
Coeficiente de extincién de p-nitroanilina a 410 nm (8 800 M'cm™),
Longitud que atraviesa la luz en la celda (cm),

Ve: Volumen de la enzima que participa en la reacciéon (mL).

Luego, se midid la actividad de tripsina en presencia del extracto crudo de
semillas de sangorache, con el mismo procedimiento anteriormente descrito; en el
cual se reemplazaron 0,6 mL de tampdn fosfato de sodio por extracto crudo
obtenido de semillas de sangorache. El volumen final de la mezcla en la celda

siempre fue 3,2 mL (Mufioz, 2011, p. 27).

2.3.1.2. Determinacion de la actividad inhibidora frente a tripsina, producida por el

extracto crudo de semillas de sangorache, con caseina como sustrato

La actividad inhibidora producida por el extracto crudo de semillas de sangorache
en tripsina, con caseina como sustrato, se determiné mediante el método descrito
por Becker, Makkar y Siddhuraju (2007, p.7), modificado.

Para cuantificar la actividad de la tripsina en ausencia del inhibidor, se colocaron
en un tubo de ensayo 0,5 mL de solucién de tripsina (1 mg/mL), con 0,5 mL de
tampén fosfato de sodio 50 mM, a pH 7,5. La mezcla se llevd a un bano
termostatico a 37 °C, se agregé6 1 mL de solucion de caseina al 1 % (p/v),
precalentada a 37 °C, y se mantuvo 10 min, con agitacion moderada. La reaccion
fue terminada subitamente con 3 mL de una solucién que contenia 1,8 % de acido

tricloroacético (TCA), 1,8 % de acetato de sodio y 2,0 % de acido acético glacial.
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La mezcla se mantuvo en el bano termostatico a 37 °C durante 30 min
adicionales, para procurar la precipitacion. Luego se filtré y se midié la

absorbancia del filtrado a 275 nm frente al blanco.

Para preparar el blanco se procedié del mismo modo antes descrito, pero se

agrego primero la solucién con TCA y luego la solucién de caseina.

La actividad enzimatica de tripsina, con caseina como sustrato, se calculd
mediante la Ecuacién 2.3 (Becker, Makkar y Siddhuraju, 2007, p.9). Un ejemplo

de calculo se presenta en el Anexo Il.

h
Ac= [2.3]
© (0,172
Donde
Ac: Actividad de la enzima (U/mL),
h: Promedio de las lecturas de absorbancia a 275 nm.

La actividad proteolitica de tripsina en presencia del extracto crudo de semillas de
sangorache se determiné con el mismo método descrito al iniciar esta seccion. En
este caso, el tampdn fosfato de sodio 50 mM, se reemplazé con 0,5 mL de

extracto crudo de semillas de sangorache.

Los ensayos se realizaron por triplicado. Cada repeticién se experimenté en tubos

paralelos para asegurar la reproducibilidad de los resultados.
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2.3.2. ACTIVIDAD INHIBIDORA FRENTE A CARBOXIPEPTIDASA A,
PAPAINA Y QUIMOTRIPSINA PRODUCIDA POR LOS EXTRACTOS
CRUDOS

A partir de la comparacién de la actividad inhibidora de la tripsina frente al
extracto de semillas de sangorache, con BApNA como sustrato, versus la
actividad inhibidora producida por el mismo extracto en tripsina con caseina,
como sustrato, se adapt6 el método de Becker, Makkar y Siddhuraju (2007, p. 7),
descrito en el Anexo 1.2, segun la naturaleza de las enzimas y extractos

estudiados, como se indica en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2. Condiciones de las enzimas y extractos para la determinacion de la actividad
inhibidora seglin el método establecido por Becker, Makkar y Siddhuraju

Enzima CPA Quimotripsina Papaina
Parametros
Volumen de enzima (mL) 0,5 0,5 0,1
Conc-entraclon de 50,0 40,0 1000.0
enzima(pg/mL)
Volumen de extracto (mL) 0,5 0,4 0,7
pH 7,5 7,5 6,5

Las soluciones de CPA y quimotripsina se prepararon en tampon fosfato de sodio
50 mM; mientras que, la de papaina se prepar6 en tampédn fosfato de sodio
100 mM que contenia cisteina 50 mM y EDTA 20 mM, como agentes activadores
y estabilizantes (Sigma Aldrich, 2013).

2.3.2.1. Determinacion de la actividad inhibidora frente a CPA producida por los
extractos crudos de las cinco especies, bajo nuevas condiciones de

experimentacion

Para verificar si el volumen de CPA o extracto tiene influencia en la inhibicién se
plante6 un nuevo disefio experimental 32, para cada semilla, en el cual los

factores fueron el volumen de la enzima y el volumen del extracto. Los niveles
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fueron 500, 750 y 1 000 uL. El ensayo de la actividad inhibidora se desarrolld
segun el método de Becker, Makkar y Siddhuraju (2007, p. 7), descrito en el
Anexo Il. El analisis estadistico de los resultados se realizé como se indica en el

acapite 2.3.4.

2.3.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD INHIBIDORA ESPECIFICA

Para medir el nivel de pureza de los extractos en las diferentes etapas, se
determiné la actividad inhibidora especifica (AIE), como la actividad inhibidora por
unidad de masa. La AIE se calculé6 mediante la Ecuacion 2.4 (El-Yassin, 2012,

p. 2). Un ejemplo de calculo se presenta en el Anexo I1.4.

Al
AlE= [2.4]

2.3.4. SELECCION DE LOS EXTRACTOS CON MAYOR AIE PARA
CARBOXIPEPTIDASA A, PAPAINA O QUIMOTRIPSINA

Se selecciond el extracto que presentd la mayor actividad inhibitoria especifica
para cada una de las proteasas, mediante un disefo experimental unifactorial
completamente al azar, donde la variable fue la semilla: amaranto, arveja, chocho,

fréjol y sangorache. El parametro de control fue la actividad inhibidora especifica.

Los ensayos se realizaron por triplicado. Cada repeticidon se ensayo en paralelo;
los resultados se analizaron con el programa Statgraphics Centurion XV,
mediante el test de rangos multiples, con un nivel del 95 % de confianza, segun el
método de Fisher, para determinar las diferencias significativas entre las medias,

la desviacién estandar y el coeficiente de variacion.

De los resultados obtenidos para la actividad inhibidora especifica se seleccion6
el extracto que presentd la mayor actividad inhibidora de cada proteasa y luego se

uso para ser purificado selectivamente.
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2.4. PURIFICACION Y CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE
LA FRACCION INHIBIDORA MAS ACTIVA DE CADA UNA
DE LAS PROTEASAS

2.4.1. PURIFICACION DEL EXTRACTO INHIBIDOR MAS ACTIVO FRENTE A
CADA UNA DE LAS PROTEASAS

Los extractos crudos que presentaron mayor actividad inhibidora fueron
nuevamente filtrados con una membrana de 10 kDa, a 2 800 x g, durante 30 min.
Se determind la concentracion de proteina, la actividad inhibidora y la actividad
inhibidora especifica de los permeados y retenidos de la filtracion. Luego fueron
tratadas a 60 °C, por 30 min, y con TCA, de acuerdo con los métodos

desarrollados por Mufioz (2011, pp. 30,31).

Las fracciones que presentaron mayor actividad inhibidora se purificaron por
cromatografia liquida, en una matriz de tripsina-glioxil-sepharosa 6B-CL, de
acuerdo con lo planteado por Echeverria (2014), segun el protocolo que desarrollé
Bonzén (1996, p. 36), modificado por Quinchuela (2013, pp. 31-42).

En todas las etapas se determiné el grado de purificacion, que se define como el
coeficiente entre los valores de AIE que se obtienen luego y antes del proceso de

purificacion.

2.4.2. CONCENTRACION DE LAS MUESTRAS POR EVAPORACION

Las muestras fueron concentradas en un rotavapor, a una temperatura de 55 °C,
una presion de vacio de 6 Pa, durante 4 min. El volumen de la muestra fue
reducido 4 veces. Este procedimiento se efectud para obtener la concentracion de
proteina minima (5 mg/mL), que se requiere para la determinacion del peso

molecular mediante electroforesis.
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2.4.3. CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LA FRACCION INHIBIDORA
MAS ACTIVA DE CADA UNA DE LAS PROTEASAS

2.4.3.1. Determinacion del peso molecular de la fraccion inhibidora mas activa de

cada una de las proteasas

Se realizé una corrida electroforética preliminar de los extractos crudos de las
semillas de fréjol y chocho de acuerdo con el método desarrollado por Félix, 2008,

(pp. 43-46). El procedimiento se detalla en el Anexo lll.

La determinacion del peso molecular de la fraccién inhibidora que presenté mayor
actividad en cada proteasa, se desarroll6 mediante la técnica de electroforesis
(SDS—-PAGE), segun el método de Laemmli (1970, pp. 680-685), modificado. Las
corridas electroforéticas se realizaron en un equipo Pharmacia PhastSystem

Electrophoresis, sobre un gel prefabricado.

Primero, fue necesario realizar corridas electroforéticas al 12,5; 15,0; y 20,0 % de
poliacrilamida, para determinar la concentracién adecuada donde se observd una

correcta migracion de las proteinas que se usaron como estandares.

Las muestras a analizar se prepararon con el mismo tampon de muestra que se
us6 con los extractos crudos. Los estandares utilizados correspondieron a
proteinas de bajo peso molecular y péptidos, que generan cinco bandas desde
2,56 hasta 17,20 kDa.

El gel se depositd en la camara para la corrida electroforética. La corrida durd
90 min, luego el gel se revel6 mediante los procesos de fijacion, tefido y
decoloracion, que duraron 45 min. Para obtener bandas bien definidas, el gel se

depositdé en un recipiente con agua destilada, durante 48 h.

Los geles fueron escaneados para la determinacion de los pesos moleculares,
mediante la comparacién de su movilidad electroforética con la movilidad de los

estandares.
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2.4.3.2. Determinacion del valor de ICsy de la fraccion inhibidora mas activa de cada

una de las proteasas

Para determinar el ICso se procedio de la siguiente manera:

Se prepararon soluciones de caseina al 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 y 2,5 % en condiciones
desnaturalizantes, como se indica en el Anexo Il; para cada concentracion de
sustrato se determind la actividad enzimatica y la actividad inhibidora frente a tres
concentraciones de la fraccion enriquecida con el inhibidor, mediante el método
de Becker, Makkar y Siddhuraju (2007, p. 7), descrito en el Anexo Il.

Para determinar las constantes de Michaelis-Menten (Km) y las velocidades
maximas (Vmax) se obtuvieron las ecuaciones de Michaelis-Menten que se
linealizaron segun el método de Lineweaver-Burk. Se realizaron los graficos de
dobles reciprocos, se compararon los valores de Km y Vs« entre los obtenidos en
ausencia del inhibidor y los obtenidos a tres concentraciones del mismo para

determinar el tipo de inhibicion.

El valor de Ki se establecié como el valor de ICs9 que se determiné mediante las
ecuaciones 2.4, 2.5, 2.6, 2.7 (Nelson y Cox, 2009, p. 210).

Vméx

Vméxaparente = o [24]
L ]

Ki'= = 2.
=7 [2.9]

Kmaparente= a Km [2-6]
_ (]

Ki= Gj [27]

Donde
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Vméx aparente: Velocidad maxima en presencia del extracto inhibidor (U/mL),

Vinax: Velocidad maxima (U/mL),

a Relacion entre Vmax y VmaXaparente,

Ki": Constante de inhibicion o valor de I1Csq',

[n: Concentracion del inhibidor (mM),

Km: Constante de Michaelis-Menten,

KMaparente: Constante de Michaelis-Menten en presencia del extracto
inhibidor,

a: Relacion entre Kmgparente Y Km,

Ki: Constante de inhibicion o valor de ICsp (mM).

2.5. ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD DE LAS SOLUCIONES
CONCENTRADAS DEL INHIBIDOR MAS ACTIVO FRENTE A
LA TEMPERATURA DE ALMACENAMIENTO

Se incubaron soluciones concentradas de los inhibidores seleccionados a las
temperaturas de - 20 °C (congelamiento), 4 °C (refrigeracién) y 17 °C (ambiente),
durante 4 semanas. Al inicio y luego de cada semana de almacenamiento se
tomaron alicuotas para determinar la actividad inhibidora, segun el método
descrito en el Anexo 1.2 (Echavarria, 2008, p. 287).

El andlisis estadistico, se realizé con el programa Statgraphics Centurion XV, en
el cual se calculd la desviacion estandar de la actividad inhibidora y mediante el
test de rangos multiples con un nivel del 95 % de confianza, se determinaron las

diferencias estadisticas significativas entre las medias.

2.5.1. CALCULO DE LA CONSTANTE DE INACTIVACION

La constante de inactivacién (Kin;) se determind a partir del grafico Actividad

Inhibidora vs. Tiempo, que se supone sigue un modelo de decaimiento de primer
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orden. Ademas, se considero el valor de R?> mayor a 0,95 en la linealizacion del

grafico. Se calculd la constante de inactivacion segun la Ecuacion 2.8.

Al = Aq e¥intt [2.8]
Donde

Al: Actividad inhibidora,

Ao: Actividad inicial,

Kint: Constante de inactivacion,

t: tiempo en semanas.

2.6. DISENO DE UNA PLANTA PILOTO PARA LA OBTENCION
DE INHIBIDORES PURIFICADOS DE CARBOXIPEPTIDASA
A, PAPAINA O QUIMOTRIPSINA

Se disefid una linea de produccion a escala piloto para la obtencién de 5 L/dia de
solucién inhibidora semipurificada, que en este estudio se denominara planta
piloto, en la cual se determinaron las operaciones unitarias requeridas para el
proceso, se establecié la capacidad de procesamiento, segun la posible demanda
de individuos infectados con malaria durante los proximos dos afnos en Ecuador.
Se calcularon los balances de masa y energia, de acuerdo con la capacidad de

produccion. Luego se seleccionaron los equipos, mediante catalogo.

La cantidad de vapor y el dimensionamiento del caldero se determinaron segun el

balance de energia, mediante las Ecuaciones 2.9y 2.10.
Q = mvapor x Lv [2.9]

_ Energia total requerida
Capacidad del caldero = [2.10]

Tiempo que interviene la energia en los procesos
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Donde

Q: Cantidad de energia necesaria (kJ/d),

m vapor: Masa de vapor, (kg/d),

Lv: Calor latente de vaporizacion (2 171,73 kJ/kg), a 40 psiy 130,68 °C.

También se realizaron los diagramas de bloques del proceso de produccién (BFD)
y de flujo del proceso tecnolégico (PFD), asi como la distribucién del area de
produccion (LAY OUT). Por ultimo, se disefaron las areas administrativas,

sanitarias y exteriores.

2.7. EVALUACION DE LOS COSTOS DEL PROYECTO

Se realizé una estimacion de los costos para la obtenciéon de los extractos con
actividad inhibidora a escala piloto. Los costos del proyecto se estimaron para una
produccion de 5 L/dia de solucion, con actividad inhibidora de quimotripsina y
papaina. Los costos de los equipos, reactivos e insumos se determinaron de
acuerdo con las cotizaciones emitidas por empresas relacionadas con la
fabricacion e importacion de equipos, reactivos e insumos para la industria
alimenticia y farmacéutica (Sapag y Sapag, 2003, p. 232). El costo de las

semillas se determind segun las cotizaciones emitidas por el INIAP.

Por otra parte, se considerd el costo de la energia eléctrica y agua potable
necesarios para el funcionamiento de la planta piloto, con base en las tarifas
fijadas por las respectivas empresas que suministran estos servicios en Ecuador
(Sapag y Sapag, 2003, p. 236). El costo de mano de obra se determiné segun los

salarios fijados en la legislacion ecuatoriana (Sapag y Sapag, 2003, p. 238).

Por ultimo, se estimé el costo por mL para la obtencion de los extractos, a escala
piloto, mediante la sumatoria de los costos de las materias primas, los reactivos e
insumos, costo de la instalacion de la planta piloto y su operacion, calculados

como se indico anteriormente.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS CRUDOS A PARTIR DE
SEMILLAS DE AMARANTO, ARVEJA, CHOCHO, FREJOL Y
SANGORACHE

La presente investigacion se desarrollé con semillas de amaranto, arveja, chocho,
fréjol y sangorache. Esta seleccion de bas6 en estudios anteriores, como el
desarrollado por Mufoz (2011), que evidencid la presencia de inhibidores de
tripsina, principalmente en chocho (L. mutabilis, var. INIAP-450 Andino), fréjol (P.
vulgaris, var. INIAP-414 Yunguilla), arveja (P. sativum, var. INIAP-432 Lojanita),

entre otros (p. 73).

El amaranto (Amaranthus caudatus L.) y el sangorache (Amaranthus hybridus L.)
tienen un elevado contenido de proteinas. Segun el estudio desarrollado por
Gomez (2013) en las semillas de estos pseudo cereales también se ha

identificado un alto contenido de inhibidores de proteasas (p. 14).

3.1.1. DESENGRASADO DE LAS HARINAS DE LAS SEMILLAS

Luego de la recepcion, las semillas fueron molidas y apropiadamente empacadas

para evitar que se humedezcan o contaminen.

La grasa de las harinas de las semillas se retir6 con 1- propanol, como solvente,
segun se detalla en el acapite 2.2.1. Fue necesario repetir el procedimiento hasta
que el solvente filtrado no presentdé turbidez. En la Tabla 3.1 se muestra el
numero de veces que se repitio el ensayo para cada semilla y el rendimiento que

se obtuvo.
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Tabla 3.1. Numero de contactos harina-solvente para la extraccion de grasa de las harinas
de las semillas y su rendimiento

Tipo de semilla Contactos Peso inicial (g) | Peso final (g) | Masa removida (g)
Amaranto 6 25,00 23,84 1,16
Arveja 4 25,00 24,06 0,94
Chocho 10 25,00 21,96 3,04
Fréjol 7 25,00 23,83 1,17
Sangorache 4 25,00 23,81 1,19

Segun las tablas de composicién de alimentos de la FAO, el contenido de grasa
de amaranto, arveja, chocho, fréjol y sangorache es 7, 4, 16, 5 y 6 %,
respectivamente. De acuerdo con esta informacion, el porcentaje de grasa total
removida de las semillas fue aproximadamente para amaranto del 66,28 %, arveja
del 94,00 %, chocho del 76,00 %, fréjol del 93,60 % y sangorache del 79,33 %.

Aliaga (2007) senal6 que el desengrasado es, sin duda, favorable en el proceso
de purificacion de inhibidores que provienen de materias primas con contenidos
de grasa mayores al 2 % (p. 97). Asi mismo, Betancur, Guerrero, Hernandez y
Marrufo (2012) determinaron que el desengrasado aumentdé la composicion
proximal de proteina cruda de 28,01 al 65,60 % en harina de Jatropha curcas,
la enzima

cuyos hidrolizados proteinicos se usaron en la inhibicion de

convertidora de Angiotensina | (p. 388).

3.1.1. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS CRUDOS DE LAS HARINAS DE LAS
SEMILLAS Y DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE
PROTEINA

Luego de la homogenizacidén se obtuvieron aproximadamente 10 mL de extracto
crudo. Los resultados de la concentracion de proteina de los extractos crudos
determinada con los métodos de absorcion en el ultravioleta y Biuret, descritos en

el acapite 2.2.3, se presentan en la Tabla 3.2.
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El analisis estadistico se realiz6 como se indica en el acapite 2.3.4.

Tabla 3.2. Concentracion de proteina en mg/mL de los extractos crudos, determinada
segin los métodos de absorcion en el ultravioleta y Biuret.

[P] (mg/mL)
Tipo de semilla | Apgorcion en el Método de
ultravioleta Biuret
Amaranto 9,40 +0,12° 8,34 +0,16"
Arveja 9,59 + 0,58 6,35 = 0,09
Chocho 28,63 +0,53* 25,06 + 0,14°
Fréjol 11,63 +0,36° 8,28 +0,22F
Sangorache 5,12 +0,28° 4,59 +0,11"
Xto (n=3)
Letras distintas en la tabla sefalan diferencias estadisticas
significativas (p< 0,05)

Todas las semillas registran valores de concentracidon de proteina mas altos,
cuando se emplea el método de absorcidn en el ultravioleta; esto se deberia a las
interferencias que existen en las lecturas de la absorbancia a 280 nm. Ademas
existen diferencias estadisticas significativas en la concentracion de proteina de

cada semilla, determinada por los dos métodos.

Fernandez y Galvan (2006) senalan que el método de absorbancia en el
ultravioleta, pese a ser rapido y no destructivo, proporciona solo una estimacion
de la concentracién de proteina; a diferencia del método de Biuret, en el cual

interfieren pocas sustancias no proteicas, por consiguiente es mas confiable
(p. 4).

