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GLOSARIO

1. Amilasa: es un enzima perteneciente al grupo de las hidrolasas, cuya funcion
es la de catalizar la hidrdlisis del glucégeno y el almidon para formar azucares

simples, se produce principalmente en las glandulas salivares y en el pancreas.

2. Antioxidante: es cualquier molécula o sustancia que neutraliza los radicales

libres y previene la oxidacion de las moléculas.

3. Bractea: es una hoja modificada fisicamente y se encuentran junto a la flor.

4. Catalizador: es una sustancia que interactta con los reactivos de una reaccién

quimica y acelera la velocidad de dicha reaccién sin actuar en la misma.

5. Celulosa: es un hidrato de carbono polimérico que se encuentra en las
paredes celulares de las plantas.

6. Didlisis: es la separacion de las moléculas de una solucion por la diferencia en

sus indices de difusion a través de una membrana selectivamente permeable.

7. Enlace peptidico: es un enlace covalente que se produce entre el grupo amino
de un aminoacido y el grupo carboxilo de otro aminoacido, con la formacién de

una molécula de agua.

8. Estolones: son tallos rastreros que nacen de la base de los tallos principales.

Pueden desarrollarse sobre la superficie del suelo o debajo de este.

9. Factor hageman: es una proteina plasmatica que pertenece al grupo de los
factores de coagulacion, su nombre sistematico es factor XIl y es una enzima que

pertenece a la clase de las serino proteasas.

10. Fibra dietética: son los polisacaridos vegetales y la lignina que son

resistentes a la hidrdlisis por las enzimas digestivas del ser humano.



Xi

11. Fijacion simbiotica de nitrogeno:  obtencion de nitrégeno para determinadas
especies vegetales que se encuentran en simbiosis con bacterias fijadoras de

nitrogeno.

12. Hiperplasia: es el aumento del tamafio de un érgano o tejido, debido a que

sus células han aumentado en namero.

13. Hipertrofia: es el desarrollo excesivo de un érgano o de una parte del cuerpo

sin que se altere su estructura, debido al aumento del tamafio de cada célula.

14. Kalikreina: es una serino proteasa clave para la regulacion de procesos

inflamatorios y de coagulacion.

15. Organismos monogastricos:  son todos aquellos animales que tienen un

estbmago simple.

16. Pelos absorbentes: son filamentos diminutos que recubren las raices y
absorben el agua y las sales minerales del suelo.

17. Planta transgénica: es una planta que contiene uno o mas genes que han

sido insertados en forma artificial.

18. Propiedades organolépticas: son aquellas que se perciben a través de los

sentidos.

19. Proteinas recombinantes: son proteinas producidas en el laboratorio
mediante ingenieria genética en células distintas a las que se producen en la

naturaleza

20. Raiz pivotante: es aquella que se encuentra mas desarrollada que las raices

secundarias.



Xii

21. Rhizobium: es un género de bacterias fijadoras de nitrdgeno que infectan y

colonizan las raices y provocan deformaciones conocidas como nodulos.

22. Simbiosis: es la asociacion de dos organismos que se benefician

mutuamente sin ningun perjuicio.

23. Yema vegetal: es un brote de una planta, que surge del tallo y esta formado

por un grupo de hojas compactas, de ella pueden nacer ramas, hojas o flores.

24. Zimdgeno: es un precursor enzimatico inactivo.



RESUMEN

En el presente trabajo se estudid la actividad inhibidora de la tripsina con
extractos de semillas de chocho (Lupinus mutabilis, var 1-450-Andino) y con otras

leguminosas y gramineas producidas en el Ecuador.

En pruebas preliminares con semillas de chocho, se obtuvo un extracto que se
ultrafiltré con centrifugacion y se obtuvo un retenido y un permeado. La actividad
inhibidora de la tripsina con permeado crudo de chocho fue de 28,50 + 0,73
mU/mL. Se establecié un procedimiento general con el que se obtuvieron
permeados crudos de semillas de fréjol vars. 1-414-Yunguilla, 1-427-Libertador, I-
412-TOA, 1-406-Guarandeiio, 1-418-Je.Ma.; arveja var. 1-432-Lojanita; cebada var.
INIAP-Caniicapa; haba var. Chaucha; lenteja var. 1-406; una linea de centeno;
entre otras, que presentaron actividad inhibidora de la tripsina. Se seleccionaron
los permeados crudos de arveja (P. sativum, var. Lojanita); fréjol (P. vulgaris, var.
[-414-Yunguilla) y cebada (H. vulgare, var. INIAP-Caficapa), que mostraron las
mayores actividades inhibidoras. Estos permeados y el de chocho fueron
purificados parcialmente con tratamiento térmico a 60 °C, precipitaciéon de
proteinas con TCA al 5 % y la combinacion de ambos métodos, cada uno por
separado. Se seleccion6 el permeado de arveja purificado con la combinacion del
tratamiento térmico y del TCA por la mayor actividad inhibidora de la tripsina, igual
a 45,07 £ 1,04 mU/mL y un rendimiento en actividad de 432,23 %.

Se obtuvo actividad inhibidora con el retenido de chocho purificado térmicamente,
igual a 65,35 £ 0,20 mU/mL y con los retenidos de arveja purificados con TCA y
con la combinacién de ambos métodos de purificacién, iguales a 16,62 + 0,19
mU/mL y 16,53 = 0,79 mU/mL, respectivamente.



INTRODUCCION

Las proteasas son enzimas que catalizan la hidrélisis de los enlaces peptidicos
entre los aminoacidos que conforman las proteinas. Poseen funciones tan
importantes como la degradacién de las proteinas, el desarrollo, crecimiento y
muerte programada de las células, entre otras; por lo que se encuentran en todos

los organismos vivos (Lépez, 2 000).

Los inhibidores de proteasas son moléculas proteicas que se encuentran en todos
los niveles de organizacion del mundo viviente y son los encargados de regular la
actividad de estas enzimas. Los mas estudiados han sido los de tripsina, ya que
es una enzima digestiva de gran importancia en los animales monogastricos. Los
inhibidores de proteasas de origen vegetal se han encontrado en los tejidos de
almacenamiento, como las semillas o en algunas partes aéreas, como las hojas.
La mayoria de ellos son proteinas solubles de bajo peso molecular (Pascual,
2 005).

Las leguminosas y las gramineas contienen inhibidores de tripsina, lo cual hace
qgue al ser ingeridas, dificulten la digestiéon y aprovechamiento de los aminoacidos
y disminuya el valor nutricional de las semillas de estas plantas. Por otro lado,
estos inhibidores intervienen en los procesos digestivos de los organismos
patogenos y disminuyen el crecimiento de estos por la interferencia de sus

procesos digestivos (Camean, 2 007).

Esta actividad ha motivado la busqueda, identificacion y caracterizacion de
inhibidores de proteasas para su uso en la agricultura, biotecnologia, biomedicina
y en el diagnédstico o terapéutica de enfermedades tan diversas como el cancer, el
Alzheimer; desoérdenes inmunoldgicos, inflamatorios, respiratorios; infecciones
parasitarias, fungicas y virales, como la malaria, el virus del VIH, hepatitis, entre
otras (Garcia et al., 2 009).

El presente trabajo contribuye al aislamiento y purificacion parcial de moléculas

proteicas con actividad inhibidora de la tripsina en semillas vegetales disponibles



en el Ecuador. Se determind la actividad inhibidora de la tripsina en un permeado
de semillas de chocho. Se establecié un procedimiento general con el que se
obtuvieron permeados de diferentes semillas de leguminosas y gramineas con
actividad inhibidora de la tripsina. Se seleccion0 un permeado purificado
parcialmente, que presentd la mayor actividad inhibidora y también se determiné
la presencia de actividad inhibidora en los retenidos purificados parcialmente de la

especie mas activa y del chocho.



1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. PLANTACIONES DE LEGUMINOSAS Y GRAMINEAS
PRESENTES EN EL ECUADOR

1.1.1. TAXONOMIA

En primer lugar, la familia de las Leguminosas posee un estimado de 700
géneros, 18 000 especies y tienen diferentes clasificaciones, segun Machado y
Menéndez en Funes et al. (1 986).

En algunas clasificaciones taxonOmicas, las subfamilias Vicioideae vy
Phaseoloideae forman una sola subfamilia denominada Papilionoideae, que es la
mas importante porque abarca cerca de 12 000 especies, principalmente

herbaceas que se encuentran distribuidas en todo el mundo (Sierra, 2 005).

En segundo lugar, se tiene a la familia de las Gramineas que consta de 7
subfamilias con casi 700 géneros, estos poseen 28 tribus y un total de 12 000

especies.

En la Figura 1.1., se presentan algunas de las subfamilias, tribus y géneros mas
relevantes de la familia de Leguminosas, para este estudio.
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Figura 1.1. Sintesis de la clasificacién taxondémica de la flanhieguminosa (Sierra,
2 005)

En la Figura 1.2., se presenta una sintesis de la clasificacion taxonémica de las
gramineas, con algunas subfamilias, tribus y géneros mas relevantes para este
estudio (Estrada, 2 002; Hospital La Fe de Valencia, 2 002).



Pooideae Panicoideae

| '
v v

Triticeae Andropogoneae

' |
* F

| » Hordeum Zea

——» Secale

L—» Triticum

Figura 1.2. Sintesis de la clasificacion taxonomica de la fandraminea (Gastelum,
2 009; Tovar, 1 993)

1.1.2. MORFOLOGIA GENERAL

Las especies de la familia leguminosa pueden ser herbaceas o arboreas. El tipo y
la forma del tallo en las especies arbéreas es lefioso y grueso al igual que sus
raices, a diferencia de las especies herbaceas, el cual es meduloso, ramificado y



nutritivo; por lo general son erguidos, pero pueden ser rastreros o trepadores y
flexibles. Las especies trepadoras pueden ser volubles, las cuales se enrollan
sobre un tutor, o endebles, que trepan por medio de zarcillos foliares y pueden

presentar espinas o aguijones.

Se caracterizan por tener una raiz pivotante, con raices secundarias, pelos

absorbentes y nédulos laterales.