Si bien existen diferencias significativas en la concentracion de proteina
determinada por los dos métodos hay una correspondencia en los resultados, es
asi que el extracto crudo de chocho presenta mayor concentracion de proteina y

el extracto crudo de sangorache la menor concentracion, con los dos métodos.
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3.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD INHIBIDORA
FRENTE A CARBOXIPEPTIDASA A, PAPAINA O
QUIMOTRIPSINA, EN LOS EXTRACTOS OBTENIDOS

3.2.1. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD INHIBIDORA FRENTE A TRIPSINA
EN EL EXTRACTO CRUDO DE SANGORACHE, CON CASEINA Y
BApNA COMO SUSTRATOS

Echeverria (2014) determind la actividad inhibidora de tripsina, con extractos
obtenidos de las mismas semillas usadas en el presente trabajo. EI mejor
resultado de actividad inhibidora fue encontrado en el extracto de sangorache con
BApNA como sustrato (p. 100).

Para establecer un procedimiento general a ser aplicado en los ensayos
posteriores de actividad inhibidora frente a carboxipeptidasa A, papaina y
quimotripsina, con los extractos crudos de las cinco semillas, con caseina como
sustrato. Se realizaron pruebas preliminares para determinar la actividad
inhibidora generada por el extracto crudo de sangorache, frente a tripsina, con
BApNA como sustrato, segun lo descrito en el acapite 2.3.1.1. Este valor se
relaciond con la actividad inhibidora frente a tripsina producida por el mismo
extracto, con caseina como sustrato, segun el procedimiento descrito en el

acapite 2.3.1.3.

Se obtuvo un valor de actividad inhibidora de 355,30 + 15,20 mU/mL, con BApNA
como sustrato, y un valor de 64,74 + 1,45 U/mL, con caseina como sustrato, que

corresponden al 91,58 y 87,94 % de inhibicién, respectivamente.

Del mismo modo, en otros trabajos, como el desarrollado por Zamora (2003), se
determiné la actividad inhibidora de quimotripsina producida por extractos de
Canavalia ensiformis, con caseina como sustrato (p. 2). Sigma-Aldrich (2014)

también usd caseina como sustrato en sus ensayos para la determinacion de



60

inhibidores de tripsina, quimotripsina y papaina provenientes de extractos de soya
(Glycine max) (p.3).

Estos resultados muestran que se puede determinar la inhibicion del extracto
crudo de sangorache sobre tripsina, con los dos sustratos. De acuerdo con estos
analisis, se establecid que el procedimiento descrito en el acapite 2.3.1.1 y
detallado en el Anexo Il, es adecuado para determinar también la inhibicion frente
a carboxipeptidasa A, papaina y quimotripsina, con los extractos de semillas de

amaranto, arveja, chocho, fréjol y sangorache, con caseina como sustrato.

3.2.2. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD INHIBIDORA FRENTE A PAPAINA
PRODUCIDA POR LOS EXTRACTOS DE AMARANTO, ARVEJA,
CHOCHO, FREJOL Y SANGORACHE

Los resultados de la actividad proteolitica de papaina (AEpapaina), la actividad
inhibidora (Al), concentracion de proteina ([P]) y la actividad inhibidora especifica

(AIE), se muestran en la Tabla 3.3.

La actividad inhibidora producida por los extractos crudos de las cinco semillas
frente a papaina, se determiné segun el protocolo establecido por Becker, Makkar

y Siddhuraju (2007, p. 7), que se detalla en el Anexo Il.

Tabla 3.3. AEpaina, AL, [P] y AIE producida por los extractos crudos de las cinco especies
frente a papaina

Especies AE papaina (U/mL) | AI (U/mL) [P] (mg) AIE (U/mg)
Amaranto 20,47+0,67° | 8,34+0,16" 2,45 £0,08°
Arveja 20,57+0,74® | 6,35+0,09¢ 3,24+0,12°8
Chocho 58,20 + 1,89 11,78 £ 0,85 | 25,06 +0,14" 0,47 +0,03"
Fréjol 40,95+ 1,22 | 828+0,22" 4,95+0,15"
Sangorache 11,83+£0,59° | 4,59+0,11° 2,58 0,13
X£6 (n=6)

Letras distintas en la misma columna sefialan diferencias estadisticas significativas (p < 0,05)
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La actividad proteolitica de papaina sobre caseina, en las condiciones
establecidas, fue de 58,20 U/mL, con un coeficiente de variacién del 3,24 %, en

las seis lecturas que se tomaron.

Los extractos crudos de las cinco especies presentaron inhibicion de papaina. La
Al de las semillas de amaranto y arveja no mostraron diferencias significativas, los
dos con valores cercanos a 20 U/mL con un coeficiente de variacién de 3,50 %
aproximadamente, lo que representa un porcentaje de inhibicion del 35 %. La Al
lograda por los extractos crudos de chocho y sangorache, que tampoco muestra

diferencias significativas entre si, provocan un porcentaje de inhibicion del 20 %.

Por su parte, la Al del extracto crudo de fréjol fue de 40,95, con un coeficiente de
variacion del 2,98 %, que representa el mayor porcentaje de inhibicidon encontrado
con el 70,36 %.

Molina (2010) determindé que el extracto crudo de fréjol (Phaseolus vulgaris)
inhibi6 en un 80 % a a-amilasas y en un menor porcentaje a algunas
asparticoproteasas de la broca del café (p. 72), este resultado también corrobora

la existencia de inhibidores en fréjol.

La Tabla 3.3 también presenta la actividad inhibidora especifica, para cuya
determinacién se consideraron los resultados de concentracion de proteina
obtenidos con el método de Biuret, por ser el que presenta menores interferencias
y, por tanto, genera resultados mas confiables. EI menor valor de AIE
correspondio al extracto crudo de chocho con 0,47 £ 0,03 U/mg, esto se debe a
que su Al es baja y el contenido proteico es alto, con relacion a las demas
semillas. El amaranto y el sangorache no presentaron diferencias significativas en
la AIE, pese a que el amaranto gener6 un 73 % mas de inhibicién, pero con una
concentracién de proteina 81,7 % mayor a la concentracion de proteina del

sangorache.

La actividad inhibidora especifica del extracto crudo de arveja de

3,24 £ 0,12 U/mg es 32,24 % mayor a la del extracto crudo de amaranto
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(2,45 £ 0,08), aunque los dos no presentaron diferencias significativas en la
actividad inhibidora; esto se debe a que, la concentracion de proteina de arveja es

24 % menor a la de amaranto.

El extracto crudo de fréjol presentd el mayor valor de actividad inhibidora
especifica con 4,95 + 0,15 U/mg, esto se debe a que presenta un valor de
actividad inhibidora dos veces mayor a la actividad inhibidora de amaranto y
arveja; y cuatro veces mayor para chocho y sangorache. Ademas presenta una
baja concentracién de proteina en comparacion a la de chocho, por ejemplo, que

es tres veces menor.

Hernandez et al. (2013) también determinaron la actividad inhibidora y la actividad
inhibidora especifica frente a papaina, producida por extractos de las mismas
semillas que se usaron en esta experimentacion, con L-Piroglutamil-L-fenilalanil-
L-leucina-p-nitroanilida (PFLNA), como sustrato. Encontraron una actividad
inhibidora de 79,8 + 114 mU/mL para el extracto de amaranto;
83,0 £ 17,5 mU/mL para el extracto de arveja; 19,0 £ 5,9 mU/mL para el extracto
de chocho; 106,1 + 31,2 mU/mL para el extracto de fréjol; y, 51,5 £ 5,8 mU/mL

para el extracto de sangorache.

Los métodos de obtencién de los extractos y de medicion de la Al fueron
diferentes, esto explica la diferencia numérica en los valores reportados. Sin
embargo existe una correspondencia de resultados entres los obtenidos por
Hernandez et al. (2013) y la presente investigacion, ya que se experimentaron con

las mismas semillas frente a la misma enzima.

En conclusion, se determind que el extracto crudo de fréjol presenté la mayor AIE
para papaina, con un valor de 4,95 + 0,15 U/mg, el cual presenta diferencias
estadisticas significativas con los demas extractos crudos, por lo que se trabajé
con este extracto, para la inhibicion de papaina, en las posteriores etapas de

purificacion y caracterizacion.
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3.2.3. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD INHIBIDORA FRENTE A
QUIMOTRIPSINA PRODUCIDA POR LOS EXTRACTOS DE
AMARANTO, ARVEJA, CHOCHO, FREJOL Y SANGORACHE

Los resultados de la Al frente a quimotripsina de los extractos crudos de
amaranto, arveja, chocho, fréjol y sangorache, que se determin6é de acuerdo con
el método desarrollado por Becker, Makkar y Siddhuraju (2007, p. 7), descrito en
el Anexo ll, con algunas modificaciones, que se detallan en la seccién 2.3.2, se

muestran a continuacion en la Tabla 3.4.

EL calculo de la AIE se realizd con la concentracion de proteina determinada

segun el método de Biuret, mediante la Ecuacién 2.4.

Se efectud el analisis estadistico como se indica en la seccion 2.3.4.

Tabla 3.4. AEimotripsinas Al, [P] y AIE producida por los extractos crudos de las cinco
especies frente a quimotripsina

Especie AE quimotripsina (U/mL) Al (U/mL) [P] (mg) AIE (U/mg)
Amaranto 3,25+0,28" 8,34+0,16° | 0,39+0,03¢
Arveja 1323 +0,42° | 6,35+0,09 | 2,08+0,07"
Chocho 72,42 + 1,48 55,00+ 1,62* | 25,06+ 0,14* | 2,19+ 0,06"
Fréjol 14,45+ 0,68 | 828+022% | 1,75+0,08"
Sangorache 7,95+0,79° | 459+0,11° | 1,73+0,17"
X+o (n=6)

Letras distintas en la misma columna sefialan diferencias estadisticas significativas (p < 0,05)

La actividad proteolitica de quimotripsina fue de 72,42 U/mL, con caseina como
sustrato, en las condiciones establecidas, con un coeficiente de variacion del

2,05 %, en las 6 lecturas que se tomaron.

Los extractos crudos de las cinco especies presentaron inhibicion de
quimotripsina. El de chocho, con un valor de 55,00 + 1,62 U/mL, fue el que mostro
mayor Al, con diferencias estadisticas significativas con los demas extractos. Este

valor representa el 75,95 % de inhibicion. Los extractos crudos de arveja y fréjol
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presentaron porcentajes de inhibicion cercanos al 20 %; aunque, son
estadisticamente diferentes entre si. Los extractos crudos de amaranto y
sangorache presentan los valores mas bajos de Al, con porcentajes cercanos al

5y 10 %, respectivamente.

Si bien, el extracto crudo de chocho presenté la mayor diferencia en la Al de
quimotripsina, en comparacion con los extractos de las otras especies, su alto
contenido de proteina hace que no existan diferencias significativas en la AIE con
el extracto crudo de arveja, que de manera reciproca, su bajo contenido de

proteina genera altos valores de AlE.

Molina (2010) determiné que, el extracto purificado de Lupinus bogotensis
presentd inhibicidon total frente a las aspartico proteasas de la broca del café,
ademas concluyé que la secuencia amino-terminal tiene similitud con proteinas de

las semillas de otras variedades del genero Lupinus, como albus y angustifolius
(pp. 18, 19).

Como se puede apreciar en la Tabla 3.4, la AIE de los extractos de fréjol y
sangorache no presentan diferencias significativas; si bien la Al del extracto de
fréjol es dos veces mayor a la del extracto de sangorache, la relacion del
contenido de proteina entre los dos extractos es la misma, por tanto el cociente de
la actividad inhibidora con la concentracion de proteina, para los dos extractos, es

similar.

El extracto crudo de amaranto presenta el menor valor de actividad inhibidora
especifica, esto se debe, no solo a su baja actividad inhibidora
(3,25 £ 0,28 U/mL), sino también a su elevada concentraciéon de proteina
(8,34 + 0,16 mg/mL), con relacion a los valores presentados para los demas

extractos.

El mejor valor de actividad inhibidora especifica correspondié al extracto de
chocho con 2,19 £ 0,06 U/mg, aunque no se encontraron diferencias estadisticas

significativas con el extracto de arveja, que registré un valor de 2,08 + 0,07 U/mg.
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La actividad inhibidora del extracto crudo de chocho en quimotripsina fue 4 veces
mayor (55,00 + 1,62 U/mL), al reportado para arveja (13,23 £ 0,42 U/mL), segun
los resultados que se muestran en la Tabla 3.4. Sin embargo, el alto contenido
proteico del extracto crudo de chocho (25,06 + 0,14 mg/mL) hace que al
determinar la actividad inhibidora especifica no presente diferencias significativas

con el extracto crudo de arveja.

Mufoz (2011), en su estudio sobre la inhibicién se tripsina, preselecciond los
permeados del filtrado a 10 kDa de chocho (L. mutabilis, var. INIAP-450 Andino),
fréjol (P. vulgaris, var. INIAP-414 Yunguilla), arveja (P. sativum, var. INIAP-432
Lojanita) y cebada (Hordeum vulgare, var. INIAP-Canicapa), concluye que en la
purificacion, al someter las muestras a tratamiento térmico, existe una pérdida en
la actividad inhibidora del extracto de chocho de 18,31 % y en el extracto de
arveja de 47,72 % (p. 45).

En el presente estudio se plantea un procedimiento de purificacién parcial con
tratamiento térmico y, de acuerdo con los resultados obtenidos por Mufioz
(2011), no es conveniente seleccionar el extracto crudo de arveja para las
posteriores etapas de purificacion por su elevado porcentaje de pérdida de

actividad inhibidora en el tratamiento térmico.

En conclusién, se seleccion6 el extracto crudo de chocho en la inhibicion de
quimotripsina, para las posteriores etapas de purificacién y caracterizacion,
pese a no presentar diferencias estadisticamente significativas con el extracto

crudo de arveja, por las razones expuestas anteriormente.
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3.24. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD INHIBIDORA FRENTE A
CARBOXIPEPTIDASA A, PRODUCIDA POR LOS EXTRACTOS DE
AMARANTO, ARVEJA, CHOCHO, FREJOL Y SANGORACHE

Los resultados de la actividad proteolitica frente a carboxipeptidasa A en
presencia y ausencia de los extractos crudos de amaranto, arveja, chocho, fréjol y
sangorache, que se determin6 de acuerdo con el método desarrollado por Becker,
Makkar y Siddhuraju (2007, p. 7), descrito en el Anexo Il, con algunas

modificaciones, que se detallan en la seccion 2.3.2, se muestran en la Tabla 3.5.

Se realizé el respectivo analisis estadistico de manera similar al efectuado para

papaina y quimotripsina.

Tabla 3.5. Actividad proteolitica en presencia y ausencia de los extractos crudos de las
cinco especies frente a CPA

Especie AE cps (UmL) | AE* ¢py (U/mL)
Amaranto 27,20 +0,70*
Arveja 28,68 + 0,56"
Chocho 28,58 + 1,31 27,52 +0,61*
Fréjol 28,65+ 0,81*
Sangorache 2720+ 1,18*
X£6 (n=6)

Letras distintas en la misma columna sefialan diferencias
estadisticas significativas (p < 0,05)
* Actividad proteolitica en presencia del extracto inhibidor

La actividad proteolitica de carboxipeptidasa A fue de 28,58 U/mL con un
coeficiente de variacion de 4,57 %, bajo las condiciones especificadas, con

caseina como sustrato.

Se determiné la actividad proteolitica en presencia de los extractos crudos de las
cinco especies, como se indica en la Tabla 3.5, en la cual se observa que no

existen diferencias estadisticas significativas entre ninguno de los extractos, todos
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presentan un valor aproximado a 28 U/mL, con coeficientes de variacion inferiores
al 5 %.

Ademas, se realizo el analisis estadistico para comparar la actividad proteolitica
de CPA, en presencia y ausencia de los extractos inhibidores, cuyos resultados

tampoco muestran diferencias estadisticas significativas.

Segun los resultados que se muestran en la Tabla 3.5 y el andlisis estadistico
realizado, se concluye que los extractos crudos de amaranto, arveja, chocho,
fréjol y sangorache no producen inhibicion de carboxipeptidasa A, bajo las

condiciones de experimentacion establecidas y con caseina como sustrato.

Chavez et al. (2003) encontraron actividad inhibidora de CPA en extractos de
algunos organismos marinos. La especie Zoanthus pulchellus presentd la mayor
actividad inhibidora especifica, con un valor de 82,38 U/mg, con
N-(4-Metoxi fenil azoformil)-L-fenil alanina (AAFP), como sustrato. La unidad de
actividad enzimatica la definieron como la cantidad de carboxipeptidasa A

necesaria para hidrolizar un umol de AAFP.

Hernandez et al. (2013) obtuvieron inhibicion de CPA con los extractos de arveja,
con un valor de 0,6 + 0,3 mU/mg y de fréjol, con un valor de 1,0 + 0,3 mU/mg. Los
métodos para la obtencidn y caracterizacién de los extractos fueron diferentes a

los utilizados en la presente investigacion.

Segun los trabajos citados anteriormente, existe inhibicion de CPA con extractos
de algunas especies marinas y con dos de las cinco semillas también usadas en
esta investigacion, razén por la cual fue necesario ajustar las condiciones de

experimentacion fijadas en la seccién 2.3.2.

En la Tabla 3.6 se resumen los resultados y el analisis estadistico del disefio
experimental 3%, que se detalld en la seccion 2.3.2.1, el mismo que fue propuesto
para la determinacion de la actividad inhibidora frete a CPA, de los extractos

crudos de las cinco especies.
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Tabla 3.6. Actividad proteolitica de carboxipeptidasa A en presencia y ausencia de los
extractos crudos de las cinco especies

Volumen de CPA (uL)
Parametro Volumen de 500 750 1000
a evaluar extracto (uL)
27,57+ 0,94 | 43,92+0,75% | 54,24+ 1,53
(‘?J];ZHCIB 2685+ 0,57 | 44.13+£097° | 53.11+2.43°
26,99 +0,60* | 43,57+ 1,22% | 54,76 + 2,00
500 27,20+ 0,72 | 43,82+1,15% | 53,02 +2,50¢
Amaranto 750 2723 +049 | 4392+ 1,17% | 52,12+ 1,54
1000 27,02+ 0,54 | 44,12+0,71% | 52,87+2,01¢
500 27,38+ 1,24 | 43,70+ 1,12° | 53,09+ 1,70
Arveja 750 26,76 0,57 | 43,49+034% | 52,98 +247°
1000 26,90+ 0,72 | 43.84+0.96° | 52,67+ 1,64°
500 27,75+ 1,65 | 43,95+ 1,05% | 52,61 +2,26°
Chocho 750 26,83 +0,62* | 43,45+0,75% | 52,69 + 2,58
1000 26,10+ 0,76 | 44,72 +1,75% | 51,45+ 1,65
500 29,80+ 320" | 43,43+0,98% | 51,82+ 1,00°
Fréjol 750 27,00+ 0,61* | 44,10+0,97% | 52,65+ 1,75
1000 27,22 40,79 | 43,34+ 0,88% | 54,20 + 1,44
500 27,20+ 1,18" | 44,41+0,85°% | 52,89 + 1,44
Sangorache 750 27,14+ 0,92* | 43,82+ 1,03% | 53,57+ 1,07¢
1000 26,71 +0,62* | 43,30+ 1,12% | 52,81 +2,72¢
X*o (n=6)

Letras distintas en la misma columna sefialan diferencias estadisticas significativas (p < 0,05)

El método inicial que se uso indica que el volumen de enzima y extracto es
500 pL. En el disefio experimental propuesto se colocaron cantidades mayores,
con respecto a la cantidad indicada en el experimento, tanto de enzima como de
extracto, para que esta modificacién no altere el volumen final en el ensayo, se

disminuy6 en igual cantidad el tampén fosfato de sodio.

Como se observa en la Tabla 3.6, al aumentar el volumen de enzima en la
experimentacion aumenta la actividad proteolitica de CPA; sin embargo, para los

tres volumenes de enzima, el analisis estadistico demuestra que no existen
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diferencias estadisticas significativas al mantener constante el volumen de la

enzima y aumentar el volumen de los cinco extractos ensayados.

De acuerdo con los resultados de esta nueva experimentacion, se confirma que
no existe inhibicion por parte de ninguno de los extractos crudos en la actividad
proteolitica de CPA determinada de acuerdo con el método de Becker, Makkar y

Siddhuraju (2007, p. 7) modificado, con caseina como sustrato.

Si bien, como ya se indicé, Chavez et al. (2003) y Hernandez et al. (2013)
encontraron actividad inhibidora de carboxipeptidasa A, en los dos estudios los
métodos de obtencién de los extractos fueron diferentes a los establecidos en la
presente investigacion. En el primer caso las fuentes fueron de origen marino y su
proceso de obtencién y purificacién se desarrollé a 4 °C en procesos combinados
de precipitacion con &cidos y velocidades de centrifugaciéon entre 10 000 y
12 000 % g.