Las hojas son de varias formas y tamafos, simples o compuestas; las flores son
completas y de formas diferentes. El fruto es una legumbre o vaina y en su interior
se encuentran las semillas, que tienen diferentes tamafios y son de forma

alargada y comprimida (Sierra, 2 005).

Por otro lado, la familia de las gramineas o poaceas, tienen raices secundarias y
generalmente superficiales. Las hojas son acintadas, delgadas y rodean el tallo

por un extremo, con nervaduras paralelas.

Los tallos son cilindricos o semi-aplanados con nudos y en el interior son huecos.
Las inflorescencias son espiguillas compuestas por flores escalonadas en sus
ramificaciones y los frutos son espigas con semillas o caridépsides. Muchas
especies poseen tallos subterrdneos o rizomas, con bracteas que dan origen a

nuevas raices (Estrada, 2 002).

1.1.3. PROPAGACION Y CICLO DE CULTIVO

Las leguminosas son perennes o anuales y se desarrollan mejor cuando pueden
obtener agua al iniciar su crecimiento, luego necesitan un periodo seco y calido
para la maduracion. Su propagacion se realiza a través de semillas (Nadal et al., 2
004; Latham, 2 002; Hospital La Fe de Valencia, 2 002).

En cambio, las gramineas son casi siempre herbaceas, anuales o perennes.
Pueden propagarse vegetativamente por divisibn de matas, separacion de

estolones y rizomas, asi como por fragmentacion de las cafias; sobre todo cuando



la reproduccién de semillas es escasa. También se practica la reproduccion por
yemas y en la naturaleza es muy frecuente la reproduccion por semillas. (Nicola y
Rugolo, 1 987; Herbario de la Universidad Publica de Navarra, 2 011).

1.1.4. DESCRIPCION Y CARACTERIZACION DE LAS SEMILLAS DE
LEGUMINOSAS Y GRAMINEAS

La semilla de una planta de leguminosa o graminea consta de tres partes

principales que son:

a) Embrion: es la parte que crecera para formar la nueva planta (plantula).

b) Endosperma: es la sustancia nutritiva que utilizara la plantula para crecer hasta
desarrollar una hoja verde. Las leguminosas no poseen endosperma, la
reserva de nutrientes se halla en los cotiledones, los cuales son parte del
embrién. El endosperma de las semillas de gramineas esta rodeado por la

capa de aleurona (gluten).

c) Envolturas: son tejidos que protegen a la plantula y pueden ayudar a su rapido
desarrollo. En las gramineas, se encuentran adheridas al pericarpio del fruto,
mientras que en las leguminosas se encuentran rodeando los cotiledones

(Perissé, 2 002; Organizacion de las Naciones Unidas, 1 985).

Las semillas de las leguminosas son uno de los recursos mas importantes como
fuente de proteinas para la humanidad y para los animales. En los ultimos afios,
se ha incrementado el interés por el género Lupinus, debido a su alto contenido
de proteina, minerales, fibra dietética y grasa, en algunas especies. Poseen
propiedades antioxidantes, antimicrobianas, entre otras y pueden crecer bajo
condiciones ambientales y edéaficas en las que no tolerarian otras especies (Lgari
et al., 2 004; Espinoza, 2 006). En la Tabla 1.1., se observa la composicion

guimica de algunas de las principales leguminosas.



Tabla 1.1.Composicién quimica (% MS) de algunas de las ates leguminosas

Haba Arveja Chocho Garbanzo Soya integral
Compuestos . . -
(V. faba) (P. sativum) (Lupinussp.) | (C. arietinum) (G. max)
Proteina Bruta 27,00 26,20 40,10 27,20 37,00
Almidon 40,90 49,50 - 42,00 -
Fibra Bruta 8,30 6,30 16,10 3,30 6,00
Grasa 1,14 1,45 9,90 5,00 18,00

Aminoéacidos (g/100 g PB)

Lisina 5,12 7,91 4,57 6,27 6,35
Met + Cys 2,08 2,48 2,17 3,12 3,10
Triptofano 0,83 0,90 0,78 0,80 1,30
Treonina 2,18 3,95 3,61 2,89 3,89

Fuente: Carabafio y Villamide, 1 996

Las semillas de leguminosas se caracterizan por su bajo contenido de
aminoacidos azufrados y triptéfano, pero son ricos en lisina. Este contenido

depende de las variedades y de los métodos analiticos utilizados.

El contenido de proteinas no se relaciona directamente con el contenido de
aminoacidos debido a las diferentes proteinas constitutivas y de reserva que
poseen (Carabafo y Villamide, 1 996; Espinoza, 2 006).

Ademas, poseen compuestos denominados factores antinutricionales (FAN) entre
los que se encuentran los inhibidores de proteasas. Estas moléculas tienen como
finalidad, proteger el crecimiento de las plantas del ataque de insectos, hongos,
bacterias, etc. Sin embargo, pueden afectar el crecimiento o la salud de ciertos
animales debido a la inhibicion de la actividad de proteasas como la tripsina, que
es una enzima indispensable en la digestion de los organismos que la poseen
(Carabafio y Villamide, 1 996).

En las semillas de las leguminosas, los inhibidores de proteasas pueden estar
presentes tanto en la envoltura como en los cotiledones, lo cual depende de la
variedad que se analice (Daroch, 2 002; Iniestra et al., 2 005). En la Tabla 1.2., se

observa el valor de la actividad inhibidora de la tripsina de algunas leguminosas.