En las dos investigaciones en mencion se usaron sustratos sintéticos que, segun
el estudio desarrollado por Kakade, Simons y Liener (1969), en el cual comparan
sustratos naturales versus sustratos sintéticos, concluyen que la cantidad de
enzima inhibida en el ensayo con un sustrato sintético (como BApNA) es mayor
en un 25 a 30 % que la inhibida en el ensayo con un sustrato natural (como
caseina, 1 %) (p. 525). En este mismo estudio también se cita el trabajo de
Laskowski y Laskowski, en el cual se afirma que la inhibicion ensayada con
sustratos sintéticos es mas sensible a la ensayada con sustratos naturales
(p. 526).

Hernandez et al. (2013) también determinaron la actividad inhibidora de tripsina y
papaina, con las mismas semillas usadas en la presente investigacion; los
mejores resultados los obtuvieron con sangorache, para tripsina, con un valor de
321,7 £ 34,6 mU/mg y con fréjol, para papaina, con un valor de 106,1 + 31,2
mU/mg. La mejor actividad inhibidora para CPA fue encontrada en el extracto de
fréjol con un valor de 8,9 + 2,6 mU/mg el cual es, respectivamente, 36 y 12 veces

mas bajo en comparacion a los reportados para tripsina y papaina.
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De todo lo antes expuesto, se puede concluir que si bien los resultados de
Hernandez et al. (2013) contrastan con los encontrados en esta investigacion,
dichos valores son muy bajos y al parecer no se detectaron en el ensayo

desarrollado en este trabajo que uso6 caseina como sustrato.

3.3. PURIFICACION DEL EXTRACTO CRUDO CON MAYOR
ACTIVIDAD INHIBIDORA FRENTE PAPAINA Y
QUIMOTRIPSINA

Los extractos crudos de fréjol y chocho presentaron la mayor actividad inhibidora
especifica para papaina y quimotripsina, respectivamente. Estos extractos fueron
seleccionados para la purificacion mediante filtracion, tratamiento térmico,

precipitacion con TCA y cromatografia de afinidad.

3.3.1. EVALUACION DE LA PURIFICACION DE LOS EXTRACTOS CRUDOS
DE FREJOL Y CHOCHO MEDIANTE FILTRACION A 10 kDa

3.3.1.1. Evaluacion del permeado y retenido del extracto de fréjol, obtenidos en la

ultrafiltracion centrifuga a 10 kDa

Luego de la ultrafiltracion centrifuga a 10 kDa, se obtuvieron 9,87 mL de
permeado y 90 uL de retenido. Con el retenido fue necesario realizar una dilucion
1:45 para contar con el volumen necesario de muestra para determinar la Al, [P] y

AlE, frente a papaina, cuyos resultados se indican en la Tabla 3.7.
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Tabla 3.7. AL [P] y AIE producida por el permeado y retenido del extracto de fréjol,
filtrado a 10 kDa, frente a papaina

Tipo de fracciéon Al papaina (U/mL) [P] (mg/mL) AIE papaina (U/mg)
Extracto crudo 40,95 + 1,22° 8,28 +0,22° 4,95+ 0,15°
Retenido 86,53 + 14,34* 56,16 + 17,63% 1,54 +0,26°
Permeado 37,22 +2,56° 6,73 + 0,45 5,53+ 0,38
%£c (n=6)

Letras distintas en la misma columna sefialan diferencias estadisticas significativas (p < 0,05)

Como se observa, la actividad inhibidora y la concentracion de proteina son
mayores en el retenido que en el permeado y en el extracto crudo; sin embargo, al
calcular la actividad inhibidora especifica, el permeado y el extracto crudo
presentaron valores tres veces mayores al del retenido. En todos los parametros
evaluados existen diferencias significativas entre el extracto crudo, el retenido y el

permeado (p < 0,05).

Los balances de actividad inhibidora y de cantidad de proteina determinaron un
porcentaje de pérdida de 8,4 % para la actividad inhibidora y 13,7 % para la
cantidad de proteina; esto se deberia a las pérdidas por extraccion de material por
las condiciones de experimentacion y al error experimental. Un ejemplo de calculo

para obtener los porcentajes indicados se presenta en el Anexo IV.

Para el calculo de la actividad inhibidora y concentracién de proteina, en el
retenido, se considerd el factor de diluciéon 1:45. Este factor también influyo
directamente en el error experimental, de tal manera que los resultados presentan
una alta variabilidad; es asi que, para la actividad inhibidora y la concentracién de
proteina los coeficientes de variacion son, respectivamente, 16,57 y 31,40 %, que
se consideraron como un parametro importante al elegir la fraccion para las
posteriores purificaciones, porque a mayor variabilidad los resultados son menos

confiables.

En conclusion, el permeado del extracto de fréjol presentd la mayor AIE frente a
papaina, con un grado de purificacion de 1,12 veces, con diferencias estadisticas

significativas en comparacién al retenido y al extracto crudo. Si bien la
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concentracién de proteina disminuy6 de 8,28 + 0,22 a 6,73 £ 0,45 (mg/mL), la
actividad inhibidora se mantuvo con un valor cercano a la del extracto crudo con
37,22 + 2,56 (U/mL). Estos resultados evidenciaron que la filtracion a 10 kDa es
favorable en el proceso de purificacion. Por lo antes expuesto, se selecciond al
permeado del extracto de fréjol para las posteriores etapas de purificacion para

nuevamente evaluar la Al, [P] y AIE frente a papaina.

3.3.1.2. Evaluacion del permeado y retenido del extracto de chocho, obtenidos en la

ultrafiltracion centrifuga a 10 kDa

Luego de la ultrafiltracion centrifuga del extracto de chocho se obtuvieron 9,44 mL
del permeado y 455 uL de retenido, esta fraccién fue diluida con tampdn fosfato
50 mM, a pH 7,5 con un factor 1:40, asi se obtuvo el volumen necesario para
determinar los parametros evaluados, frente a quimotripsina, que se presentan en
la Tabla 3.8.

Tabla 3.8. Al [P], y AIE producida por el permeado y retenido del extracto de chocho,
filtrado a 10 kDa, frente a quimotripsina

Tipo de fraccion Al guimotripsina (U/Mg) [P] (mg/mL) AIE guimotripsina (U/Mg)
Extracto crudo 55,00 + 1,62° 25,06 + 0,14° 2,19 +0,06®
Retenido 103,35 + 15,82% 93,14 + 14,02* 1,11 +0,17¢
Permeado 4735 + 3,06° 17,89 + 1,69¢ 2,64 +0,17*
X+o (n=6)

Letras distintas en la misma columna sefialan diferencias estadisticas significativas (p < 0,05)

La filtracion del extracto de chocho retuvo un volumen mayor al retenido en la
filtracion del extracto de fréjol, aunque la experimentacion se realizd6 bajo las
mismas condiciones. Esto se debe a las caracteristicas propias de cada semilla,

como la cantidad de proteina y carbohidratos.

Sin embargo, los resultados de actividad inhibidora y concentracion de proteina

guardan cierta correspondencia entre los extractos de fréjol y chocho, como se
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puede notar en las Tablas 3.7 y 3.8; es decir, también el retenido de chocho

presento valores mas altos de actividad inhibidora y concentracién de proteina.

Como se observa en la Tabla 3.8, la actividad inhibidora del retenido es dos veces
mayor que la del extracto crudo y del permeado; la concentracidon de proteina es
aproximadamente cuatro veces mas alta. El analisis que se realiz6 en cuanto al
efecto del factor de dilucion en los resultados para el retenido de fréjol, es también
aplicable para el retenido de chocho, es asi que los coeficientes de variaciéon

superan el 15 %.

Se encontré que los porcentajes de pérdida de actividad inhibidora y cantidad de
proteina fueron 12,43 y 15,5 % respectivamente. Esto se debe a las pérdidas
propias de la experimentacion, que por ser a escala de laboratorio son muy altas,
y al error experimental en la determinacion de los parametros evaluados. Un
ejemplo de calculo de los balances de Al y cantidad de proteina se presenta en la
Anexo AlV.

Echeverria (2014) también determiné la concentracion de proteina del permeado
y retenido a 10 kDa del extracto de chocho y reporta para el permeado un valor de
15,01 £ 1,39 mg/mL y para el retenido un valor de 89,25 + 5,88 mg/mL; estos
valores fueron determinados mediante el método de absorbancia en el ultravioleta
(pp. 55, 61). En el presente trabajo se obtuvieron para el permeado un valor de
17,89 + 1,69 mg/mL, y para el retenido un valor de 93,14 + 14,02 mg/mL, estas
concentraciones de proteina fueron determinadas mediante el método de Biuret.
Si bien, los métodos en las dos investigaciones son diferentes, concuerdan en la

relacion que existe entre la concentraciones del permeado y retenido.

El permeado de chocho present6 la mayor AIE, con un grado de purificacién de
1,21 veces, con diferencias estadisticas significativas en comparacién al extracto
crudo y el retenido. Este resultado se debe a que la actividad inhibidora en el
permeado disminuyd en un 13,90 %; mientras que, la concentracion de proteina
disminuyé en un 28,61 %, entonces el coeficiente de estos dos parametros

aumentd, con relacion al extracto crudo. En conclusion, se selecciond al
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permeado de chocho para las siguientes etapas de purificacion, en las que

también se evaluaran la Al, [P] y AIE, frente a quimotripsina.

3.3.2. PURIFICACION DE LOS EXTRACTOS SELECCIONADOS, MEDIANTE
TRATAMIENTO TERMICO

Los extractos crudos de fréjol y chocho fueron sometidos a un proceso de
ultrafiltraciéon centrifuga en una membrana de 10 kDa, luego del analisis de los
resultados, que se detallaron en la seccion anterior, se determind que en los dos
casos los permeados presentaron mayor actividad inhibidora especifica. El
permeado de fréjol, con un valor de 5,53 + 0,38 U/mg frente a papaina y el
permeado de chocho, con un valor de 2,64 £ 0,17 U/mg frente a quimotripsina, de
tal manera que los dos permeados se sometieron a un proceso térmico, de

acuerdo con el procedimiento desarrollado por Mufioz (2011, p. 30-31).

Los resultados de la Al, [P], AIE del sobrenadante de cada extracto que se
determind la frente a su respectiva enzima, asi como el analisis estadistico se

presentan en la Tabla 3.9.

Tabla 3.9. AL [P], AIE de los permeados de los extractos de fréjol frente a papaina y
chocho frente a quimotripsina, antes y después del tratamiento térmico

Permeado Tipo de fraccion Al (U/mL) [P] (mg/mL) AIE (U/mg)
Antesdel tramiento | 37224256° | 6,73+045" | 553+038
Fréjol frente a térmico
papaina Después (,161 Fratamiento 34,30+ 3,01 238£0.11 1441 4 126"
termico

Antes del tratamiento

Chocho frente a térmico

quimotripsina | Después del tratamiento
térmico

4735+ 3,06" 17,89 + 1,69* 2,64 +0,17°

31,22 +2,59° 4,72 +0,23¢ 6,61 +0,55"

X£6 (n=3)
Letras distintas en la misma columna sefialan diferencias estadisticas significativas (p < 0,05 )

La actividad inhibidora de fréjol frente a papaina y de chocho frente a

quimotripsina disminuy6 luego del tratamiento térmico en un 7,84 y 34,06 %,
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respectivamente. Esta disminucion se debe al efecto que produce la temperatura
en los inhibidores. Segun afirman Brenes y Brenes (1993), la termolabilidad de los
inhibidores de proteasas depende de su origen; aunque también sefalan que para
causar una disminucion entre el 80 y 100 % en la actividad inhibidora procedente
de leguminosas, por lo general, es necesaria una temperatura de 121 °C, por un

tiempo mayor a 15 min o un tratamiento térmico equivalente (p. 10).

El procedimiento con calor se justifica si el porcentaje de disminucion de la
concentracion de proteina es mayor al de disminucion de Al, de este modo

aumenta la AIE y por consiguiente el grado de purificacion.

Los resultados que se presentan en la Tabla 3.9 muestran tal comportamiento. En
los permeados de fréjol y chocho tratados con calor se obtiene una disminucion
en la concentracion de proteina del 64,63 y 73,61 %, respectivamente, y pese a
tener una disminucion en la Al, presentan un aumento en la AIE en comparacion
con la reportada para los extractos permeados sin tratamiento térmico, con un
grado de purificacion de 2,61 y 2,50 veces; es decir, existen diferencias

estadisticas significativas entre la AIE antes y después del tratamiento térmico.

En conclusion, el tratamiento térmico favorece el proceso de purificaciéon de los
inhibidores de papaina y quimotripsina obtenidos de las semillas de fréjol y
chocho. Asi también lo confirman estudios realizados por Chavez et al., 2011,
quienes aplican un tratamiento térmico en la busqueda de inhibidores de
proteasas en extractos de cinco especies de ascidias de las costas cubanas, los
cuales presentaron clarificados con mayor actividad inhibidora de tripsina,

después del tratamiento térmico (p.78).

3.3.3. PURIFICACION DE LOS EXTRACTOS SELECCIONADOS, MEDIANTE
PRECIPITACION CON ACIDO TRICLORO ACETICO (TCA)

En el proceso de purificacion de los inhibidores de papaina y quimotripsina

provenientes de los extracto de fréjol y chocho, respectivamente, luego del
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tratamiento térmico el sobrenadante que se obtuvo se sometié a un proceso de
precipitacion con TCA al 4 %, con el fin de eliminar proteinas que no son de

interés y que no hayan precipitado con el tratamiento térmico.

Luego de que se adiciond, gota a gota, una solucion de TCA, al 20 %, a los
extractos semipurificados hasta alcanzar la concentracion final del 4 % de TCA,
en la mezcla se notd un cambio de color, de transparente a marron,

principalmente en el extracto de fréjol.

No se observd, a simple vista, ningun precipitado; sin embargo, se centrifugd a
2 800 x gy en la aparente fraccion sobrenadante se determind la concentracion
de proteina mediante el método de Biuret, que se detall6 en la seccion 2.2.3.2,
para verificar primero si existié precipitacion de proteinas; y luego, a través de la
determinacion de la Al, establecer si las proteinas de interés contindan

suspendidas en la solucion.

En la Tabla 3.10, se muestran los resultados obtenidos y el analisis estadistico
que se desarroll6 mediante el test de rangos multiples con un nivel del 95 % de
confianza, en el programa Statgraphics Centurion XV, para determinar la

desviacién estandar y las diferencias estadisticas significativas entre las medias.

Tabla 3.10. Concentracion de proteina en los extractos semipurificados de fréjol y
chocho, antes y después del tratamiento con TCA al 4 %

Extractos - o
semipurificados Tipo de fraccion [P] (mg/mL)
Antes del tratamiento B
con TCA 2,38+0,11
Fréjol O e dol :
espues del tratamiento B
con TCA 2,29 +0,08
Antes del tratamiento A
con TCA 4,72 £0,23
Chocho Desouds del ;
espues del tratamiento A
con TCA 4,58 0,16
X+o (n=3)

Letras distintas en la misma columna sefnalan diferencias
estadisticas significativas (p < 0,05)
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De acuerdo con el analisis estadistico, no existen diferencias estadisticamente
significativas en la concentracion de proteina de los dos extractos semipurificados

antes y después del tratamiento con TCA.

Estos resultados difieren con los obtenidos por Muioz (2011), quien ensayo este
tratamiento, con los mismos extractos de fréjol y chocho, y encontré diferencias
estadisticas significativas en la concentracion de proteina medida antes y
después del tratamiento con TCA (p. 54). Es importante indicar que Mufoz (2011)
analizé de manera independiente el efecto del tratamiento térmico y el tratamiento
con TCA sobre los extractos crudos y no de manera consecutiva, como se realizod
en el presente trabajo. Ademas, en el presente trabajo se realiz6 una etapa previa

de desengrasado, que pudo influenciar en el resultado del tratamiento térmico.

Pese a no obtener diferencias significativas en la concentracion de proteina, se
procedi6 a retirar el TCA de la fraccion sobrenadante, mediante cromatografia de
exclusién por tamano, (también conocida como filtracion en gel) a través de una
columna PD-10 preempacada, de acuerdo con el método descrito por Mufioz

(2011, p. 32), para luego evaluar la actividad inhibidora.

Para comprobar que el TCA se retir6 completamente de las fracciones obtenidas,
se determind el pH, porque la disminucion de la IA puede provocarse por una

caida en el valor de pH y no por los inhibidores objetivo de este estudio.

En la Tabla 3.11 se muestran los resultados de la concentracion de proteina y el
pH de las fracciones, obtenidas mediante la filtracion en gel de los extractos
semipurificados de fréjol y chocho, sometidos al proceso de precipitacion con

TCA, asi como también el respectivo analisis estadistico.
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Tabla 3.11. Concentracion de proteina y pH de las fracciones obtenidas mediante la
filtracion en gel de los extractos de fréjol y chocho

Permeados semipurificados | Permeados semipurificados
Fréjol Chocho
Fraccion [P] (mg/mL) pH [P] (mg/mL) pH
1 0,008 + 0,001" 7 0,024 + 0,019" 6
2 0,448 + 0,029° 6 0,678 + 0,001 5
3 1,028 + 0,023 2 2,133+ 0,012* 2
4 0,272 £ 0,007¢ 5 1,680 =+ 0,080° 2
5 0,070 + 0,005 7 0,376 + 0,051° 4
6 0,023 + 0,002° 7 0,102 +0,015" 6
7 0,011 +0,001° 7 0,041 + 0.004" 6
X£o (n=3)

Letras distintas en la misma columna sefialan diferencias estadisticas significativas (p < 0,05)

Como se observa, en las fracciones dos, tres y cuatro se obtuvieron las mayores
concentraciones de proteina, para los dos extractos; pero, también se mantienen
valores de pH acidos. En una cromatografia de exclusién se esperaria tener
valores de pH acidos en las fracciones seis y siete; es decir, que primero pasen
las proteinas, por tener mayor tamafio y luego el acido; sin embargo, este
comportamiento no se observa en la Tabla 3.11, de tal manera que el TCA no fue
separado de los extractos. Este fendmeno puede deberse a una interaccién entre
las proteinas y el TCA, que no permitid su separacion mediante este sistema

fisico.

Si las muestras presentan valores de pH fuera del rango de trabajo de las
proteasas, se dificulta la determinacion de la Al. El valor de pH para las enzimas
ensayadas se indica en la Tabla 2.2. La actividad proteolitica de las enzimas se
vera significativamente afectada por el pH y la pérdida de Al que se determine en
estas condiciones no sera provocada por la inhibicion con el extracto, sino por la
inactivacién con el acido. La caseina (sustrato) en medios fuertemente acidos,

precipita inmediatamente, por desnaturalizacion.



79

Es posible neutralizar los extractos con la adicion de una solucion basica, para
reemplazar la filtracion en gel. Algunos autores, como Chavez et al. (2011),
ajustaron a pH 7,0 el sobrenadante con una solucion de NaOH 1 M, tras aplicar la
precipitacion de proteinas con TCA (p. 78). Este procedimiento, al parecer,
soluciona el problema de acidez en los extractos pero, a su vez, acarrea otro, la
formacion de sales en los extractos, que interfieren en las lecturas
espectrofotométricas y dificulta su caracterizacion, por ejemplo al determinar su
peso molecular ya sea por electroforesis o espectrometria de masas (Havlicek y
Novak, 2013, p. 88).

Si bien, en las investigaciones anteriores a este trabajo Mufioz (2011) y
Echeverria (2014) aplicaron una cromatografia de exclusion por tamafo para
retirar el TCA de las fracciones, no determinaron el pH de cada fracciéon para

probar la eficiencia de la columna.

Bajo las condiciones que se establecieron en este trabajo, el método de
precipitacion de proteinas con TCA no es apropiado. La concentracién final de
TCA (4 %) que se uso en el ensayo fue 5 veces menor a la recomendada por
Sigma-Aldrich Corporation (2006) para precipitar proteinas de peso molecular
inferior a 20 kDa. Sin embargo, a mayores concentraciones de TCA el

procedimiento para retirarlo es aun mas complejo (Chavez et al., 2011, p. 78).