Tabla 1.2.Actividad inhibidora de la tripsina de algunasuegnosas

Leguminosas Actividad inhibidora de la tripsina
(Ul/mg)

Haba Vicia faba) 0,50 - 6,20

Garbanzo Cicer arietinum) 1,68 -11,90
Soya Glycine max) 21,10 - 74,50

Chocho Lupinus sp.) 0,16 - 0,29
Fréjol comun Phaseolus vulgaris) 10,90 - 25,90
Arveja (Pisum sativum var. de primavera) 2,30-4,90
Arveja (Pisum sativumvar. de invierno) 7,90 - 15,90

Fuente: Carabafio y Villamide, 1 996

Por otro lado, las semillas de todas las gramineas, como los cereales, contienen
una composicion quimica y un valor nutritivo parecidos. Poseen carbohidratos y
grasas que aportan energia y su proteina vegetal es variable segun la especie,
variedad y condiciones de cultivo. En la Tabla 1.3., se muestra la composicion
guimica media de algunas gramineas en estado crudo y seco (FAO, 1 990).

Tabla 1.3.Composicién quimica de algunas de las principgilasiineas
(100 g de porcion comestible)

Compuesto 'Harinal_ i.”tegra' Sorgo entero | Mijo perla Arroz pé}lidO
trigo (Triticumspp) | (S. wulgare) | (P.glaucum) | (O. sativa)

Proteina (g) 12,20 10,40 11,00 7,00

Carbohidratos (g) 69,00 71,00 69,00 80,00
Fibra (g) 2,00 2,00 2,00 0,20
Grasa (g) 2,30 3,40 5,00 0,50
Tiamina (mg) 0,40 0,50 0,15 0,06
Niacina (mg) 5,00 3,50 2,00 1,00

Fuente: FAO, 1 990

Las semillas de las gramineas son ricas en aminoacidos azufrados, por lo que se
complementan con las semillas de las leguminosas. Las semillas de las
gramineas, al igual que las semillas de las leguminosas, también poseen
componentes antinutricionales (FAN) como los inhibidores de proteasas, que

inhiben la actividad de enzimas digestivas como la tripsina; y pueden encontrarse



en el germen y en el salvado (Blanco y Aguirre, 2 002; Hernandez y Gallegos,
1 999; Espinoza, 2 006). En la Tabla 1.4., se indica la actividad inhibidora de la

tripsina encontrada en algunas gramineas.

Tabla 1.4.Actividad inhibidora de la tripsina de algunasngiaeas

, Actividad inhibidora de la tripsina
Gramineas
(Ul/mg)
Cebada 1,60
Trigo 0,14
Maiz 0,80

Fuente: Carabafio y Fraga, 2 007

1.1.5. SEMILLAS DE Lupinusspp.

El género Lupinus esta representado por mas de 300 especies, de las cuales se
han domesticado cuatro que son: L. mutabilis, L. albus, L. angustifolius y L. luteus.
Las semillas o granos de las especies domesticadas presentan una alta calidad
nutricional. La proteina total presente en la harina de las semillas de chocho es
relativamente rica en lisina, aunque deficiente en aminoacidos azufrados como
metionina y cisteina; es la mayor fuente de energia digerible al igual que los
lipidos y posee una mayor digestibilidad que otras fuentes proteicas vegetales o
animales. El contenido de aceite depende de la especie y puede estar entre el
5,60y 12,00 % (Espinoza, 2 006).

Como todas las semillas de leguminosas, los granos de chocho poseen factores
antinutricionales (FAN), que limitan el uso directo del grano crudo en la
alimentacion humana y animal. Un ejemplo de FAN son los inhibidores de

proteasas, que actlan sobre ciertas enzimas proteoliticas (Rodriguez, 2 009).

1.1.6. PRESENCIA DE LEGUMINOSAS Y GRAMINEAS EN EL ECUADOR

A nivel nacional, las leguminosas y gramineas ocupan la mayor cantidad de

superficie agricola, con casi el 40,00 % del area cosechada. La superficie de



leguminosas y gramineas es mas representativa en la Sierra que en las demas
regiones, con el 33,00 y 49,89 %, respectivamente. Sin embargo, el Ecuador es
deficitario en la produccion de gramineas, solo produce el 57,90 % del maiz duro
que necesita y el 2,00 % del trigo. De igual manera, es deficitario en la produccion

de leguminosas, oleaginosas, entre otros (FAO, 2 006).

Los principales cultivos de gramineas son el maiz duro, amarillo, suave, seco,
choclo; quinua, trigo y cebada. El arroz es el cultivo mas extenso del pais, segun
el Censo Nacional Agropecuario del 2 002 y es el mas importante del Ecuador en
términos sociales, productivos y caloricos (Paredes, 2 009).

En cuanto a las leguminosas, se registran como especies de grano comestible de
interés econdémico, ecolégico y social al fréjol comuan, la arveja, el haba, el chocho,
la lenteja y el guandul. Las cuatro primeras se encuentran en la Sierra
(altoandinas) y la ultima en la Costa, tanto en grano seco, tierno, procesado o

para la agroindustria (Peralta et al., 1 995).

1.1.7. IMPORTANCIA ECONOMICA DE LAS LEGUMINOSAS Y GRAMINEA S

Por un lado, las leguminosas proporcionan nitrdgeno extra al suelo, por la fijacion
simbidtica de Rhizobium, lo que representa una ventaja econémica adicional para
el agricultor. En la produccién ganadera, las leguminosas forrajeras contribuyen a
su alimentacién, debido a su composicién rica en proteina. Estos beneficios
también favorecen a las gramineas que sirven de alimento al ganado, por lo que
se obtiene un alto rendimiento de leche y carne (Ernst, 2 004; Quintana et al., 2
006).

Las leguminosas, ademas, mejoran la calidad organoléptica de las pasturas y
producen sustancias toxicas que evitan la presencia de plagas. Los productos
obtenidos de leguminosas contribuyen enormemente a la economia del mundo,
como alimentos (para animales y humanos), bebidas, farmacos, entre otros; se

usan en biotecnologia (como las industrias de enzimas), en la elaboracién de
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textiles, fertilizantes, control de pestes, etc. (Jardines Botanicos Reales, 2 005;
Fraile et al., 2 007).

En segundo lugar, estan las gramineas que tienen una gran importancia
econdémica debido a que se cultivan y utilizan en casi todo el mundo, son una
fuente importante de alimentacion de los animales herbivoros (pastos) y de las

personas (arroz, maiz, cebada, trigo, etc.) (Hospital La Fe de Valencia, 2 002).

De las gramineas se obtienen productos de fermentaciones alcohdlicas y otros
como el azucar, material para la construccion (Bambusa sp. pl.), obtencion de
piensos, almiddn, gluten, combustibles, plasticos, resinas, entre otros (Herbario de

la Universidad Publica de Navarra, 2 011; Botanical-online, 2 011).

1.2. INHIBIDORES DE PROTEASAS

1.2.1. PROTEASAS

Las proteasas son enzimas que catalizan la ruptura de enlaces peptidicos, lo cual
es una actividad necesaria en todo el ciclo de vida de un organismo vivo (Garcia
et al., 2 009).

Las proteasas estan involucradas directa e indirectamente en todos los procesos
fisiolégicos del organismo a nivel celular como el crecimiento, la diferenciacion, la
muerte programada (apoptosis), entre otros. Funciones tan importantes requieren

de moléculas reguladoras que sean muy efectivas (Pascual, 2 005).

Las proteasas también son cruciales en la propagacion de enfermedades, al
encontrarse involucradas en los mecanismos de replicaciéon e infectividad de
muchos patdégenos para las personas, plantas y animales, por lo que los
inhibidores de estas proteasas han emergido con utilidades terapéuticas efectivas
(Pascual, 2 005).
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La tripsina (EC 3.4.21.4) es una proteasa miembro de la familia de las serino
proteasas con alta especificidad por los enlaces peptidicos del extremo carboxilo
de los aminoacidos arginina y lisina (Félix et al., 2 005). En la Figura 1.3. se
presenta la clasificacion de la enzima tripsina, en la cual se pueden ver los

diferentes grupos a los que pertenece.

w Oxidorreductasas
#| Serino peptidasas » Tripsina
»| Transferasas
+| Cisleino peplidasas
> Hidrolasas || Proteasa |+
Clasificacion
de la enzima — N .
ripsina » Aspartilo peptidasas
- Liasas
» Metalo peptidasas
- Isomerasas

» Ligasas

Figura 1.3. Clasificacion de la enzima tripsina (Hernande@0?2; Caffiniet al., 1 988)

La tripsina es segregada por el pancreas y es la mas importante para el proceso
de la digestién ya que una vez habilitada, activa los zimdgenos de si misma y de
las demas enzimas digestivas; esta funcion es irreversible y necesita del inhibidor

pancreatico para detener su actividad (Berg et al., 2 008).

Segun Castillo et al. (2 004), la tripsina encontrada en la sardina posee un peso
molecular de 22 a 28 kDa, hidroliza sustratos sintéticos como Na- benzoil-I-
arginina-p-nitroanilida (BApNA), tiene un pH 6ptimo de 7,5 a 10,0; su temperatura
Optima es de 35 a 45 °C y es inestable a bajas temperaturas y pH extremo.

1.2.2. INHIBIDORES

Los inhibidores de proteasas son proteinas que inhiben la accion de enzimas

digestivas, como la tripsina o la quimotripsina. La importancia de estas moléculas
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radica en su funcién fisioldgica, la que esta dirigida a la regulacion de la actividad
proteolitica (Brenes y Brenes, 1 993; Pascual, 2 005; Espinoza 2 006).

La familia de inhibidores de proteasas es la mas grande y extensa, los inhibidores
de proteasas estan ampliamente distribuidos en todos los niveles de organizacion
del mundo viviente. Los inhibidores de proteasas de origen vegetal se han
encontrado en tejidos de almacenamiento como semillas y tubérculos; pero,
también en algunas partes aéreas como las hojas. La mayoria de ellos son
proteinas solubles, de bajo peso molecular (Pascual, 2 005; Habib y Majid, 2 007,
Camean, 2 007).