En definitiva, en el proceso de purificacién de los extractos inhibidores de fréjol
frente a papaina y chocho frente a quimotripsina, por el analisis antes expuesto,
no se considera adecuado aplicar el tratamiento de precipitacion con TCA. Para la
siguiente etapa de purificacion se seleccionaron los permeados de la membrana
de 10 kDa tratados a 60 °C, durante 30 min.
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3.3.4. PURIFICACION DE LOS EXTRACTOS MEDIANTE CROMATOGRAFIA
DE AFINIDAD

3.3.4.1. Cromatografia de afinidad del permeado (<10 kDa) de las semillas de fréjol

y evaluacion de la actividad inhibidora frente a papaina

En la Figura 3.1 se presenta el cromatograma de la purificacion selectiva del
permeado (< 10 kDa) semipurificado (con tratamiento térmico) de las semillas de

fréjol.
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Figura 3.1 Cromatograma del permeado (< 10 kDa) semipurificado de la semilla de fréjol

Luego de alimentar la columna con 5 mL del extracto semipurificado de fréjol, se
recolectaron las 60 fracciones, que se presentan en el cromatograma de la
Figura 3.1. Se observa un primer pico, desde la fraccion 22 hasta la 27, que
corresponde a las proteinas que no se fijaron a la matriz, con un valor maximo de

concentracién de proteina de 0,784 mg/mL, en la fraccién 24.
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A partir de la fraccion 29 se obtuvieron concentraciones de proteina cercanas a
cero; cuando se recolectaba la fraccion 33 se alimentd la solucion &cida de
elucion (KCI-HCI, 1 M, pH 1,9). Luego se obtuvo un segundo pico, desde la
fraccion 48 hasta la 56, que contiene las proteinas que fueron eluidas y
recolectadas; este segundo pico presenta una concentracion maxima de proteina

de 0,116 mg/mL, en la fraccion 51.

El proceso cromatografico provoca la dilucion de la muestra; puesto que el
extracto de fréjol alimentado en la columna tuvo una concentracién de proteina
igual a 2,38 £ 0,11 mg/mL, que comparado con los valores maximos de los dos

picos, es 3 veces mayor al primero y 20 veces mayor al segundo.

Los resultados de la Al frente a papaina de las fracciones recolectadas en la
purificacién selectiva, del extracto semipurificado de fréjol, se muestran en la

Figura 3.2.
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Figura 3.2 Al de las fracciones obtenidas en la purificacion selectiva del extracto de la
semilla de fréjol frente a papaina
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Segun estos resultados, se obtuvo Al, frente a papaina, en las fracciones 22, 23,
24 y 25 que corresponden al primer pico de la Figura 3.1. Mientras que, en las

fracciones del segundo pico del cromatograma no se detecté Al.

De acuerdo con el fundamento de la cromatografia de afinidad se esperaria que
las proteinas del primer pico cromatografico no presenten actividad inhibidora;
mientras que, las proteinas del segundo pico, que se fijaron a la matriz, si
presenten actividad inhibidora; sin embargo, el comportamiento que se observa

en la Figura 3.2 muestra lo contrario.

La diferencia de la concentracion de proteina entre los dos picos del
cromatograma puede ser efecto del bajo porcentaje de retencion de actividad
funcional (20,58 %) que presenta la matriz; es decir, a la dificultad que tienen los

inhibidores para fijarse a la enzima inmovilizada (tripsina) (Arroyo, 1998, p. 30).

El hecho de no obtener actividad inhibidora en el segundo pico, puede deberse a
que los inhibidores presentes son de espectro especifico, es decir que, presentan

Al frente a tripsina pero no frente a papaina.

Del analisis antes expuesto, se puede concluir que se produjo una purificacion
indirecta en el primer pico, el cual registra un valor AIE igual a 21,65 U/mg, que

representa un grado se purificacion de 1,5 veces, en un volumen total de 15 mL.

3.3.4.2. Cromatografia de afinidad del permeado (<10 kDa) de las semillas de

chocho y evaluacion de la actividad inhibidora frente a quimotripsina

En la Figura 3.3 se presenta el cromatograma de la purificacion selectiva del
permeado (< 10 kDa), que se purificd con tratamiento térmico, de las semillas de

chocho.
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Figura 3.3 Cromatograma del permeado (< 10 kDa) semipurificado de la semilla de
chocho

Como se puede observar, el cromatograma de la purificacion selectiva del
permeado de chocho, al igual que el cromatograma del permeado de fréjol (Figura
3.1), presenta dos picos. El primer pico se forma desde la fracciéon 18 a la 22, que
corresponde a las proteinas que no se fijaron a la matriz, con un valor maximo de

concentracion de proteina de 2,31 mg/mL, en la fraccion 19.

Luego de alimentar la solucién acida de elucion (KCI-HCI, 1 M, pH 1,9), se genero
el segundo pico desde la fraccion 48 a la 54, con un valor maximo de

concentracién de proteina de 0,143 mg/mL, en la fraccién 53.

Este proceso cromatografico también provocé la dilucién de la muestra que se
alimenté (4,72 mg/mL), en comparacién a los valores maximos que se obtuvieron

en los dos picos, en especial con el segundo pico (0,143 mg/mL), que es 33 veces
mas bajo.

Los resultados de la actividad inhibidora frente a quimotripsina de las fracciones
recolectadas en la purificacion selectiva del extracto semipurificado de chocho se

muestran en la Figura 3.4.
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Figura 3.4 Actividad inhibidora de las fracciones obtenidas en la purificacion selectiva del
extracto de la semilla de chocho frente a quimotripsina

Segun los resultados que se muestran, se encontré actividad inhibidora de
quimotripsina en las fracciones 18, 19, 20 y 21, las mismas que forman el primer
pico del cromatograma, que se indica en la Figura 3.3, y corresponden al grupo de

proteinas que no se fijaron a la matriz.

Las proteinas que forman el segundo pico en el cromatograma de la Figura 3.3,
es decir aquellas que se fijaron a la matriz, no presentan actividad inhibidora

frente a quimotripsina, bajo las condiciones establecidas para este ensayo.

En esta cromatografia asi como en la del extracto de fréjol, se produjo una
purificacion indirecta en el primer pico, el cual registra un valor AIE igual a
7,46 U/mg, que representa un grado se purificacién de 1,13 veces, en un volumen
total de 12 mL.

Pese a lograr una purificacion indirecta en la cromatografia de afinidad, los

extractos de frejol y chocho se diluyeron 3 y 2,4 veces, respectivamente. Razon
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por la cual no se utilizaron dichos extractos en las etapas posteriores de

purificacion, sino aquellos que se obtuvieron después del tratamiento térmico.

3.4. EVALUACION DE LOS EXTRACTOS SEMIPURIFICADOS,
CONCENTRADOS MEDIANTE EVAPORACION

Los extractos semipurificados de fréjol y chocho fueron concentrados en un
rotavapor, segun las especificaciones que se detallan en la seccion 2.4.2. Los

resultados se muestran en la Tabla 3.12.

Tabla 3.12. Al [P] y AIE de los permeados de los extractos de fréjol frente a papaina y
chocho frente a quimotripsina, antes y después de la concentracion por

evaporacion
Permeado . ., Volumen Al [P] AIE
M Tipo de fracciéon
semipurificado (mL) (U/mL) (mg/mL) (U/mg)
Antes del tratamiento 8,00 3430+3,01° | 2,38+0,11° | 14,41+ 126"
Fréjol frente a
papaina Después del 234022 | 97,04+862% | 749+056° | 13,00+ 1,15
tratamiento
Chocho frente | Antes del tratamiento 7,00 31,22+2,59° | 4,72+023° | 6,61+0,55°
a
quimotripsina Después del 1,57+0,14 | 123,68+ 11,48" | 17,83 +1,02* | 6,94 +0,64°
tratamiento
X*o (n=3)

Letras distintas en la misma columna sefialan diferencias estadisticas significativas (p < 0,05)

La evaporacion produjo una reduccion en el volumen de las muestras de 3,5
veces para fréjol y 4,0 veces para chocho, esta reduccion a su vez concentré la

proteina en la misma relacion.

La AIE que se determiné antes y después del tratamiento disminuyé en un
9,78 %, para el permeado de fréjol, con diferencias estadisticas significativas;
mientras que, la AIE con el extracto de chocho no presentd diferencias

estadisticas significativas.
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Se aplicé este procedimiento porque la concentracion de proteina en los
permeados semipurificados era menor a 5 mg/mL. Esta es la concentracion
minima recomendada para la posterior determinacion del peso molecular
mediante electroforesis (Lomonte, 2002, p. 98); luego de la concentracion fue
necesario determinar la Al y la AIE, para verificar que el tratamiento calérico no

disminuya significativamente estos parametros.

En estudios anteriores, como los desarrollados por Chavez (2008, p. 3) y
Hernandez (2009, p. 1), se obtuvieron extractos con actividad inhibidora
enzimatica, también aplicaron un tratamiento de concentracion por evaporacion,
como un proceso previo a la liofilizacion, con temperaturas y tiempos que no
sobrepasaron los 60 °C y 5 min. Bajo estas condiciones concentraron la proteina
y no obtuvieron diferencias significativas en la Al. Estos resultados concuerdan
con los que se determinaron en este estudio, en cuanto a que no existe

disminucién considerable de Al luego de aplicar este tipo de tratamiento calérico.

3.5. CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LA FRACCION
INHIBIDORA MAS ACTIVA FRENTE A PAPAINA Y
QUIMOTRIPSINA

La caracterizacion bioquimica se realizo a los extractos de fréjol y chocho que se
obtuvieron luego del tratamiento térmico (60 °C, 30 min), los mismos que fueron
concentrados mediante evaporacion. Se determinaron los pesos moleculares, los

tipos de inhibicién y los valores de 1Csp.

3.5.1. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DE LA FRACCION
INHIBIDORA MAS ACTIVA FRENTE A PAPAINA Y QUIMOTRIPSINA

Se realizé una corrida electroforética (SDS-PAGE) previa, de los extractos crudos

de fréjol y chocho, mediante el método descrito por Félix (2008, pp. 43-46).
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En la Figura 3.5 se muestra una fotografia del gel (al 15 % de poliacrilamida),
luego del proceso de revelado, en el cual se aprecian las bandas de los tres
carriles que corresponden (1) al extracto crudo de frejol, (2) al estandar y (3) al

extracto crudo de chocho, respectivamente.

Carril 1 2 3

Figura 3.5 Gel de la electroforesis de los extractos crudos de fréjol y chocho

En el gel de la electroforesis se observan bandas juntas, no muy bien definidas
especialmente en el tercer carril, que corresponde al extracto de chocho. Este
resultado muestra la variedad proteica que tienen las muestras, que mediante una
comparacion cualitativa con el estandar (carril 2) se estiman proteinas en los
extractos en estudio con pesos moleculares entre 4 y 180 kDa. Esta corrida previa
se realizé para luego compararla con la corrida con los extractos purificados y

evaluar asi la eficiencia en el proceso de purificacion.

Por otra parte, se determind el peso molecular de los inhibidores presentes en los
extractos semipurificados mediante electroforesis (SDS—PAGE), segun el método

desarrollado por Laemmli (1970), que se detalla en el acapite 2.4.3.1.

En la Figura 3.6 se muestra el gel de poliacrilamida al 20 % obtenido en la

electroforesis del estandar y los extractos semipurificados de fréjol y chocho.
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Al 20 % de poliacrilamida, se obtuvieron bandas bien definidas y distribuidas a lo
largo del gel. Esta concentracion concuerda con algunas fuentes bibliograficas
que recomiendan concentraciones mayores al 15 % de poliacrilamida para

proteinas de bajo peso molecular (Lomonte, 2002, p. 95).

.

Carril 1 2 3 4 5

Figura 3.6 Gel de la electroforesis de los extractos semipurificados de fréjol y chocho

Como se puede observar en el gel de electroforesis, existen 5 carriles, el primer
carril corresponde al estandar de pesos moleculares entre 2,56 y 17,20 kDa; el
segundo vy tercer carril corresponden a los extractos de chocho y fréjol
respectivamente, luego del proceso de concentracion por evaporacion; y los
carriles cuatro y cinco pertenecen a los mismo extractos antes del proceso de

concentracion por evaporacion.

Los extractos de chocho y fréjol presentaron bandas mas definidas en los carriles
dos y tres, respectivamente, en comparacion a las que aparecen en los carriles
cuatro y cinco; de esta manera se evidencid la necesidad de concentrar las
muestras antes del ensayo electroforético, para llegar a la concentracion de

proteina minima recomendada (5 mg/mL) (Lomonte, 2002, p. 98).
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Al contrastar las graficas 3.5 y 3.6, que corresponden a las corridas
electroforéticas de los extractos crudos y purificados, respectivamente, se puede
apreciar la notable disminucidn de las bandas; es decir que la estrategia de
purificacion propuesta en el presente trabajo fue favorable en el proceso de

obtencion de inhibidores purificados de papaina y quimotripsina.

En la Figura 3.7 se muestra la distancia total del frente electroforético asi como
las distancias recorridas por las bandas de las proteinas del estandar y las
proteinas de los extractos semipurificados de chocho y fréjol; el calculo para la
determinacién del peso molecular se realizé con las bandas de los carriles 2 y 3,

por ser mas definidas con relacion a las bandas de los carriles 4 y 5.

12,96 mm

17,20 kDa - 25,95 mm 2526 mm
7,08 mm
14,60 kDa —‘—— - g
3,60 mm
824kDa — |
3,13 mm » ' o ,__ B
6,38kDa ——+—1— 8 ST maa
4,41 mm = 8.

256kDa —L | Sl

Carril 1 2 3 4 5

Figura 3.7 Movilidad total del frente electroforético, 1) del estandar y de las muestras en
el gel de la electroforesis de los extractos semipurificados de 2) chocho y 3) fréjol

La Figura 3.7 muestra las distancias recorridas por las cinco bandas del estandar,
asi como también la movilidad de las bandas que se observan en los carriles 2 y
3, correspondientes a los extractos de chocho y fréjol, respectivamente. El frente

electroforético presentd una movilidad total de 33,38 mm.

Con los datos calculados de la movilidad relativa, que se presentan en la Tabla
AV.1 del Anexo V, se construyo el grafico del peso molecular versus la movilidad

relativa de las bandas del estandar que se muestra en la Figura AV.1 del Anexo
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V; ademas, se muestra la tendencia, que se ajusta a una curva de tipo lineal, con

un valor de R? igual a 0,95.

Los extractos de chocho y fréjol presentaron dos bandas, cada uno con
movilidades relativas, respectivamente, de 0,78, 0,85 y 0,76, 0,89; cuyos valores

fueron reemplazados en la ecuacién lineal de la curva de calibracion.

De este modo, se determinaron los pesos moleculares aproximados para las dos
bandas del extracto semipurificado de chocho, con valores de 7,16 kDa para la
primera y 5,18 kDa, para la segunda. De igual manera, para las dos bandas del
extracto semipurificado de fréjol con valores de 7,72 kDa para la primera y
4,05 kDa para la segunda. El ejemplo de calculo de estos pesos moleculares se

muestra en el Anexo V.

Si bien, en la electroforesis de los dos extractos se observan dos bandas en cada
uno, el peso molecular mas probable, para los inhibidores en estudio,
corresponde a la segunda banda, en cada caso; es decir, 5,18 kDa para el

inhibidor de chocho y 4,05 kDa para el de fréjol.

Hernandez et al. (2013) determinaron el peso molecular de inhibidores obtenidos
de extractos de semillas de fréjol y chocho de las mismas variedades usadas en
esta investigacion, mediante la técnica de espectrometria de masas MALDI-TOF.
Los espectrogramas que obtuvieron se muestran en las Figuras 3.8 y 3.9. Se
observan dos picos mas prominentes, en cada espectrograma, con diferentes
abundancias; sin embargo, se atribuye el peso molecular del inhibidor al pico mas

alto por ser el de mayor abundancia.
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Figura 3.8 Espectrograma obtenido en la espectrometria de masas MALDI-TOF con el

extracto de fréjol (Phaseolus vulgaris)
(Hernandez et al., 2013)
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Figura 3.9 Espectrograma obtenido en la espectrometria de masas MALDI-TOF con el

extracto de chocho (Lupinus mutabilis)
(Hernandez et al., 2013)
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Segun los espectrogramas de las Figuras 3.8 y 3.9, Hernandez et al. (2013)
determinaron que los inhibidores de papaina provenientes de los extractos de
fréjol y chocho tienen pesos moleculares de 5,22 y 5,45 kDa. El peso molecular
del extracto de fréjol determinado en el presente estudio difiere en un 22 % con el
encontrado por Hernandez et al. (2013); mientras que, el peso molecular de

chocho difiere en un 5 %.

Las diferencias en los resultados se pueden atribuir al margen de error que
presenta el ensayo electroforético, especialmente con el extracto de fréjol.
Lomonte (2002) senala que la determinacion del peso molecular de proteinas
segun este meétodo tiene un margen de error considerable, debido a la
complejidad en la ejecucion, asi como también a las caracteristicas propias de las
proteinas en experimentacién, por ejemplo, proteinas con carga intrinseca tan

fuerte, que puede influenciar en el desplazamiento de las bandas a lo largo del gel
(p. 92).

También se puede observar en los espectrogramas otros picos de menor
abundancia, que en su mayoria tiene pesos moleculares menores a 10 kDa. Este
resultado confirma la correcta seleccion del permeado obtenido en la filtracion a
10 kDa, para las subsiguientes etapas de purificacién; y a su vez se evidencia la
necesidad de realizar una filtracion adicional con una membrana menor a 3 kDa,

para obtener extractos mas concentrados.

3.52. DETERMINACION DEL VALOR DE ICsy DE LA FRACCION
INHIBIDORA MAS ACTIVA DE PAPAINA Y QUIMOTRIPSINA

Para calcular el valor de ICsy de los extractos semipurificados de fréjol y chocho,
se determiné la actividad proteolitica de papaina y quimotripsina, en presencia y

ausencia de inhibidor y se determinaron los parametros cinéticos Km y Vax.
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3.5.2.1. Calculo del ICs del extracto semipurificado de fréjol frente a papaina

Se determind el valor de ICs, con el extracto semipurificado de fréjol, que se
obtuvo luego del proceso de concentracion por evaporacion. Para el calculo de
Km y Vnax se determiné la actividad proteolitica de papaina, sin inhibidor y con 3
soluciones del extracto inhibidor de 1, 3 y 7 mg/mL; este procedimiento se

desarrollé de acuerdo con el método descrito en el acapite 2.4.3.2.

En la Figura 3.10 se presenta la actividad proteolitica de papaina sin el extracto
inhibidor y con el extracto inhibidor de fréjol de concentraciones finales en la
mezcla de reaccion iguales a 0,035; 0,104 y 0,243 mM; los valores obtenidos y el

analisis estadistico correspondiente se detallan en la Tabla AVI.1, del Anexo VI.

* Sin inhibidor

= Con 0,035 mM

Con 0,104 mM

x Con 0,243 mM

Actividad proteolitica de papaina (U/mL)

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20
Concentraciéon de caseina (mM)

Figura 3.10 Actividad proteolitica de papaina en presencia y ausencia del extracto
semipurificado de fréjol, a diferentes concentraciones de sustrato

La actividad proteolitica de papaina se incrementé con la concentracién de
caseina en ausencia y presencia del extracto inhibidor, el comportamiento que se

observa es caracteristico del modelo cinético de Michaelis-Menten. También se
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puede apreciar que las tres concentraciones de extracto inhibidor disminuyeron la

actividad proteolitica de papaina en todas las concentraciones de sustrato.

En la Figura 3.11 se presenta el grafico de los dobles reciprocos sin inhibidor y a
0,035; 0,104 y 0,243 mM del inhibidor, asi como el tipo de tendencia, con sus

respectivas ecuaciones.

0,12 -

y =0,0033x +0,0276
R*=0,9869

y =0,0011x + 0,0091

R?=0,9976
y =0,0009x + 0,0071
R?=0,9953
5 10 15 20 25
1/Concentracion de sustrato (mM-')
¢ Sin inhibidor = Con 0,035 mM & x Con 0,243 mM

Figura 3.11 Linealizacion de las ecuaciones de Michaelis-Menten determinadas para la
actividad proteolitica de papaina en presencia y ausencia del extracto semipurificado de
fréjol, a diferentes concentraciones de sustrato
Existe una tendencia lineal, entre los valores inversos de la concentracion de
caseina y de la actividad proteolitica de papaina, en presencia y ausencia del

extracto inhibidor, con valores de R? mayores a 0,98.

Las rectas convergen en un mismo valor y sus pendientes aumentan con la
concentracion de inhibidor, este comportamiento es caracteristico de la inhibicion
no competitiva; sin embargo, es necesario comparar los parametros cinéticos Km
Y Vmax que se presentan en la Tabla 3.13. Los ejemplos de calculo se detallan en

el Anexo VI.
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Tabla 3.13 Parametros cinéticos de la AE de papaina en presencia y ausencia del extracto
inhibidor semipurificado de fréjol, a diferentes concentraciones de sustrato

[](mM) | Visy (U/mL) | Km (mM) | o' | ICs9 (mM)
Sin inhibidor | 0,000 142,86 0,129
0,035 111,11 0,122 1,29 0,123
Con inhibidor 0,104 75,19 0,120 1,90 0,116
0,243 36,63 0,121 3,90 0,084

Como se puede apreciar, el valor de Km no presenta diferencias significativas en
los cuatro ensayos, mientras que la Vi disminuye con el aumento en la
concentracion de inhibidor; este comportamiento es caracteristico de un inhibidor

no competitivo.