En muchos casos, el material vegetal no posee solo un inhibidor, sino una serie
de ellos que se diferencian en su especificidad, en su actividad y en su estabilidad
térmica. Algunas fuentes vegetales principales de inhibidores de proteasas son el
arroz, el garbanzo, el haba, el fréjol, el maiz, la patata, la remolacha roja y la soya
(Cameén, 2 007).

Las plantas poseen estas moléculas para intervenir en los procesos digestivos de
los organismos y microorganismos patégenos o artropodos fitéfagos y defenderse
de ellos al disminuir el crecimiento de estos (Camean, 2 007; Habib y Majid,
2 007; Carrillo, 2 009).

Los inhibidores de proteasas mas estudiados han sido los de tripsina, ya que es
una enzima digestiva de gran importancia en la digestion de los monogastricos,
como del ser humano (Cameéan, 2 007). En la Tabla 1.5., se presenta la actividad
enzimatica residual de la tripsina con el uso de algunos inhibidores como el TPCK

gue no afecto su actividad.
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Tabla 1.5. Actividad enzimatica residual de la tripsina deceras de la sardir@ardinops
sagax caerulea con el uso de algunos inhibidores

Inhibidor Actividad enzimatica residual (%)
Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 57
Tosil fenilalanina clorometil cetona (TPCK) 105
Inhibidor de tripsina de soya (SBTI) 0
Benzamidina 28
Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 86

Fuente: Castillet al., 2 004

Plantas como las leguminosas y las gramineas contienen inhibidores de tripsina,
lo cual hace que al ser digeridas, dificulten la digestion y aprovechamiento de los
aminoacidos y disminuya el valor nutricional de las semillas de estas plantas
(Davila et al., 2 003).

Los inhibidores de tripsina son capaces de unirse a esta enzima para formar un
complejo inactivo, esto genera efectos toxicos como la hipertrofia del pancreas,

aunque depende de la especie animal que los ingiere (Vetifarma, 2 006).

En el ser humano existe una respuesta baja a estos inhibidores; sin embargo, en
ratas y gallinas se han observado efectos como hiperplasia reversible del
pancreas (Jabib et al., 2 002; Vetifarma, 2 006; Camean, 2 007).

1.2.3. CLASIFICACION

En general, los inhibidores vegetales estan clasificados en familias, segun su
secuencia de aminoacidos, su estructura y sus especificidades. En el caso de los
inhibidores de proteasas, los mas estudiados han sido los de las serino proteasas

como la tripsina, quimotripsina y subtilisina.

Dentro de los inhibidores de las serino proteasas, los mas estudiados han sido los
de Bowman-Birk y Kunitz, que forman parte de los principales componentes de las
semillas de las leguminosas y gramineas. La Tabla 1.6. presenta las familias de

inhibidores de proteasas, las enzimas que inhiben y su distribucién. En algunos
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casos, inhiben también otras enzimas como la amilasa o el factor Hageman
(Blanco y Aguirrre, 2 002).

Tabla 1.6.Familias de inhibidores de proteasas

Familia Enzimas inhibidas Distribucion
Bowman-Birk Tripsina, quimotripsina, elastasa  Leguwsas, gramineas
Kunitz Tripsina, quimotripsina, Leguminosas, gramineas,
subtilisina, kalikreina, amilasay  araceas, alismataceas
. o o Solanaceas, gramineas
Quimotripsina, tripsina, ) : .
Papa | L leguminosas, poligonaceas,
subtilisina o
cucurbitaceas
Papa Il Tripsina, quimotripsina Solanaceas
Cucurbitas Tripsina, factor Hageman Cucurbitaceas
. . o Gramineas, crucifereas,
Superfamilia Amilasa, tripsina, factor ., S \
euforbiaceas, lecitidaceas,
Cereales Hageman :
leguminosas
Ragi Al2/cebada, , .
Amilasa Gramineas
arroz (LTP)
Carboxi-peptidasas Carboxipeptidasa Solanaceas
. o L Gramineas, fuentes
Tipo cistatina Cistein-proteasa )
animales

Fuente: Blanco y Aguirre 2 002

1.2.3.1. Inhibidores de Bowman-Birk (BBI)

Los BBI se han encontrado en diferentes leguminosas y gramineas, el mas
estudiado es el de la semilla de soya (Glycine max). Han sido clasificados de
acuerdo con su estructura y sus caracteristicas de inhibicién. Con frecuencia se

encuentran en las semillas, pero también se localizan en las hojas.

Los inhibidores procedentes de plantas dicotiledéneas poseen siete puentes
disulfuro, tiene un peso molecular de 8 kDa y se denominan inhibidores de doble
cabeza, porque poseen lugares de unidn independientes para tripsina y

quimotripsina, los cuales pueden actuar simultdneamente.
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Los BBI de plantas monocotiledéneas son de dos tipos, el un tipo posee un peso
molecular de 8 kDa y un sitio activo; el otro tipo posee un peso molecular de 16
kDa y dos sitios activos, que no actiuan juntamente. Han demostrado que actian

como componentes anticancerigenos (Habib y Majid, 2 007).

1.2.3.2. Inhibidores de Kunitz

Los inhibidores de Kunitz son los de mayor actividad inhibidora contra las serino
proteasas, pero también pueden inhibir otras proteasas. Se encuentran en las
leguminosas, los cereales y en algunas especies de solanaceas, en las cuales,
estos inhibidores se producen bajo estrés, como en el caso de Solanum
tuberosum. Se ha reportado actividad antifiungica del inhibidor de Pseudostellaria

heterophylla.

Usualmente poseen un peso molecular de 18 a 22 kDa y dos puentes disulfuro

con un solo sitio activo (Habib y Majid, 2 007).

1.2.4. APLICACIONES DE LOS INHIBIDORES DE PROTEASAS

Se han realizado varios estudios, en los que se ha comprobado el papel
insecticida de los inhibidores de proteasas. Inicialmente, se estudiaron los
provenientes de la soya y de la papa, en ensayos in vivo a través de dietas
artificiales o plantas transgénicas que expresen estos inhibidores; asi como en
pruebas in vitro, con el uso de proteasas de los extractos digestivos de
organismos patégenos y con microorganismos como hongos, nematodos, virus y
bacterias. Por medio de la transferencia de genes, que codifican estos inhibidores
se han creado plantas transgénicas como por ejemplo de tabaco. Varias de estas
plantas han mostrado un grado de resistencia a un amplio rango de plagas de
insectos y otros patdgenos (Carrillo, 2 009).

En biotecnologia, se aplican estas biomoléculas en procesos industriales para
obtener proteinas naturales, recombinantes o modificadas, las cuales requieren

cada vez mas de la presencia de inhibidores de proteasas durante los procesos



16

de produccién, purificacion y aplicacion. Garantizan altos rendimientos e
incrementan la estabilidad operacional y de conservacién de las proteinas de

interés.

En farmacologia, se han aplicado inhibidores de proteasas en el diagnostico o
terapéutica del cancer, enfermedades cardiovasculares, respiratorias, infecciosas
como el VIH, asi como desordenes neurodegenerativos, como la enfermedad de
Alzheimer. Estos son ejemplos en los que se ha probado su eficiencia o las
potencialidades de los inhibidores de proteasas como herramientas terapéuticas
(Pascual, 2 005; Garcia et al., 2 009).

1.3. METODOS DE PURIFICACION DE INHIBIDORES DE
PROTEASAS

Para extraer proteinas de microorganismos o tejidos de animales o vegetales, se
desintegran las células por frotamiento, agitacion, ultrasonido, entre otros. Como
medio extractor se utiliza una solucién salina tamponada con fuerza iénica y pH
adecuados. Se utiliza la centrifugacion para retirar los residuos moleculares y las
proteinas de interés se separan por métodos basados en las diferencias de peso

molecular, carga, solubilidad y/o afinidad.

En cada paso, se alcanza un mayor grado de aislamiento y pureza. Si se trata de
una proteina activa se puede hacer un seguimiento de su actividad especifica, la

cual aumentara mientras mas pura se encuentre la proteina (Primo, 2 007).

1.3.1. ULTRAFILTRACION CON CENTRIFUGACION

La ultrafiltracién es un método mediante el cual se separan particulas, de acuerdo

con su peso molecular.

Para este método se utiliza la fuerza centrifuga y unidades filtradoras contenidas
en tubos para centrifugacién. Los tubos poseen diferentes volimenes. Las

unidades filtradoras estan formadas de una membrana de celulosa, que actua
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como una fina barrera permeo-selectiva entre dos fases, permite el paso de
ciertos componentes y retiene otros por accion de una fuerza impulsora, que

provoca el paso de la materia a traves de esta.

Las membranas poseen poros irregulares y las moléculas pueden deformarse y
pasar a través de estas aberturas, por lo que se asigna a cada membrana un
limite de peso molecular nominal (MWCO); es decir, el peso molecular a partir del
cual la mayoria de las moléculas son retenidas eficientemente por la membrana
(retencion>90%) (Geanta, 2 009).

1.3.2. TRATAMIENTO TERMICO

El tratamiento térmico es un método utilizado para la purificacién e identificacion
de moléculas de interés. El mantenimiento o la destruccidon de los inhibidores de
proteasas dependen del método que se utilice como de su estructura quimica. El
calor altera la integridad de la estructura quimica sostenida por uniones disulfuro,
qgue se destruyen bajo su accién. No se puede generalizar la temo-labilidad o

termo-estabilidad de estas biomoléculas (Diaz, 2 006).

Ellenrieder et al. (1 980) establecieron que a mayores concentraciones de harina
en suspension acuosa, el porcentaje de inactivacién de inhibidores de tripsina fue
mayor, lo cual comprobaron en extractos acuosos de harina de mani (Arachis
hypogaea), de soya (Glycine max) descascarada y desengrasada y de fréjol

arrinonado (Phaseolus vulgaris).

En la industria de la alimentacion animal es comuan y efectivo utilizar el tratamiento
térmico, para eliminar o disminuir la actividad inhibidora de proteasas, solo o
combinado, en forma mecénica, hidrotérmica o térmica para mejorar el valor

nutricional de los alimentos procesados.