La sustancia inhibidora puede unirse a la enzima independientemente de que el
sustrato se haya unido o no a la enzima. El inhibidor se une a la enzima en un
sitio diferente al centro activo; es decir, no impide la formaciéon del complejo
enzima-sustrato; sin embargo, este complejo es inactivo con la presencia del
inhibidor (Nelson y Cox, 2009, p. 208).

De acuerdo con el analisis comparativo, para calcular el valor de I1C5y es necesario
primero calcular el factor a', que relaciona la Vnyax sin inhibidor con la Vs con
inhibidor, estos parametros también se muestran en la Tabla 3.13 y el ejemplo de

calculo se detalla en el Anexo VI.

Para el extracto semipurificado de fréjol se determind un valor de ICs5y de

0,107 £ 0,021 mM, frente a papaina, con caseina como sustrato.

3.5.2.2. Célculo del ICsy del extracto semipurificado de chocho frente a

quimotripsina

Se determind en valor de ICsy para el extracto semipurificado de chocho, que se

obtuvo luego del proceso de concentracion por evaporacion. Para el calculo de
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Km y Vhax se determind la actividad proteolitica de quimotripsina en ausencia de
inhibidor y con soluciones del extracto inhibidor de concentraciones 1, 2 y 3
mg/mL; este procedimiento se desarroll6 de acuerdo con el método descrito en el
acapite 2.4.3.2.

En la Figura 3.12 se presenta la actividad proteolitica de quimotripsina sin el
extracto inhibidor y con el extracto inhibidor semipurificado de chocho a tres
concentraciones finales en la mezcla de reaccion iguales a 0,015; 0,031 y
0,046 mM. Los valores obtenidos y el analisis estadistico correspondiente se
detallan en la Tabla AVI.2 del Anexo VI.

120 4

« Sin inhibidor
100

= Con 0,015 mM
80

60
x Con 0,046 mM

40

20

Actividad proteolitica de papaina (U/mL)

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20
Concetracion de sustrato (mM)

Figura 3.12. Actividad proteolitica de quimotripsina en presencia y ausencia del extracto
semipurificado de chocho, a diferentes concentraciones de sustrato

Como se puede observar, existe un comportamiento cinético michaeliano en
ausencia y presencia del extracto inhibidor. En todas las concentraciones de
sustrato, existen diferencias significativas (p < 0,05) en actividad, para los cuatro

ensayos.
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Para calcular los parametros cinéticos Km y Vnax, se linealizé la ecuaciéon con el
método de los dobles reciprocos establecido por Lineweaver-Burk y la gréaficas

resultantes se presentan en la Figura 3.13.

0,08 4

y =0,0028x + 0,0064
R? =0,9998

y =0,0013x + 0,0062
R2=0,9972

(1/U/mL)

y =0,0007x + 0,0061

IActividad proteolitica de quimotripsina

R? =0,9993
10 5 0 5 10 15 20 25
1/Concentracion de sustrato (mM-1)
* Sin inhibidor = Con 0,015 mM & x Con 0,046 mM

Figura 3.13. Linealizacion de las ecuaciones de Michaelis-Menten determinadas para la
actividad proteolitica de quimotripsina en presencia y ausencia del extracto semipurificado
de chocho, a diferentes concentraciones de sustrato

Se observa una relacion lineal entre los inversos de sustrato y la actividad
proteolitica de quimotripsina, en presencia y ausencia de extracto inhibidor de
chocho, con valores de R? mayores a 0,99. Aunque el comportamiento de las
curvas en las Figuras 3.11 y 3.13 es lineal, difieren en el punto de confluencia, de

este modo se concluye que el tipo de inhibicién para los dos extractos es distinto.

En la Figura 3.13, las rectas convergen en el mismo punto sobre el eje de las
abscisas y su pendiente aumenta con la concentracion de inhibidor, este

comportamiento es caracteristico de la inhibicién competitiva.

El tipo de inhibicion se determina de manera mas precisa al comparar los

parametros cinéticos Km y Vnax; estos parametros de presentan en la Tabla 3.14.
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Los datos con los que se construy6 la grafica de la linealizaciéon de Lineweaver-

Burk y los ejemplos de calculo se detallan en el Anexo VI.

Tabla 3.14. Parametros cinéticos de la actividad proteolitica de quimotripsina en presencia
y ausencia del extracto inhibidor semipurificado de chocho, a diferentes concentraciones
de sustrato

[ mM | Vpax (U/mL) Km (mM) a IC5p (mM)

Sin inhibidor | 0,000 163,93 0,11

0,015 161,29 021 1,83 0,018

I 161,29 031 2.67 0,019
(mM)

0,046 156,25 0,44 381 0,016

Los valores de Vmax NO presentaron diferencias entre si, en los cuatro ensayos,
mientras que, los valores de Km aumentaron con la concentracién de inhibidor.
Con esta comparacion de puede confirmar que se trata de un inhibidor

competitivo.

En la inhibicion competitiva, la sustancia inhibidora compite con el sustrato. El
inhibidor se une a la enzima en el centro activo; es decir, impide la formacion del

complejo enzima-sustrato (Nelson y Cox, 2009, p. 210).

De acuerdo con el analisis comparativo, para calcular el valor de ICsy es
necesario, primero, calcular el factor a, que relaciona la Km sin inhibidor con la
Km con inhibidor. Estos parametros también se muestran en la Tabla 3.14 y el

ejemplo de calculo se detalla en el Anexo VI.

Para el extracto semipurificado de chocho se determiné un valor de IC5 de

0,018 £ 0,0012 mM frente a quimotripsina, con caseina como sustrato.
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3.6. ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD DE LAS SOLUCIONES
CONCENTRADAS DEL INHIBIDOR MAS ACTIVO FRENTE A
LA TEMPERATURA DE ALMACENAMIENTO

3.6.1. EVALUACION DEL ESTUDIO DE ESTABILIDAD DEL EXTRACTO
INHIBIDOR SEMIPURIFICADO DE FREJOL

En la Tabla 3.15 se muestran los resultados de la actividad inhibidora, frente a
papaina, del extracto semipurificado de fréjol, almacenado a tres temperaturas:
ambiente (17 °C), refrigeracién (4 °C), y congelamiento (-20 °C), durante cuatro

semanas. El analisis estadistico se realizé como se indica en la seccién 2.5.

Tabla 3.15. Actividad inhibidora del extracto semipurificado de fréjol, frente a papaina
almacenado a tres temperaturas durante cuatro semanas

Actividad inhibidora (U/mL)
Tiempo (semanas)
17 °C 4°C -20 °C
0 95,40 + 0,89* 97,13+ 1,63* | 95,77+ 1,45"
1 73,23+ 1,07° 91,93 + 1,89 | 96,37 + 1,00*
2 59,47 + 0,81 83,77+ 1,16 | 95,17 +1,03*
3 50,40 +2,23° 78,17+ 0,06° | 95,87 +2,01*
4 38,73 + 1,44" 71,30 + 0,92F 95,57 + 1,424

X+c (n = 3)

Letras distintas en la misma columna sefialan diferencias estadisticas significativas (p < 0,05)
La actividad inhibidora frente a papaina del extracto semipurificado de fréjol,
almacenado durante cuatro semanas, disminuyd un 53 % a temperatura ambiente
(17 °C), un 27 % a temperatura de refrigeracion (4°C) y a temperatura de
congelamiento (-20 °C) no presentaron diferencias significativas de actividad

inhibidora, segun el analisis estadistico aplicado.

En la Figura 3.14 se muestra la grafica de la actividad inhibidora de fréjol en
papaina versus el tiempo de almacenamiento, para las tres temperaturas de

experimentacion.
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Figura 3.14 Actividad inhibidora del extracto semipurificado de fréjol almacenado a tres
temperaturas durante cuatro semanas

Como se puede observar, la actividad inhibidora de los extractos almacenados a
temperatura ambiente y refrigeracién disminuye con una tendencia de tipo
exponencial, mientras que a temperatura de congelamiento no se aprecia ninguna

variacion, como lo confirma el analisis estadistico.

Las ecuaciones de las lineas de tendencia para las temperaturas ambiente y
congelacion se ajustaron a la Ecuacién 2.8, que se presenta en la seccion 2.1.2;
de esta manera se puede determinar la constante de inactivacion, que para la
temperatura ambiente fue de 0,189 semanas’’ y para la temperatura de
refrigeracion fue de 0,078 semanas'. Las muestras almacenadas a temperatura
ambiente pierden su actividad inhibidora 2,4 veces mas rapido en comparacion a
las almacenadas a temperatura de refrigeracion. Mientras que las muestras

almacenadas a temperatura de congelamiento no perdieron actividad inhibidora.

De acuerdo con estos resultados, se puede concluir que la temperatura de
almacenamiento para el extracto semipurificado de fréjol es determinante para la

estabilidad. El mejor proceso de conservacién se encontré a temperatura de
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congelacion (-20 °C), ademas de que a esta temperatura se detiene un eventual

ataque microbioldgico.

3.6.2. EVALUACION DEL ESTUDIO DE ESTABILIDAD DEL EXTRACTO
INHIBIDOR SEMIPURIFICADO DE CHOCHO

En la Tabla 3.16 se presentan los resultados de la actividad inhibidora del extracto
semipurificado de chocho, frente a quimotripsina almacenado a tres temperaturas:
ambiente (17 °C), refrigeracion (4 °C), y congelamiento (-20 °C), durante cuatro

semanas. El analisis estadistico se realiz6 como se indica en la seccion 2.5.

Tabla 3.16. Actividad inhibidora del extracto semipurificado de chocho, frente a
quimotripsina almacenado a tres temperaturas durante cuatro semanas

Actividad inhibidora (U/mL)
Tiempo (semanas)
17 °C 4°C -20 °C
0 122,63 +2,15* 125,77 £2,17* | 125,13+ 1,37*
1 103,13 +2,15" 111,57 +1,70% | 123,27 +2,35*
2 80,27 + 0.61° 95,87+ 2,23 | 118,07+ 1,318
3 58,13 +2,30° 84,60 + 1,55° 113,43 + 1,70°
4 51,37+ 1,39% 71,10 + 3,34" 106,60 + 1,49°

X£o (n=3)
Letras distintas en la misma columna sefialan diferencias estadisticas significativas ( p < 0,05)

Existe disminucion de la actividad inhibidora frente a quimotripsina del extracto de
chocho con diferencias estadisticas significativas en las tres temperaturas,
durante las cuatro semanas de almacenamiento. Se presenta una pérdida de
actividad inhibidora del 58 % a temperatura ambiente, del 43 % a temperatura de

refrigeracion y del 15 % para la temperatura de congelamiento.

Los resultados para las tres temperaturas presentan una tendencia de tipo
exponencial, con valores de R?> mayores a 0,96, como se observa en la Figura
3.15; ademas se puede apreciar la ecuacion que rige esta tendencia y las

constantes de inactivacion.
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Figura 3.15. Actividad inhibidora del extracto semipurificado de chocho almacenado a
tres temperaturas durante cuatro semanas

La temperatura de almacenamiento es determinante para la estabilidad del
extracto inhibidor semipurificado de chocho. Como se puede observar en la Figura
3.15, mientras mas alta es la temperatura de almacenamiento, la pérdida de la

actividad inhibidora es mayor.

De las ecuaciones que ajustan las lineas de tendencia, se determinaron las
constantes de inactivacion para las tres temperaturas de almacenamiento, con los
siguientes valores: 0,231 semanas™', a temperatura ambiente; 0,142 semanas™, a

temperatura de refrigeracion; y, 0,04 semanas™', a temperatura de congelamiento.

Las muestras almacenadas a temperatura ambiente pierden su actividad
inhibidora, respectivamente, 1,6 y 5,7 veces mas rapido en comparacion con las
almacenadas a temperatura de refrigeracion y congelamiento. Mientras que, las
muestras almacenadas a temperatura de refrigeracion pierden actividad 3,5 veces

mas rapido que las almacenadas a temperatura de congelamiento.



103

Segun estos resultados y los encontrados en la seccién anterior, luego de que las
muestras se almacenaron por cuatro semanas, se establecié que la actividad
inhibidora presentd una menor disminucion a -20 °C; puesto que a esta
temperatura, en el primer caso, no se encontraron diferencias significativas de

actividad inhibidora y, en el segundo caso, la disminucién fue apenas del 15 %.

Inhibidores comerciales de proteasas, como Ritonavir y Lopinavir, son estables en
solucion a temperatura de refrigeracion durante un mes y, en capsulas a
temperatura ambiente mantienen su actividad durante dos meses (Soto, Gutiérrez
y Seas, 2005, p. 4). Por lo tanto, la estabilidad de los inhibidores encontrados en

este estudio es buena y comparable a la de inhibidores comerciales.

3.7. DISENO DE UNA PLANTA PILOTO PARA LA OBTENCION
DE INHIBIDORES PURIFICADOS DE CARBOXIPEPTIDASA
A, PAPAINA O QUIMOTRIPSINA

En la actualidad, se han descubierto aplicaciones importantes para los inhibidores
de proteasas, especialmente en el campo biotecnoldgico, en la biomedicina, en el
diagnostico y tratamiento de enfermedades como el cancer, el Alzheimer;
desérdenes inmunolégicos, infecciones respiratorias; infecciones parasitarias,

fungicas y virales, como la malaria y el VIH (Garcia et al., 2009, p. 3).

La malaria o paludismo es una enfermedad transmitida, principalmente, por
mosquitos y provocada por parasitos del genero Plasmodium, los mismos que en
su proceso de reproduccion utilizan diversas proteasas, que pueden ser inhibidas,

para impedir la proliferacion parasitaria (Benitez, 2005, p. 110).

En el presente estudio, se desarroll6 una estrategia para obtener inhibidores de
quimotripsina y papaina provenientes de extractos de las semillas de chocho y
fréjol, que en investigaciones futuras podrian ensayarse frente a proteasas diana

del Plasmodium.
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En esta seccién se disefid una planta a escala piloto, para la obtencion de
inhibidores semipurificados, en la cual se estableci6 la capacidad de
procesamiento, se calcularon los balances de masa y energia y se seleccionaron
los equipos y accesorios. Se realizaron los diagramas BFD, PFD, asi como la

distribucion de las areas de produccion, administrativas, exteriores y sanitarias.

3.7.1. CAPACIDAD DE LA PLANTA

Para definir la capacidad de la planta, se investigd el numero de personas
infectadas con malaria durante los dos ultimos anos, en Ecuador. Segun el
Ministerio de Salud Publica fue de 613 casos; y las dosis promedio de inhibidores
comerciales como Lopinavir, suministradas a pacientes adultos con malaria, fue

de 800 mg durante 7 a 14 dias de tratamiento (Chassaigne, 2001, p. 86).

De acuerdo con esta informacion se establecié que la dosis total por paciente
adulto, durante todo el tratamiento, fue de 11,20 g de farmaco. Si se asume que la
cifra de infectados con malaria en Ecuador se mantiene en un valor promedio de
600 casos durante los proximos afios, serian necesarios 6 720 g de farmaco por

afno, para tratar esta enfermedad.

Por otra parte, en la Tabla 3.12 se muestra la concentracion proteica de los
extractos de fréjol y chocho. Con la concentracién del inhibidor de fréjol
(7,49 mg/mL), por ser la menor, y con la dosis anual de farmaco necesaria para

Ecuador, se establecié un volumen de produccién de 897 L/afio.

Este volumen de produccion es aproximado, ya que no se consideran algunos
aspectos, como la efectividad de estos inhibidores en el tratamiento de la malaria,
la dosis necesaria segun el tipo de Plasmodium que provoco la enfermedad, asi
como también la posibilidad de usar estos extractos como farmacos para otras

enfermedades como hepatitis o infecciones.
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Sin embargo, al tratarse de una planta a escala piloto, que por definicion es muy
versatil en los volumenes de produccién y en las operaciones unitarias requeridas
en el proceso, se propone el disefio de la planta con una capacidad de 5 L diarios

de extracto inhibidor.

El trabajo se desarrollara en un proceso batch, de un solo turno de 8 h diarias, los
5 dias laborables de la semana, durante todo el afio. Con esta produccién se

cubre la demanda por ano antes indicada.

3.7.2. MATERIA PRIMA E INSUMOS

La materia prima e insumos requeridos para la obtencion de extractos inhibidores
de papaina y quimotripsina son los siguientes: semillas de fréjol (Phaseolus
vulgaris L.) y chocho (Lupinus mutabilis), solvente (1-propanol), fosfato de sodio,
hidroxido de sodio, agua destilada, envases, etiquetas y cajas de cartén para el

proceso de empacado.

3.7.3. DISENO DEL PROCESO DE PRODUCCION

El proceso de produccion es presentado en el diagrama de bloques (BFD) de la

figura 3.16.

3.7.4. PLANO DE SIMBOLOGIA, ABREVIATURAS Y NOMENCLATURA

UTILIZADA EN EQUIPOS Y LINEAS DE CORRIENTES

Los equipos fueron codificados de acuerdo con el orden de seguimiento del

proceso, con dos letras mayusculas y un numero de tres digitos para cada equipo,

como se observa en la Tabla 3.17.
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Tabla 3.17. Codificacion de los equipos de la planta piloto

PROCESO EQUIPO CODIFICACION

Molino de disco MO-101
Molienda
Tanque abierto TT-102
Elevador de cangilones EC-103
Desengrasado Tanque con agitacion TA-104
Tanque de almacenamiento TC-105
Destilacion Recuperador de solventes RS-106
Secador de bandejas SB-107
Secado
Tanque abierto TT-108
Elevador de cangilones EC-109
Extraccion Tanque con agitacion TA-110
Tanque de almacenamiento TC-111
Centrifugacion Centrifuga CC-112
Filtracion 50 kDa Filtrador tangencial FT-113
Filtracion 10 kDa Filtrador tangencial FT-114
Tratamiento térmico Marmita con agitacion MM-115
Centrifugacion Centrifuga CC-116
Evaporacion Concentrad(.),r por CE-117
evaporacion

Envasado y Envasadora EV-118
almacenamiento Camara de congelacion CF-119

El diagrama de flujo del proceso PFD, que se muestra en la Figura 3.17, detalla
los equipos con su respectivo codigo y las corrientes numeradas de acuerdo con
el orden de aparicion. En la Tabla 3.18 se muestra la simbologia de los equipos

que se usaron en el PFD.
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Tabla 3.18. Simbologia de los equipos utilizados en el PFD

109

u #ﬁ Y

@ N
Molino Tanque abierto Elevador de Tanque con
cangilones agitacion

Recuperador de .

trifi

Tanque de solventes Secador de bandejas Centrifuga
almacenamiento

QO
Filtrador tangencial Marmita Evaporador Envasadora

Camara de
congelacion
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3.7.5. DESCRIPCION DEL PROCESO TECNOLOGICO

Las semillas seran adquiridas en la estacion Santa Catalina del INIAP, en donde
se cultivan, seleccionan y benefician. El proceso comienza con la molienda de las
semillas, en un molino de disco (MO-101), apto para granos con contenidos
medios de grasa, hasta alcanzar particulas de tamafio menor a 0,01 mm; la harina
se deposita en un tanque abierto (TT-102), desde donde se alimenta a un tanque
con agitacion (TA-104), mediante un elevador de cangilones (EC-103), para el
proceso de desengrasado, este tanque también es alimentado con 1-propanol
desde otro tanque de almacenamiento (TA-105), a través de la corriente 4 en una
proporcion 1:4 harina-solvente, luego de 30 min, mediante bombeo, se retira el
solvente y se vuelve a cargar solvente limpio en la misma proporcién. Este
procedimiento se repite hasta que la corriente 7 no presente turbidez, que para el

caso de las semillas de fréjol corresponde a 7 repeticiones.

El 1-propanol, contaminado con grasa y residuos de harina, entra a un equipo
denominado recuperador de solventes (RS-106) que, mediante destilacion,
separa los desechos (9) del 1-propanol recuperado (8), el cual se recircula e
ingresa nuevamente al tanque de almacenamiento TC-105 junto con la corriente

10 que compensa las pérdidas en el proceso.

La harina desengrasada se coloca en un secador de bandejas (SB-107) para
retirar el resto de solvente, luego la harina desengrasada se deposita en un
tanque abierto (TT-108) para que, mediante un elevador de cangilones (EC-109),

se coloque en el tanque con agitacion TA-110.

El tampdn fosfato de sodio 50 mM, que sirve para la homogenizacion, se prepara
en el taque TC-111, luego se mezcla con harina en una proporcién harina:tampén
1:5, durante 1,5 h.

La mezcla se separa en dos centrifugas (CC-112) a 2 800 x g, con recipientes de
2 L de capacidad, durante 30 min. El precipitado se retira como desecho y el

sobrenadante se alimenta a un equipo de filtracion tangencial (TF-113), provisto
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con una membrana con tamafio de poro de 50 kDa. Se desecha el retenido y el
permeado se filtra nuevamente en otro sistema de filtracion tangencial (TF-114),
con una membrana de 10 kDa; el nuevo permeado (20) se carga en una marmita
(MM-115) que se calienta con vapor saturado, hasta una temperatura de 60 °C,

con leve agitacion durante 30 min, para precipitar proteinas que no son de interés.

Mediante centrifugacion (CC-116) a 2 800 x g, durante 30 min, se desecha el
precipitado y el sobrenadante se concentra (CE-117), mediante evaporacion a
presion parcial de vacio, en un equipo que consta de una marmita cerrada

conectada a un condensador, a una temperatura de 55 °C.
El extracto inhibidor se envasa en un equipo semiautomatico (EV-118) en botellas

de plastico esterilizadas, luego se almacenan en una camara de congelacion

(CF-119) a -20 °C, para su posterior uso 0 mayor concentracion.

3.7.6. BALANCE DE MASA

El balance de masa se resume a continuacion en las Tablas 3.19, 3.20 y 3.21, de

acuerdo con las corrientes que se indican en el PFD.

Tabla 3.19. Resumen del balance de masa en las corrientes 1 ala 9

Corrientes
Componente
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Semillas (kg/d) | 13,00
Harina (kg/d) 12,25 11,76
1-propanol* (L/d) 343,00 5,45 | 337,55 | 321,37
Grasa (kg/d) 0,58
Desechos (kg/d) 13,57
Pérdidas (kg/d) 0,75 0,49
TOTAL (kg/d) | 13,00 | 0,75 | 12,25 | 275,43 | 0,49 | 16,14 | 271,63 | 258,06 | 13,57

* La densidad del 1-propanol es 0,803 kg/L
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Tabla 3.20. Resumen del balance de masa en las corrientes 10 a la 18

Corrientes

10 11 12 13 14 15 16 17 18
Harina (kg/d) 11,68
I-propanol* (L/d) | 21,63
Aguayp, (L/d) 58,40 58,40
NaH,PO, (kg/d) 0,40 0,40
Extracto (L/d) 70,48 23,36
Precipitado (kg/d) 47,12
Retenido (L/d) 0,58

TOTAL (kg/d) 17,36 | 11,68 | 58,80 | 70,48 | 0,40 | 58,40 | 47,12 | 23,36 | 0,58
* La densidad del 1-propanol es 0,803 kg/L

Componente

Tabla 3.21. Resumen del balance de masa en las corrientes 19 a la 27

Corrientes
Componente 19 20 21 22 23 24 25 26 27
Aguap (L/d) 17,30
Extracto (L/d) 22,70 | 22,40 22,30 22,30 5,00
Precipitado (kg/d) 0,10 | 0,10
Retenido (L/d) 0,20
Vapor de agua (kg/d) 4,88
TOTAL (kg/d) 22,70 | 22,40 | 0,20 | 4,88 | 22,40 | 0,10 | 22,30 | 17,30 | 5,00

3.7.7. BALANCE DE ENERGIA

Se determind la cantidad de energia requerida en los procesos que involucran
cambio de temperatura; es decir, en los procesos de precipitacion por tratamiento
térmico y concentracién por evaporacion. Los célculos se detallan en el Anexo VI

y se resumen a continuacion, en la Tabla 3.22.
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Tabla 3.22. Cantidad de energia requerida en los procesos con cambio de temperatura

Proceso Cantidad de energia (kJ/d)
Tratamiento térmico 4 033,74
Concentracion por evaporacion 3 540,99
TOTAL 7 574,73

3.7.8. REQUERIMIENTO DE VAPOR

El requerimiento de vapor se determiné de acuerdo con la cantidad de energia
necesaria de la planta, que se indica en la Tabla 3.22, mas un factor de seguridad
del 40 %, que garantiza el suministro suficiente de vapor, incluso cuando se
requiera aumentar la produccion. Entonces, la cantidad de energia con que se

calculd la masa de vapor fue 10 604,62 kJ/d.

La cantidad de vapor requerida es 4,88 kg/d, este valor se calculd6 mediante la

Ecuacion 2.9 que se indica en la seccion 2.6

3.7.9. DIMENSIONAMIENTO DEL CALDERO

Para generar la cantidad de vapor que se requiere en la planta piloto es necesario
un caldero cuya capacidad se calcul6 en BHP, de acuerdo con la Ecuacién 2.10.
Se estimd que el caldero funcionara durante 45 min al dia, y con la cantidad de
energia requerida (10 604,62 kJ/d), la capacidad minima calculada es 0,40 BHP.

3.7.10. DISENO BASICO DE LA PLANTA PILOTO

Se disend la planta piloto, con una disposicion en forma de “U”, con un
espaciamiento minimo entre equipos de 0,60 m, para facilitar la limpieza y el flujo
de operarios. El ordenamiento de los equipos puede variar segun las necesidades

futuras de la planta, en cuanto a nuevas estrategias para la obtencion de los
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inhibidores y su mayor purificacion. En el Anexo VIII se presentan las hojas con

las especificaciones técnicas de los equipos.

La planta contara con dos bodegas, la primera para el almacenamiento de

materias primas y la segunda para suministros, como envases y etiquetas.

En el Anexo IX se presenta la distribucion del area de produccion “LAY OUT” en

donde se detalla la ubicacion y el espaciamiento de los equipos.

La planta contara con un ingreso peatonal hasta el area sanitaria, que estara
dividida para hombres y mujeres, en donde el personal de produccion se proveera

de la vestimenta adecuada para el ingreso a la planta.

El area de produccion, bodegas y area sanitaria se encuentran elevadas 0,80 m
con respecto al nivel del piso, para facilitar el movimiento de producto desde y
hacia los vehiculos y para evitar el ingreso de plagas. En el Anexo X se presentan

los cortes de elevacion.

Junto al area de produccién, se construira un laboratorio de calidad e
investigaciéon. Por la naturaleza del producto a procesar es necesario elaborar un
plan permanente de investigacion y desarrollo de nuevas estrategias de

purificacion de los inhibidores y la experimentacién con nuevas materias primas.

Ademas, la planta dispondra de un area administrativa, con todas las facilidades
para establecer una estructura organizacional que planificara las actividades y el
desempefo general de la planta. En el Anexo Xl se presenta la distribucion de

todas las areas con las que cuenta la planta piloto, en apreciacion 2D y 3D.

3.8. EVALUACION DE LOS COSTOS DEL PROYECTO

Para estimar el costo de produccion de 5 L/d de extracto semipurificado con

actividad inhibidora de papaina y quimotripsina, se consideraron el costo de la
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materia prima, reactivos e insumos, asi como el costo de la maquinaria de la

planta piloto y el capital de trabajo inicial.

3.8.1. INVERSION TOTAL DE LA PLANTA PILOTO

Los montos para la adquisicion de los activos fijos, activos diferidos y el capital

inicial se detallan en el Anexo Xll, y se resumen a continuacion, en la Tabla 3.23

Tabla 3.23. Activos fijos, activos diferidos y capital inicial de la planta piloto

Parametros Costo ($) (%)
Terreno 38 867,20 10,49
Construccion de 126 468,00 34.13
la planta
Equipos 58 550,00 15,80
Activos fijos Instalacion de 25 000,00 6.75
equipos
Laboratorio 50 000,00 13,49
Equipamiento de 10 000,00 2,70
oficinas
Activos diferidos 31 750,39 8,57
Capital de operacion 4107,08 1,11
Imprevistos (7 %) 25 815,84 6,97
TOTAL 370 558,51 100 %

La construccién de la planta sera el rubro mas alto, con el 34,13 % de la inversion
total. El equipamiento de la planta y del laboratorio seran los siguientes rubros

mas altos, con el 15,80 y 13,49 %, respectivamente.

La planta piloto se localizara en el sector industrial de la parroquia Amaguana del
cantdn Quito, por su cercania a los proveedores de materia prima, insumos y

suministros; ademas, el lugar cuenta con via asfaltadas de primer orden, mano de
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obra local, suministro permanente de agua y energia, entre otras caracteristicas

que garantizaran el adecuado funcionamiento de la planta.

3.8.2. AMORTIZACION DE LA PLANTA PILOTO

La amortizacién de la planta se calculé para 10 afos, este tiempo es sugerido por
varias fuentes bibliograficas, especialmente para equipos, no obstante en otros
activos, como el valor de terreno, se han determinado valores de salva hasta del

90 %.

En la Tabla 3.24 se presenta un resumen de la amortizacion de los activos fijos,

activos diferidos y capital inicial; estos rubros se detallan en el Anexo XII.

Tabla 3.24. Amortizacion de la planta piloto a 10 afios

Parametro Amortizacion por lote
Activo fijo 106,89
Activo diferido 15,88
Capital inicial 2,05
TOTAL 124,82

3.8.3. CONSUMO DE ENERGIA DE LA PLANTA PILOTO

Se calculé el consumo de energia de los equipos de la planta, de acuerdo con las
especificaciones técnicas y con el tiempo de operacion, como se detalla en la
Tabla XII.5 del Anexo Xll. Se establecié un costo de 24,93 délares por lote de
produccion, al considerar un valor promedio de 0,21 ddlares el kWh para el sector

industrial del Ecuador (Empresa Eléctrica Quito, 2014, p. 7).



117

3.8.4. COSTO DE LA MATERIA PRIMA E INSUMOS

En la Tabla 3.25 se resumen los costos de la materia prima e insumos requeridos
para producir 5 L/d de extracto semipurificado con actividad inhibidora de papaina

y quimotripsina.

Tabla 3.25. Costos de la materia prima e insumos requeridos para producir 5 L/d de
extracto con actividad inhibidora de papaina y quimotripsina

Pardmetro Costo Cantidad Costo total
unitario (%) requerida (&)
Semillas (kg) 3,00 13,00 39,00
1- Propanol (L) 181,07 21,63 3916,54
Tampon fosfato de sodio (L) 2,54 58,40 148,33
Botellas (u) 0,50 5 2,50
Etiquetas (10 000 u) 454,00 5 0,23
Cajas de carton (100 u) 50,00 1 0,50
TOTAL 4107,08

3.8.5. COSTO DE MANO DE OBRA DIRECTA E INDIRECTA

Se establecié una estructura organizacional que se detalla en la Figura AXII.1 del
Anexo Xll, en la cual se basa la ndbmina de trabajadores que se presenta en la
Tabla 3.26. El costo de mano de obra directa e indirecta anual sera de 106 782,00
ddlares, y al trabajar 200 dias laborales al afio, el costo de mano de obra por lote

sera de 533,91 dolares.



Tabla 3.26. Salarios anuales de los trabajadores de la planta piloto

. Aporte
Cffo (;ue nsliel:lasngl patronal | Vacaciones 13" 14% :;:)tzll
up u IESS u
Gerente |} ¢44 00 178,40 800,00 1600,00 | 35400 | 21954,00
general
Jefede | 450,00 161,68 725,00 1 450,00 354,00 | 19 929,00
produccion
Jefede | 450 00 150,53 675,00 1 350,00 354,00 | 18 579,00
laboratorio
Operario I | 600,00 66,90 300,00 600,00 354,00 8 454,00
Operario 2 | 600,00 66,90 300,00 600,00 354,00 8 454,00
Analistal | 700,00 78,05 350,00 700,00 354,00 9 804,00
Analista2 | 700,00 78,05 350,00 700,00 354,00 9 804,00
Secretaria | 700,00 78,05 350,00 700,00 354,00 9 804,00
TOTAL 106 782,00

3.8.6. RESUMEN DE LA ESTIMACION DEL COSTO DE PRODUCCION
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Finalmente, para determinar el costo de produccion de 5 L/d de extracto

semipurificado con actividad inhibidora de papaina y quimotripsina, a escala

piloto, se sumaron las cantidades que se presentan en la Tabla 3.27. A estos

valores se agregd un fondo de adicionales del 5 %, para cubrir algunos rubros

imprevistos, en la presente determinacion de costos.
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Tabla 3.27. Costo de produccion de 5 L/d de extracto semipurificado con actividad
inhibidora de papaina y quimotripsina

Parametro Valor ($)
Amortizacion por lote de la planta piloto 124,82
Consumo de energia 24,93
Costo de materia prima e insumos 4107,08
Costo de mano de obra directa e indirecta 533,91
Fondo de adicionales (5 %) 239,54
TOTAL 5030,34

Al dividir el costo total por lote para la cantidad de extracto producido se obtiene
que costara 1,006 $/mL y al tomar como referencia el extracto semipurificado de
fréjol, por ser el de menor concentracion proteica, con 7,49 mg/mL, se establecié

que el costo por mg de extracto semipurificado sera de $ 0,134.

Echeverria (2014) determind un valor de $ 24,46 para 17,05 mg de extracto
inhibidor parcialmente purificado de sangorache; es decir, un valor por mg de
$1,43 (p. 95). Este costo es 10 veces mayor al que se determind en el presente
estudio. La diferencia radica, principalmente, en la escala de produccion;
Echeverria obtuvo el extracto inhibidor a escala de laboratorio, que por su
naturaleza, este sistema de produccién prioriza el nivel de pureza de la muestra
sobre los costos de produccién. Otros factores importantes que influyeron en la
diferencia del costo, son la concentracion del inhibidor, el grado de pureza las

etapas seleccionadas en la estrategia de purificacion.

La firma comercial Sigma Aldrich oferta un inhibidor de tripsina y quimotripsina
aislado de semilla de soya, a un precio de $ 5,35 /mg. El proceso de obtencién del
inhibidor es similar al de este estudio, su uso es para investigacion, la
presentacion de venta es en soluciéon de 10 mg/mL, congelada a -20 °C. Al
comparar el costo del inhibidor de Sigma Aldrich frente al costo del extracto

semipurificado de la presente investigacion, existe un margen que permitiria
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implementar otras técnicas de purificacion de alta resolucion, que complementen

el trabajo y aun asi ser comercialmente competitivos.

La farmacéutica estadounidense Abbott, produce y vende una mezcla de
inhibidores (Lopinavir/Ritonavir, 200/50 mg), con el nombre comercial Kaletra®,
en paises como Ecuador, Colombia y Peru. Segun el estudio desarrollado por
Achan (2012) este medicamento disminuyo la incidencia de malaria en un 60 %
(p. 2 110). El precio de este farmaco en Ecuador es de $ 24,83, cada capsula; es
decir, que el valor por mg es $ 0,124. El farmaco que oferta Abbott se produce a
escala industrial; sin embargo, el precio de venta es similar al costo que se
determind, a escala piloto, en la presente investigacion. Este analisis permite
concluir que al aumentar la produccion de los inhibidores en estudio se
disminuirian los costos de produccion y se convertiria en un farmaco competitivo,

incluso en mercados internacionales.
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4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1.

CONCLUSIONES

Se obtuvieron extractos crudos de las semillas de amaranto, arveja, chocho,
fréjol y sangorache mediante homogeneizacion con tampdn fosfato de sodio
50 mM, y ultrafiltracion centrifuga a 50 kDa.

Los extractos crudos provenientes de las semillas de las cinco especies
ensayadas produjeron AIE frente a papaina y quimotripsina. Mientras que,
frente a carboxipeptidasa A no existio AIE, incluso con variaciones de la
cantidad de enzima y extracto inhibidor. Los mejores resultados
correspondieron a los extractos de frejol frente a papaina con un valor de

4,95 + 0,15 y chocho frente a quimotripsina con un valor de 2,19 + 0,06 U/mg.

La purificacion de los extractos crudos de fréjol y chocho mediante
ultrafiltracion centrifuga a 10 kDa y tratamiento calérico produjo un grado de
purificacion de 2,91 y 3,02 veces en cada extracto. Asi también la purificacion
por cromatografia de afinidad en una matriz de tripsina-glioxil-sepharosa 6B-
CL generd un grado se purificacion para el extracto de fréjol de 1,53 veces y
para el extracto de chocho de 1,13 veces. Sin embargo, este ultimo
procedimiento diluyé excesivamente la muestra y dificulté su posterior

caracterizacion.

Los pesos moleculares de los inhibidores fueron determinados mediante
electroforesis SDS- PAGE, cuyos resultados fueron 5,18 kDa para el inhibidor

de chocho y 4,05 kDa para el de fréjol.

Los valores de ICsp encontrados para los extractos de fréjol (0,107 £ 0,021
mM) y chocho (0,018 %+ 0,0012 mM), frente a papaina y quimotripsina,

respectivamente, muestran un elevado nivel de inhibicién, debido a que
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representan una buena afinidad entre el inhibidor y la enzima

correspondiente.

El estudio de estabilidad demuestra que el almacenamiento de debe realizar a
temperatura de congelamiento, puesto que con el extracto semipurificado de
fréjol no se encontraron diferencias significativas de Al; mientras que, con el

extracto de chocho la disminucién de Al fue apenas del 15 %.

El procedimiento que se propuso para la purificacion de los extractos
inhibidores permite el diseiié una planta a escala piloto para la obtencién de
5 L/d de extractos semipurificados de fréjol y chocho con Al, que serviria para
satisfacer la produccion de un posible medicamento contra la malaria en

Ecuador.

El costo de produccion a escala piloto de los extractos semipurificados se
estimé en $ 0,134/mg, que frente a precios de inhibidores comerciales posee
un margen que permitiria implementar otras técnicas de purificacion de alta

resolucién y aun asi ser competitivos.
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RECOMENDACIONES

Incorporar una etapa en la estrategia de purificacion de los inhibidores,
consistente en una precipitacion selectiva, hasta identificar la fraccién con

actividad inhibidora.

Determinar la actividad inhibidora de los extractos frente a papaina,
quimotripsina y CPA, con sustratos especificos para cada enzima y, ademas,
probar la actividad inhibidora de los extractos frente a pepsina por ser una
aspartico proteasa representativa y de una clase mecanistica diferente a las

proteasas estudiadas.

Inmovilizar papaina, quimotripsina y CPA, de manera independiente, en una
matriz de Sepharosa para lograr un mayor grado de purificacion de los

inhibidores, mediante cromatografia de afinidad.

Determinar la estabilidad de los extractos de fréjol y chocho almacenados a
temperatura de congelamiento (-20 °C), durante un periodo mayor a cuatro

semanas.

Evaluar la actividad antimalarica, in vitro, de los extractos de fréjol, chocho y

sangorache, frente a parasitos del género Plasmodium.

Buscar nuevas aplicaciones de los inhibidores obtenidos en otros campos
como la agricultura, con el desarrollo de plaguicidas especificos con minimo

impacto sobre otros organismos.
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ANEXO1

EJEMPLOS DE CALCULO PARA LA DETERMINACION DE LA
CONCENTRACION DE PROTEINA

ALl. METODO DE ABSORCION EN EL ULTRAVIOLETA

Para la determinacion de la concentracion proteica mediante el método de
absorcion en el ultravioleta se midio la absorbancia a 280 nm. El calculo de la
concentracién de proteina se realizé mediante la Ecuacion 2.1 segun lo descrito

en el acapite 2.2.3.1.

DOygo* f

[Pl=—5—- [2.1]

Fue necesario hacer una dilucion 1:20 para obtener lecturas menores a 1; para el
valor de L se tomd la medida de la celda, que es 1 cm; y para el coeficiente de
extincion se considerd un valor arbitrario de 1,0 (mg/mL)" cm™ (Aitken y
Learmoth, 2002, p. 3). A continuacién se muestra un ejemplo de calculo de la

concentracion de proteina del extracto crudo de fréjol.

0,576x 20

1cm
= +~—— = 11,51 mg/mL
1 (mg/mL) cm mg/m

[P]

AL2. METODO DE BIURET

Para la determinaciéon de la concentracion proteica mediante el método de Biuret
fue necesario realizar una curva de calibracion con una solucion estandar de
albumina bovina (20 mg/mL) y con la ecuacién de la linea de tendencia se
determiné la concentracion de proteina en mg/mL, de los extractos en todas las

etapas de purificaciéon, segun lo descrito en acapite 2.2.3.2.



8

nc

©

[}

Absorb

0,45

0,40

0,35

y =0,2334x - 0,0095

0,30

R*=0,9964

0,25

0,20

0,15

0,10

0,05

—

0,00

0,0

T

0,2

T T T T T T
04 06 08 1,0 1,2 1,4
Concentracion de proteina (mg/mL)

T

1,6

T

1,8

1

2,0

140

Figura AL1. Curva de calibracion para la determinacion de la concentracion de proteina

en mg/mL, por el método de Biuret

En la ecuacion de la linea de tendencia que se observa en la Figura Al.1 se

reemplazaron los valores de absorbancia a 545 nm de los extractos. El caso

particular de la determinacion de proteina del extracto crudo de fréjol se muestra a

continuacion:

y = 0,2334x — 0,0095

1,92 = 0,2334 x — 0,0095

x = 8,238 mg/mL

La concentracién de proteina del extracto crudo de fréjol determinado por el

método de Biuret fue 8,238 mg/mL.
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ANEXO IT

EJEMPLOS DE CALCULO PARA LA DETERMINACION DE LA
ACTIVIDAD ENZIMATICA DE TRIPSINA, METODO
DESARROLLADO POR BECKER, MAKKAR Y SIDDHURAJU,
PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD INHIBIDORA DE
QUIMOTRIPSINA, DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
INHIBIDORA ESPECIFICA

AIL1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE TRIPSINA,
CON BApNA, COMO SUSTRATO

La actividad proteolitica de la tripsina se determind mediante espectrofotometria,
segun el método desarrollado por Earlanger et al. (1961) modificado por Mufoz
(2011), que utiliza BApNA como sustrato. Para calcular la actividad proteolitica de

la tripsina se utilizé la Ecuacion 2.2 (Reina, 2000).

_ ADO400 N 1 OOOXVT

A=~ [2.2]
AE=0,105% 1 200X 3200 oo UimL
Y 8 800x1x100 m

La AE de la tripsina fue de 0,382 U/mL que equivale a 382 mU/mL.

AIL2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD INHIBIDORA FRENTE A
TRIPSINA PRODUCIDA POR EL EXTRACTO CRUDO DE SEMILLAS
DE SANGORACHE, CON CASEINA COMO SUSTRATO

Se realiz6 la determinacion espectrofotométrica de los productos de degradacion

de caseina a 275 nm producidos por una concentracién dada de la proteasa en
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experimentacion, en presencia y ausencia del inhibidor, segun lo descrito en el
acapite 2.3.1.3. La actividad enzimatica de tripsina, con caseina como sustrato, se

calculd mediante la Ecuacion 2.3 como se indica a continuacion:

h

o7 [2.3]

AC=

El promedio de las lecturas de absorbancia a 275 nm fue de 0,6474 con este valor

de aplicé la Ecuacioén 2.3.

0,6474
C=

oqF = 474 Ui

AIL3. METODO DESARROLLADO POR BECKER, MAKKAR Y SIDDHURAJU,
PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD INHIBIDORA DE
QUIMOTRIPSINA

1. Principio del ensayo
Este método se basa en la determinacion espectrofotométrica de los productos de
degradacion de caseina, a 280 nm, producidos por una determinada
concentracion de la proteasa, en presencia y en ausencia del inhibidor.
2. Materiales

a) Tampon fosfato de sodio, 50m My pH 7,5.

b) Solucién de caseina (1 %): Suspender 1 g de caseina en 80 mL del tampdn

fosfato de sodio, 50 mM, pH 7,5; disolver completamente con

calentamiento, en un bafo termostatico, durante 15 min. Enfriar esta
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solucion, ajustar el pH a 7,5 y completar el volumen, con la solucion

tampdn hasta 100 mL.

Solucion enzimatica (40 mg/mL): Disolver 4 mg de quimotripsina en 100 mL
de 0,001 M HCI que contiene 0,08 M CaCl,.2H,0.

Reactivo de acido tricloroacético (TCA): Tomar 18,0 g de TCA y 18,0 g de
acetato de sodio anhidro, anadir 20 mL de acido acético glacial y completar

el volumen hasta 1 L, con agua destilada.
Solucion de HCI (0,001 M) que contiene 0,08 M CaCl,.2H,0: Disolver 0,09
mL de HCI concentrado (37 % peso/volumen), en 900 mL de agua

destilada. Ahadir 11,76 g CaCl,.2H,0 y aforara 1 L.

Solucién de NaOH (1 M): Disolver 4 g NaOH en 100 mL de agua destilada.

3. Métodos

3.1. Determinacion de la actividad enzimatica

Mezclar en cuatro tubos de ensayo 0,5 mL de la solucion enzimatica con 0,5 mL

de tampodn fosfato de sodio 50 mM, pH 7,5. Colocar los tubos en un bafio

termostatico a 37 °C. En uno de los tubos anadir 3 mL de la solucion con TCA, el

mismo que servira como blanco para los demas. Luego agregar en todos los

tubos 1 mL de la solucion de caseina, precalentada a 37 °C. Luego de

exactamente 10 min terminar la reaccion con 3 mL de la solucién con TCA.

Después de dejar reposar a 37 °C, durante al menos 30 min, filtrar la suspension,

y medir la absorbancia del filtrado a 275 nm, frente al blanco apropiado.
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3.2. Determinacion de la actividad inhibidora

La actividad inhibidora se define como la diferencia de la actividad enzimatica en
ausencia y presencia del extracto inhibidor. Para determinar la actividad
enzimatica en presencia del inhibidor se reemplaza el tampén fosfato de sodio por

el extracto inhibidor y se procede segun lo descrito en el item anterior.

AIL4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD INHIBIDORA ESPECIFICA

La actividad inhibidora especifica, es la relacion que existe entre la actividad
inhibidora que genera el extracto divido para su concentracion de proteina, de
esta manera se puede determinar el grado de pureza que se obtiene en las
diferentes etapas del proceso. La AIE del extracto crudo de fréjol frente a papaina

se calculé mediante la Ecuacion 2.4, como se ejemplifica a continuacion:

Al
AlE= o [2.3]

40,95 U/mL

AlE= 8,23 mg/mL

= 4,95 U/mg



ANEXO III

145

METODO PARA LA ELECTROFORESIS DE LOS EXTRACTOS CRUDOS

Tabla AIIIL.1. Soluciones preparadas para el analisis de electroforesis

Nombr.e del SEIHiGEG] Concentracion Componentes Observaciones
reactivo (mL)
. 11,82 g Tris HCI Ajustar el pH
Tris HCI pH 8.8 >0 1>M Aforar con H,Op con NaOH
. 7,88 g Tris HCI Ajustar el pH
Tris HCI pH 6,8 >0 LOM Aforar con H,Op con NaOH
10,00 g de SDS o
o B
SDS 100 10 % (p/v) Aforar con H,0p Neurotéxico
Acrilamida y 30 % 14,50 g de ?Crll{lmld.a ,
Bisacrilami 50 0,50 g de bisacrilamida Cancerigeno
isacrilamida 1%
Aforar con H,Op
1,00 g de Tris base
Tampon de 500 i 7,20 g de glicina Formacion de
corrida 10X 50,00 mL de SDS espuma
Aforar con H,Op
6,25 mL de Tris HCI
pH 6,8
20,00 mL de SDS al 10 %
. 0,25 mL de 2-
Tampon de
muestra 50 - mercaptoetanol -
10,00 mL de glicerol
0,05 g de azul de
bromofenol
Aforar con H,Op
250,00 mL de metanol
Solucién fijadora 500 - 35 H.IL de Acido acético -
glacial
Aforar con H,Op
0,65 g de Coomasie R250
Solucién de 227,00 mL de’metanol
.y 500 - 23,00 mL de Acido -
coloracion I .
acético glacial
Aforar con H,Op
215,00 mL de’metanol
Solucion 75,00 mL de Acido
., 500 - . . -
decoloracion acético glacial
Aforar con H,Op
0,19 de persulfato de
Persulfato de 1 10 % (p/v) amonio En fresco

amonio

Aforar con H,Op

(Felix, 2008, p. 122,123)
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Los geles se polimerizaron en el espacio intermedio de dos placas de vidrio
separadas por dos finas laminas. Se marcd dos centimetros desde el borde

superior para sefialar la separacion de los geles concentrador y de corrida.

El gel separador se prepard segun la secuencia que se muestra a continuacion en

la Tabla Alll.2.

Tabla AIII. 2 Preparacion del gel separador al 15 % de acrilamida

Soluciones Cantidad (mL)
Agua destilada 1,40
Acrilamida al 30 % 6,00
Tris HC11,5M 4,50
SDS al 10 % 0,12
Persulfato de amonio al 10 % 0,08
TEMED 0,01

(Bio-Rad, 2013, p. 12; Félix, 2008, p. 124)

La mezcla se colocé en las placas de vidrio, hasta los dos centimetros medidos
desde el borde superior. Luego se agregd una capa de isobutanol. La

polimerizacion de este gel durd 1 h (Félix, 2008, p. 124).

Para preparar el gel concentrador se retird la capa de isobutanol y se procedio

segun la secuencia que se muestra a continuacion en la Tabla Alll.3.
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Tabla AIII. 3 Preparacion del gel concentrador al 4 % de acrilamida

Soluciones Cantidad (mL)
Agua destilada 2,80
Acrilamida al 30 % 0,67
Tris HC1 1 M 0,50
SDS al 10 % 0,02
Persulfato de amonio al 10 % 0,02
TEMED 0,01

(Bio-Rad, 2013, p. 12; Félix, 2008, p. 124)

Se colocd un peine dentro de la solucion, para que al polimerizar forme los
pocillos donde se depositaran las muestras. La polimerizaciéon de este gel durd
45 min (Félix, 2008, p. 124).

En la preparacion de las dos fases del gel, antes de agregar el persulfato de
amonio y el TEMED, la mezcla se desgasifico, durante 10 min, en un bafo

ultrasonico.

Una vez transcurrido el tiempo de polimerizacion se coloco el gel, de forma
vertical dentro de la cubeta de electroforesis con 880 mL de tampdn de corrida
10X al 10 %, se depositaron 50 yL de muestra y estandar, y se inicid la

electroforesis (Félix, 2008, p. 45; Thermo Electron Corporation, 2004, p. 8).

La corrida se desarrollé a un voltaje constante de 100 V, para el gel concentrador
y de 150 V para el gel separador (Gonzalez, Gutiérrez y Fuchs, 2001).

Cuando el frente electroforético llego al borde inferior del gel separador se apagd
el equipo, el gel se sumergié en la solucién fijadora, luego en la de tedido y

finalmente en la de decoloracion, cada proceso durd 12 h (Félix, 2008, p. 125).
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ANEXO IV

EJEMPLOS DE CALCULO PARA EL BALANCE DE ACTIVIDAD
INHIBIDORA Y EL BALANCE DE CANTIDAD DE PROTEINA

Se realizd el balance de actividad inhibidora para calcular el porcentaje de
pérdidas y el error, que se generan en el fraccionamiento mediante la filtracion a
10 kDa, con relacién al extracto crudo. Para el calculo se procedié de la siguiente

manera:

Al (U/mL) e crudo X V (ML) E crudo = Al (U/ML) permeado X V (ML) permeado + Al (U/mL)

Retenido % V (m I—) Retenido

Actividad inhibidora de 10 mL de extracto crudo:

Al (U/ML) E crudo X V (ML) £ crudo = 40,95 (U/mL) x 10 (mL) = 409,5 (U)

Actividad inhibidora del permeado + actividad inhibidora del retenido

Al (U/ml-) Permeado * V (ml—) Permeado + Al (U/ml—) Retenido % V (mL) Retenido = 37,22
(U/mL) x 9,87 (mL) + 86,53 (U/mL) x 0,09 (mL) = 375,15 (U)

Rendimiento del proceso = (375,15 /409,5) x 100 = 91,61 %

Pérdidas = 100 % - 91,61 % = 8,39 % de actividad inhibidora

También se realizo el balance de la cantidad de proteina de la siguiente manera:

[P] (mg/ml—) E Crudo X \ (ml—) E Crudo — [P] (mg/ml—) Permeado % Vv (ml—) Permeado T [P]

(mg/mL) Rretenido X V (ML) Retenido
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Cantidad de proteina en 10 ml de extracto crudo:

[P] (mg/mL) & crudo X V (ML) £ crudo = 8,28 (mg/mL) x 10 (mL) = 82,8 (mg)

Cantidad de proteina del permeado + Cantidad de proteina del retenido

[P] (mg/mL) permeado * V (ML) permeado *+ [P] (MA/ML) Retenido X V (ML) Retenido =
6,73 (mg/mL) x 9,87 (mL) + 56,16 (mg/mL) x 0,09 (mL) = 71,48 (mg)

Rendimiento del proceso = (71,48 / 82,8) x 100 = 86,33 %

Pérdidas = 100 % - 86,33 % = 13,67 % de cantidad de proteina
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ANEXO V

PESOS MOLECULARES DE LAS BANDAS DEL ESTANDAR Y SUS
MOVILIDADES RELATIVAS. CALCULO DEL PESO MOLECULAR
DE LOS EXTRACTOS SEMIPURIFICADOS DE CHOCHO Y
FREJOL

En la Tabla AV.1 se presentan las movilidades relativas, de las 5 bandas
generadas por el estandar en la electroforesis (SDS-PAGE), con respecto a la
movilidad total del frente electroforético; asi como también las distancias

recorridas por las muestras de chocho (carril 2) y fréjol (carril 3).

Tabla AV.1 Movilidad relativa de las bandas generadas por el estandar y las bandas
generadas por las muestras de chocho y fréjol, respecto al frente electroforético

Nimerods | 00 | iiidl || Misiidedl e | M
Muestra molecular .
bandas (mm) del frente (mm) | relativa
(kDa)

1 17,2 12,96 0,39

2 14,6 20,04 0,60
Estandar 3 8,24 23,64 0,71

4 6,38 26,77 0,80

5 2,56 31,18 33,38 0,93

1 25,95 0,78
Chocho

2 28,22 0,85

1 25,26 0,76

Fréjol
2 29,68 0,89
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Figura AV.1 Curva de calibracion del estandar aplicado en el primer carril de la
electroforesis, al 20 % de poliacrilamida

Los valores de movilidad relativa de los extractos de chocho y fréjol fueron
evaluados en la ecuacion de linealizacion de la curva de calibracion de los

estandares, como se muestra a continuacion en el siguiente ejemplo.

y = -28,236 x + 29,182
y = -28,236(0,78) + 29,182 = 7,16 kDa

Donde
y: Peso molecular aproximado del extracto semipurificado de chocho,
X: Movilidad relativa del extracto de chocho con respecto a la movilidad total

del frente electroforético.
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ANEXO VI

CALCULO DEL ICs, DE LOS EXTRACTOS SEMIPURIFICADOS DE
FREJOL Y CHOCHO

AVL1. DETERMINACION DEL ICs) DEL EXTRACTO SEMIPURIFICADO DE
FREJOL, FRENTE A PAPAINA

Para el calculo de Km y Vax se ensayo la actividad proteolitica de papaina, sin
inhibidor y con diferentes soluciones del extracto inhibidor de concentraciones 1,
3, 7 mg/mL; este procedimiento de desarrollé de acuerdo con el método descrito

en el acapite 2.4.3.2.

En la Tabla AVI.1 se presenta la actividad proteolitica de papaina sin el extracto
inhibidor inhibidor

concentraciones.

y con el extracto semipurificado de fréjol, a tres

Tabla AVI.1. Actividad proteolitica de papaina en presencia y ausencia del extracto
semipurificado de fréjol a diferentes concentraciones de sustrato

Concentracion de sustrato Actividad proteolitica de papaina (U/mL)
% (W/V) mM Sin inhibidor Extracto inhibidor (mM)
0,035 0,104 0,243
0,5 0,042 | 35,51+2,77%| 28,83+ 1,43% | 19,36 + 1,45" | 9,68 + 1,02"
1,0 0.085 | 57.82+4,02° 45,14 + 2.56" | 28.45 + 1.39° | 14,03 + 0,63°
L5 0,127 | 67,21 +3,42° 55,81 +4,21° 40,36 +2,11° | 18,04 + 1,21°
2,0 0,169 | 81,96+4,51" 67,39 +5,92" | 44,16 +3,19"| 21,92 + 1,66"
2,5 0,212 |92,08+5,98"|70,04 +4,37* | 46,99 + 3,85" | 24,54 + 1,49
X+o (n=3)

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas

(Test de rangos multiples, 95 % de confianza)

La actividad proteolitica de papaina se incrementd con la concentracion de
caseina en ausencia y presencia del extracto inhibidor, el comportamiento que se

observa es caracteristico del modelo cinético de Michaelis-Menten. También se
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puede apreciar que las tres concentraciones de extracto inhibidor disminuyeron la
actividad proteolitica de papaina en todas las concentraciones de sustrato,
ademas existen diferencias estadisticas significativas entre las actividades a

diferentes concentraciones de sustrato.

Para determinar los parametros cinéticos Km y Vnsx se calcularon los inversos de
la concentracion de sustrato y la actividad proteolitica de papaina, como se

muestra en la Tabla AVI.2.

Tabla AVI.2. Valores inversos de la actividad proteolitica de papaina en presencia y
ausencia del extracto semipurificado de fréjol a diferentes concentraciones de sustrato

1/Actividad proteolitica de papaina (U/mL)
1/Concentracion de sustrato .
1 Extracto inhibidor (mM)
(mM™) Sin inhibidor

0,035 0,104 0,243
23,81 0,0282 0,0347 0,0517 0,1052
11,76 0,0173 0,0222 0,0351 0,0713
7,87 0,0149 0,0179 0,0248 0,0554
5,92 0,0122 0,0148 0,0226 0,0456
4,72 0,0109 0,0143 0,0213 0,0407

La grafica de estos valores de muestra en la Figura 3.11 de la seccion 3.5.2.1 en
la cual se observa una tendencia lineal en los cuatro ensayos; este método fue

establecido por Lineweaver-Burk para linealizar la ecuacion de Michaelis-Menten.

A continuacién se presenta un ejemplo de calculo para determinar los valores de
Km y Vmax para la actividad proteolitica de papaina sin inhibidor. El valor de
interseccion con las ordenadas (0,007) corresponde al inverso de la Vmax ¥ €l valor
de la pendiente (0,1 058) corresponde al coeficiente entre los valores de Km y

Vmax:

y = 0,0009x + 0,007
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Vmax 0,007

Vmax = 142,86 U/mL

KM _ .0009
Vmax =’
Km = 0,129 mM

De manera similar se procedidé para calcular los valores de Km y Vs en los
ensayos con extracto inhibidor, estos resultados de muestran en la Tabla 3.14 de

la seccion 3.5.2.1.

Luego de la comparacion de los parametros cinéticos se determind que el extracto
semipurificado de fréjol presentd una inhibicion de tipo no competitiva, frete a
papaina, con caseina como sustrato; pues la Vmax disminuyo significativamente
mientras que Km no mostro cambios considerables, este comportamiento sefala
que la sustancia inhibidora se une a la enzima en un sitio distinto al centro activo
formando un complejo inactivo enzima-inhibidor, impidiendo asi la formacion del

producto.

Para determinar la constante de inhibicion (Ki’), que para este estudio
correspondera mas bien al valor de ICsy’, es necesario primero determinar el valor
de a’, que es el factor que relaciona la Vnsx calculada en ausencia de inhibidor
con la Vmax en presencia del inhibidor o también denominada Vmax aparente- A
continuacion se presenta un ejemplo de calculé para o’ correspondiente al ensayo

con la menor concentracion de inhibidor.

AV
= ™  (Nelsony Cox, 2009, p. 210).

Vméxaparente a

G'= Vméx
V

MaXaparente
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Del mismo modo se calcularon los otros dos factores para las concentraciones de

0,104 y 0,243 mM de inhibidor. Este parametro fue sustituido en la siguiente

ecuacion:
L1

Ki'= a-1

Kir = 0,035 mM 0123 mM
'S 291 T e0m

Luego de calcular el valor de Ki' para las tres concentraciones de inhibidor se
obtuvo la media con un valor de 0,107 + 0,021 mM, que representa la dosis

necesaria para disminuir la actividad enzimatica a la mitad (ICso’).

AVI.2. DETERMINACION DEL ICsy DEL EXTRACTO SEMIPURIFICADO DE
CHOCHO FRENTE A QUIMOTRIPSINA

Para determinar Km y Vs« se ensayo la actividad proteolitica de quimotripsina,
sin inhibidor y con tres soluciones del extracto inhibidor de concentraciones finales
en la mezcla de reaccion 0,015; 0,031 y 0,046 mM; este procedimiento de

desarrollo de acuerdo con el método descrito en el acapite 2.4.3.2.

En la Tabla AVIL.3 se presenta la actividad proteolitica de quimotripsina sin el
extracto inhibidor y con el extracto inhibidor semipurificado de chocho a tres

concentraciones.



Tabla AVIL.3. Actividad proteolitica de quimotripsina en presencia y ausencia del extracto

semipurificado de chocho, a diferentes concentraciones de sustrato

Concentracion de sustrato Actividad proteolitica de papaina (U/mL)
Extracto inhibidor (mM)
% (W/v) mM Sin inhibidor
0,015 0,031 0,046
0,5 0,042 | 43,80 +2,63" | 27,86+ 1,52%( 19,33 + 1,40" | 13,83 + 1,03"
1,0 0,085 | 70,36 +4,59° | 45,67 +2,417|34,05+2,71" (25,50 £2,31°
1,5 0,127 | 86,32+ 5,87° | 61,20+ 5,43 | 47,96 + 3,89 | 35,84 + 2,34°
2,0 0,169 | 95,54+ 7,50° | 75,07 +2,87"| 54,67 +4,61° | 44,21 + 1,45"
2,5 0,212 |107,90 +6,11"| 84,53 + 6,71" | 68,67 + 5,55* | 50,54 + 3,57*
X+ (n=3)

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas
(Test de rangos multiples, 95 % de confianza)

La actividad proteolitica de quimotripsina se incrementd con la concentracién de
caseina en ausencia y presencia del extracto inhibidor, el comportamiento que se
observa es caracteristico del modelo cinético de Michaelis-Menten. También se
puede apreciar que las tres concentraciones de extracto inhibidor disminuyeron la
actividad proteolitica de quimotripsina en todas las concentraciones de sustrato,
ademas existen diferencias estadisticas significativas entre las actividades a la

misma concentracion de sustrato.

Para determinar los parametros cinéticos Km y Vnax se calcularon los inversos de
la concentracion de sustrato y la actividad proteolitica de papaina, como se
muestra en la Tabla AVI.4.
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Tabla AVI.4. Valores inversos de la actividad proteolitica de quimotripsina en presencia y
ausencia del extracto semipurificado de chocho a diferentes concentraciones de sustrato

1/Actividad proteolitica de quimotripsina
. s (U/mL)
1/Concentracion de sustrato
(mM™) Extracto inhibidor (mM)
Sin inhibidor

0,015 0,031 0,046
23,81 0,0228 0,0359 0,0517 0,0723
11,76 0,0142 0,0219 0,0294 0,0392
7,87 0,0116 0,0163 0,0209 0,0279
5,92 0,0105 0,0133 0,0183 0,0226
4,72 0,0093 0,0118 0,0146 0,0198

La grafica de estos valores de muestra en la Figura 3.13 de la seccién 3.5.2.2 en

la que se observa una tendencia lineal en los cuatro ensayos; este método fue

establecido por Lineweaver-Burk para linealizar la ecuacion de Michaelis-Menten.

Los parametros Km y Vmax fueron calculados del mismo modo al que se

ejemplifica para el extracto de fréjol en la seccién anterior.

Para calcular la constante de inhibicién (Ki), que para este estudio correspondera

mas bien al valor de ICs, es necesario primero determinar el valor de a, que es el

factor que relaciona el valor de Km calculada en ausencia de inhibidor con el valor

de Km en presencia del inhibidor o también denominada Kmgaparente- A continuacion

se presenta un ejemplo se calculé para determinar el factor a correspondiente al

ensayo con la menor concentracién de inhibidor.

KMgparente= & KM (Nelson y Cox, 2009, p. 208).

a= Kmaparente
Km
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Del mismo modo se calcularon los otros dos factores a para las concentraciones

de 0,031 y 0,046 mM de inhibidor. Este parametro fue sustituido en la siguiente

ecuacion:
[l
K=o
,_0,015mM_0018 M
' 3.1 oUem

Luego de calcular el valor de Ki para las tres concentraciones de inhibidor se
obtuvo la media con un valor de 0,018 + 0,0012 mM, que representa la dosis

necesaria para disminuir la actividad enzimatica a la mitad (ICso).



159

ANEXO VII

BALANCE DE ENERGIA DE LA PLANTA PILOTO

Se determiné la cantidad de energia necesaria para elevar la temperatura en los
procesos de precipitacion de proteinas por tratamiento térmico y de concentracion
por evaporacion; se usara vapor saturado como fluido calefactor. Y el calculo se

realizé mediante la Ecuacién VII.1.

Q =m x CpxAT [AVII.1]
Donde
Q: Energia necesaria (kJ/d),

m: Masa (kg/d),
Cp:  Calor especifico (kd/kg°C),
AT:  Variacion de la temperatura (°C).

El Cp del extracto se determiné con los valores de Cp de sus componentes,

asumiendo que se tiene solo proteina, de la siguiente manera:

Tabla AVII.1. Calor especifico del extracto del fréjol

Componente Cp (kJ/kg°C)
Agua 4,18
Proteina (7mg/mL) 2,17
Total 4,16

A continuacién se detalla la cantidad de energia necesaria en cada proceso:

a) Precipitacion de proteinas por tratamiento térmico

PERMEADO <10 —>| TRATAMIENTO TERMICO ——>  PERMEADO <10
kDa kDa

22,55 kg 22,55 kg




Q=22,55kg x 4,16

Q =m x CpxAT

kJ
kgx°C
Q=4033,74 kJ

b) Concentracién por evaporacion

PERMEADO < 10
kDa
22,40 kg

Q=22,40 kg x 4,16

—>

160

x(60-17) °C

EVAPORACION ——> PERMEADO <10
kDa
5,03 kg
Q =m x CpxAT
x(65-17) °C

kgx°C
Q = 3540,99 kJ
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ANEXO VIII

HOJAS DE ESPECIFICACIONES TECNICAS DE LOS EQUIPOS

Tabla AVIIL.1. Hoja de especificaciones técnicas del molino

Modelo: Codigo: Fabricante:
Molino LYD-820 MO-101 INCALFER
FUNCION Muele las semillas hasta un tamaio de particula menor a
0,01 mm
Dimensiones:
Largo: 0,45 m
Ancho: 0,65 m

Altura: 0,35 m

< Condiciones de operacion:
DATOS DE DISENO “Voltaje 990 v

- Consumo de energia : 1,8 kWh
- Velocidad de rotacion ~ : 1 420 rpm

- Tamafio producto : Mallas 50~200
- Produccion de salida : 20~40 kg/h
- Peso neto 140 kg

Material de construccion | Acero inoxidable 316
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Tabla AVIIL2. Hoja de especificaciones técnicas de los tanques abiertos

Modelo:

Tanque auxiliar

Codigo:
TT-102 TT-108

Fabricante:

INOXIDABLES MT

FUNCION

- TT-102 Recepta la harina, luego del proceso de
molienda, y alimenta al elevador de cangilones para el

desengrasado

- TT-108 Recepta la harina desengrasada y alimenta al
elevador de cangilones para la homogenizacion

DATOS DE DISENO

Dimensiones:

Largo: 0,60 m
Ancho: 0,75 m
Altura: 0,75 m

Condiciones de operacion:

- Capacidad

10,34 m’

Material de construccion

Acero inoxidable 304
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Tabla AVIIL.3. Hoja de especificaciones técnicas de los elevadores de cangilones

Modelo: Codigo: Fabricante:
Elevador 43CDI33 EC-103 EC-109 INOXIDABLES MT
- Transporta la harina desde el tanque abierto TA-102
hasta en tanque TA-104 para el desengrasado
FUNCION
- Transporta la harina desengrasada desde el tanque
abierto TT-108 hasta el tanque TA-110 para la
homogenizacion
Dimensiones:
Largo: 0,75 m
Ancho: 0,30 m
Altura: 2,25 m
DATOS DE DISENO

Condiciones de operacion:
- Voltaje

- Consumo de energia

- Velocidad de elevacion
- Peso neto

:220v
: 1,2 kWh
0,5 m’/h
175 kg

Material de construccion

Acero inoxidable 304

2,25m
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Tabla AVIIL.4. Hoja de especificaciones técnicas de los tanques con agitacion

Modelo:

Tanque cilindrico vertical

Codigo:
TA-104 TA-110

Fabricante:

INOXIDABLES MT

FUNCION

- TA-104 mezcla la harina con el solvente para el

desengrasado

- TA-110 mezcla la harina con el tampon fosfato para la

homogenizacion

DATOS DE DISENO

Dimensiones:
Diametro: 0,65 m
Altura: 0,35 m

Condiciones de operacion:

- Voltaje agitador 1220 v

- Consumo de energia 10,5 kWh

- Velocidad de rotacion ~ : 300 rpm

- Capacidad 1150 L

- Peso neto 1120 kg
Material de construccion | Acero inoxidable 316
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Tabla AVIILS. Hoja de especificaciones técnicas de los tanques de almacenamiento

Modelo:

Tanque de almacenamiento

Codigo:
TC-105 TC-11

Fabricante:

INOXIDABLES MT

FUNCION

TC-105 Almacena 1- propanol para el desengrasado
TC-111 Almacena tampon fosfato de sodio, 50 mM

DATOS DE DISENO

Dimensiones:
Diametro: 0,80 m
Altura: 1,00 m

Condiciones de operacion:

- Capacidad
- Peso neto

500 L
: 60 kg

Material de construccion

Acero inoxidable 316
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Tabla AVIIL.6. Hoja de especificaciones técnicas del recuperador de solventes

Modelo: Caodigo: Fabricante:
FORS 25 RS-106 MBP

Es un sistema, que mediante destilacion, recupera el
FUNCION I-propanol contaminado que se obtiene del proceso de
desengrasado

Dimensiones:

Largo: 1,30 m
Ancho: 0,90 m
Altura: 1,10 m

DATOS DE DISENO Condiciones de operacion:

- Voltaje :220v

- Consumo de energia : 2,0 kWh

- Temperatura de ejercicio : 50 — 170 °C
- Produccion de salida :20 L/h

- Peso neto : 75 kg

Material de construccion | Tanque de acero inoxidable 304
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Tabla AVIIL.7. Hoja de especificaciones técnicas del secador de bandejas

Modelo: Caodigo: Fabricante:
Secador ISR-230 SB-107 BREI
FUNCION Retira el 1-pronanol de la harina desengrasada
Dimensiones:
Largo: 1,90 m
Ancho: 0,60 m

Altura: 1,30 m

DATOS DE DISENO Condiciones de operacion:

Voltaje : 220 Volt.
Consumo de energia : 3 kWh
Ventilador : 80 Wh.
Temperatura :0a 100 °C.
Capacidad 120 Kg/h.

Cantidad de Bandejas : 10 Unidades.

Material de construccion | Acero inoxidable 304




Tabla AVIIL8. Hoja de especificaciones técnicas de las centrifugas
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Modelo: Codigo: Fabricante:
S240-wer CC-112 CC-116 PIERALICI

- Separa por centrifugacion el extracto del material

solido luego de la homogenizacion con el tampon
FUNCION

- Separa por centrifugacion el extracto del material
solido luego del tratamiento térmico

Dimensiones:

Largo: 0,80 m

Ancho: 0,75 m

Altura: 0,90 m

DATOS DE DISENO

Condiciones de operacion:

- Voltaje 1220 v

- Consumo de energia 2,5 kWh

- Velocidad de rotacion ~ : 10 000 rpm

- Capacidad ;12 L

- Arreglo : 6 frascos de 2 L
Material de construccion | Acero inoxidable 304

0,90 m
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Tabla AVIILY. Hoja de especificaciones técnicas de los sistemas de filtracion tangencial

Modelo: Caodigo: Fabricante:
14058-0 TF-113 TF-114 INCALFER

- TF-113 Filtra el extracto a través de una membrana de

FUNCION 50 kDa

- TF-114 Filtra el extracto a través de una membrana de
10 kDa

Dimensiones:

Largo: 2,00 m
Ancho: 0,90 m
Altura: 1,80 m

DATOS DE DISENO - .
Condiciones de operacion:

- Voltaje 1220 v

- Consumo de energia : 8§ kWh

- Area de la membrana - 0,347 m*
- Produccion de salida :5L/h

Material de construccion | Acero inoxidable 316

Membrana

1,15m
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Hoja de especificaciones técnicas de la marmita

Modelo:
Molino LYD-820

Codigo: Fabricante:

MM-115 INOXIDABLE MT

FUNCION

Calienta el extracto a 60 °C durante 30 min, para precipitar
proteinas no deseables

DATOS DE DISENO

Dimensiones:

Largo: 1,00 m
Ancho: 1,35 m
Altura: 1,35 m

Condiciones de operacion:

- Consumo de energia : 0,4 kWh
- Velocidad de rotacion ~ : 50 rpm
- Capacidad :50L

Material de construccion

Acero inoxidable 316




Tabla AVIIIL.11. Hoja de especificaciones técnicas del evaporador
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Modelo:
Modelo L

Codigo: Fabricante:

CE-117 MBP

FUNCION

Concentra la muestra mediante evaporacion, a presion
parcial de vacio

DATOS DE DISENO

Dimensiones:

Largo: 1,30 m
Ancho: 0,80 m
Altura: 1,70 m

Condiciones de operacion:

- Voltaje 1220 v

- Consumo de energia :4 kWh

- Marmita de fondo esférico con tapa abombada.

- Chaqueta de vapor inferior para 3,5 kg/crn2 de presion.

- Agitador tipo ancla con raspadores de teflon.
- Motorreductor de 1 HP

- Columna de condensacion.

- Motobomba de vacio de 2 HP

Material de construccion

Acero inoxidable 304 — 316




Tabla AVIII.12. Hoja de especificaciones técnicas de la envasadora

Modelo:
RZJT-500

Codigo:
EV-118

Fabricante:

Rezpack

FUNCION

Envasa el extracto semipurificado en botellas de vidrio

ambar

DATOS DE DISENO

Dimensiones:

Largo: 1,00 m
Ancho: 1,00 m
Altura: 2,00 m

Condiciones de operacion:
- Voltaje

- Consumo de energia
- Velocidad

- Tamafio producto

- Precision

1220 v

: 0,7 kWh

: 0-40 veces

: botellas 100 -1000 mL
1%

Material de construccion

Acero inoxidable 316 - 304




Tabla AVIIIL.13. Hoja de especificaciones técnicas de la camara de congelacion
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Modelo: Codigo: Fabricante:
CRC-47TR CF-119 INCALFER
FUNCION Almacena el producto terminado a -20 °C

Dimensiones:
Largo: 2,60 m
Ancho: 4,00 m
Altura: 2,40 m
DATOS DE DISENO Condiciones de operacion:
- Voltaje 0 220 v
- Consumo de energia 0 3,5kWh
- Aislamiento : 80 mm
- Temperatura :-40a4°C
- Capacidad :20m’
Material de construccion | Acero inoxidable 304
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ANEXO XII
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ESTIMACION DEL COSTO DE PRODUCCION DE 5L/d DE EXTRACTO
SEMIPURIFICADO CON ACTIVIDAD INHIBIDORA DE PROTEASAS

XIL.1. ACTIVOS F1JOS, ACTIVOS DIFERIDOS Y CAPITAL INICIAL

En la Tabla AXII.1 se detallan los activos fijos de la planta piloto

Tabla AXII.1. Activos fijos de la planta piloto

. s . Costo
Rubros Descripcion Cantidad b () Costo total ($)
Terreno 1943,36 m> 1 38 867,20 38 867,20
Construccion 632,34 m’ 1 126 468,00 126 468,00
Molino 1 2 500,00 2 500,00
Tanque abierto 2 800,00 1 600,00
Elevador de 2 2 700,00 5 400,00
cangilones
Tanque con 2 2 400,00 4 800,00
agitacion
Tanque de 2 1 350,00 2 700,00
almacenamiento
Recuperador de ] 2 500,00 2 500,00
solventes
. Secador de
Equipos bandejas 1 3 600,00 3 600,00
Centrifuga 3 4 500,00 13 500,00
Filtrador 2 8 700.00 17 400,00
tangencial
Marmita con 1 3200,00 3200,00
agitacion
Concentrador por ! 5 500,00 5 500,00
evaporacmn
Envasadora 1 3 800,00 3 800,00
Camara de 1 17 000,00 17 000,00
congelacion
Instalacion de 1 25 000,00 25 000,00
equipos
Laboratorio 1 50 000,00 50 000,00
Equipamiento de 1 10 000,00 10 000,00
oficinas
TOTAL 333 835,20
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Los activos diferidos se consideran aquellos valores que incurren las empresas
cuando inicia sus actividades, en el caso de la planta piloto se considera la
planeacion, ingenieria del proyecto, supervision y administracion, todos se ajustan
a porcentajes recomendados. Asi también se considera un valor inicial para el
arranque de la planta, es decir un monto necesario para que se adquiera materia
prima e insumos correspondientes para un primer lote. En la Tabla AXII.2 se

presentan los activos diferidos y capital inicial.

Tabla AXII.2. Activos diferidos y capital inicial de la planta piloto

Parametros Valor (8)
Planeacion del proyecto (3 %) 10 051,06
Ingenieria del proyecto (4 %) 13 353,41

Activos diferidos —

Supervision (1,5 %) 5007,57
Administracion (1 %) 3 338,35
Capital inicial 4 107,08
TOTAL 35 857,47

Los porcentajes recomendados corresponden a la inversion total de la planta piloto

XII.2. AMORTIZACION DE LOS ACTIVOS FIJOS, ACTIVOS DIFERIDOS Y
CAPITAL INICIAL DE LA PLANTA PILOTO

En la Tabla AXII.3 se detalla la amortizacién de los activos fijos para 10 afios
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Tabla AXIIL.3. Amortizacion de los activos fijos de la planta piloto, a 10 afios
Rubros Descripcién Costo total Valor Amortizacion
P ($) salva (%) por lote
Terreno 1 943,36 m* 38 867,20 90 1,94
Construccion 632,34 m? 126 468,00 50 31,61
Molino 2 500,00 10 1,12
Tanque abierto 1 600,00 10 0,72
Elevador de 5400,00 | 10 2.43
cangilones
Tanque con 4800,00| 10 2,16
agitacion
Tanque de 2 700,00 10 1,21
almacenamiento
Recuperador de 2 500,00 10 112
solventes
) Secador de
Equipos bandejas 3 600,00 10 1,62
Centrifuga 13 500,00 10 6,07
Filtrador 17400,00| 10 7.83
tangencial
Marmita con 3200,00| 10 1,44
agitacion
Concentrador 5 500,00 10 2,47
por evaporacion
Envasadora 3 800,00 10 1,71
Camara de 17 000,00 10 7,65
congelacion
Instalacion de 25 000,00 0 11,25
equipos
Laboratorio 50 000,00 20 20,00
Equipamiento de 10 000,00 | 10 4,50
oficinas
TOTAL 333 835,20 106,89

inicial, para 10 afios

En la Tabla AXII.4 se presenta la amortizacion de los activos diferidos y el capital
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Tabla AXII.4. Amortizacion de los activos diferidos y capital inicial de la planta piloto, a

10 afios
Pardmetros Valor total Valor salva | Amortizacion
) (%) por lote

Planeacion del
proyecto 10051,06 0 5,03
Activos Ingenieria del proyecto 13 353,41 0 6,68

diferidos —

Supervision 5007,57 0 2,50
Administracion 3 338,35 0 1,67
Capital inicial 4 107,08 2,05
TOTAL 35 857,47 17,93

La amortizacion por lote se calcul6 con la Ecuacion AXII.1, de la siguiente manera

valor totalx(1-valor salva)

Amortizacion por lote = — ~ ~
tiempo en afos xlotes al afo

[AXII.1]

XII.3. CONSUMO DE ENERGIA DE LOS EQUIPOS DE LA PLANTA PILOTO

El consumo de energia de los equipos se calculé de acuerdo con la potencia que
especifica cada uno en las hojas técnicas del Anexo VIII y con el tiempo de
operacion. El costo se establecié con una tarifa promedio de 0,21 ddlares el kWh.

En la tabla AXII.5 se muestra el consumo de energia de los equipos.
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Tabla AXII.5. Consumo energético de los equipos de la planta piloto

Potencia

Tiempo de

Descripcion Cantidad (KW) operacionl(h) Costo total ($)
Molino 1 1,8 0,50 0,19
Elevador de cangilones 2 2.4 0,50 0,25
Tanque con agitacion 2 0,5 4,00 0,42
Recuperador de solventes 1 2,0 0,75 0,32
Secador de bandejas 1 3.8 2,00 1,60
Centrifuga 3 7.5 0,50 0,79
Filtrador tangencial 2 16 1,00 3,36
Marmita con agitacion 1 0,4 0,50 0,04
Concentrad(.)’r por 1 4,0 0.30 0.25

evaporacion

Envasadora 1 0,7 0,50 0,07
Camara de congelacion 1 3,5 24,00 17,64
TOTAL 24,93

XII.4. ESTRUCTURA ORGANIZACIONAL DE LA PLANTA PILOTO Y COSTO

DE MANO DE OBRA

Para la operacién de la planta piloto se estableci6 un esquema organizacional

con un gerente general quien coordinara todo el trabajo con los jefes de

produccion y laboratorio, quienes, a su vez cuentan con dos operarios y dos

analistas respectivamente. En la Figura AXIl.1 se muestra el orden jerarquico

propuesto.




GERENTE

SECRETARIA

JEFE DE

OPERARIOS

JEFE DE LABORATORIO

ANALISTAS

Figura AXII.1. Esquema organizacional de la planta piloto
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