Temperaturas iguales o mayores a los 100 € causan una disminucion de la
actividad inhibidora entre un (50-100) % y con la utilizacién de diferentes métodos

de tratamiento térmico; temperaturas menores a la indicada, podrian eliminar
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proteinas de mayor termolabilidad, que los inhibidores de tripsina y purificarlos
(Brenes y Brenes, 1 993).

1.3.3. PRECIPITACION DE PROTEINAS

Las proteinas suelen precipitar con concentraciones altas de sales, las mas
usadas son el sulfato de amonio y el sulfato de magnesio. Otros precipitadores de
proteinas son el acido tricloroacético (TCA), las sales de metales pesados
(acetato de plomo, cloruro de bario, etc.) y los disolventes organicos solubles en

agua (etanol, acetona, etc.) (Primo, 2 007).

El método de precipitacion de proteinas con TCA ha sido utilizado para extraer y
purificar los inhibidores de proteasas y también para detener reacciones
enzimaticas (Srivastava y Ortwerth, 1 982; Gomes, 2 005; Alvarez, 2 008).

En el caso de la purificacién de los inhibidores de proteasas, el objetivo es
conservar las proteinas en suspension debido a su peso molecular pequefio
comparado con el de otras proteinas como las enzimas; los inhibidores no
precipitan por lo que se desecha el precipitado y se conserva la fase acuosa
restante para posteriores purificaciones. A esta fase, se puede aplicar la dialisis
para eliminar el TCA, de modo que no interfiera con las lecturas de actividad

enzimatica (Sierra y Pérez, 1 999; Fernandez, 2 006).

1.3.4. CROMATOGRAFIA DE FILTRACION EN GEL

La cromatografia de filtracion en gel es una técnica que permite separar
moléculas en funcién de su tamafio molecular. La capacidad separadora reside en
el gel que consta de un gran numero de esferas porosas microscoépicas. El gel

hidratado se deposita adecuadamente en una columna.

Al pasar una mezcla de moléculas de diferentes tamafos, a través de la columna
de gel, se produce la separacion. Se obtienen, primero, las mas grandes y, luego,

las de menor tamafo.
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Las columnas PD-10 son desechables y pre-empacadas con Sephadex G-25, un
medio de separacion de las moléculas de mayor peso molecular (> 5 000) de
aguellas con menor peso molecular (< 1 000). Las caracteristicas de las columnas

PD-10 se presentan en la Tabla 1.7.

Tabla 1.7.Caracteristicas de las columnas PD-10

Matriz Sephadex G-25
Rango de tamafio de particula 85-260
Volumen de relleno 8,3 mL
Altura del relleno 5cm
Volumen de la muestra recuperagda 2,5mL
Limite de exclusion Peso molecular 5 000
Estabilidad quimica En todos los tampones comunenesdados
Rango de pH de trabajo 2-13
Temperatura de almacenamiento +4 a +30 °C
Suministrada en Agua destilada con O_,15 % Kathon CG/ICP
Biocida

Fuente: Amersham Biosciences, 2 003

El rendimiento de proteina es mayor al 95 %, con menos del 4 % de

contaminacion de sal (Amersham Biosciences, 2 003).

1.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD INHIBIDORA

Gonzalez et al. (2 008) realizaron la determinacion de la actividad inhibidora
mediante espectrofotometria en un ensayo enzimatico con BApNA (benzoil-DL-
arginina-p-nitroanilida), como sustrato, y la enzima tripsina. Si existe inhibidor en
la muestra, este inhibe la accién de la tripsina sobre el BApNA. Realizaron la
lectura de absorbancia a 410 nm y la actividad del inhibidor de tripsina la
expresaron en términos de unidad de tripsina inhibida (UTI), definida segun el
método de Kakade et al. (1 974) como el incremento de 0,01 unidades de

absorbancia a 280 nm, en 20 min.
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Jhons (1 987) determind la actividad inhibidora de la tripsina con los métodos de
Earlanger et al. (1 961) y Kakade (1 969), en el que usaron como sustrato
enzimatico al BApNA y expresaron a la actividad inhibidora en unidades de
tripsina inhibida, definida como el incremento de 0,01 unidades de absorbancia a

410 nm por 10 mL de solucion.

El método de Earlanger et al. (1 961) permite realizar ensayos enzimaticos, en los
que se usa el sustrato BApNA para determinar la variacion de absorbancia a 400
nm y cada 15 s por 3 min, producida por la formacion de p-nitroanilina. Se puede
utilizar para determinar la inhibicion de la actividad de la tripsina al analizar la
diferencia de esta con presencia de un extracto inhibidor (Comoglio et al., 2 008;
Sinche, 2 009).

1.4.1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Existen diversos métodos para medir la velocidad de una reaccién enzimatica. El
meétodo espectrofotométrico permite detectar cambios en la absorbancia de luz
por parte del sustrato o del producto, segun su concentracion. Los ensayos
espectrofotométricos son los mas utilizados, ya que permiten medir la velocidad

de la reaccion de forma continua (Villareal et al., 2 008).

Para el analisis practico de enzimas se realizan ensayos enzimaticos que pueden
ser de dos clases: ensayos en los que se utiliza la enzima para medir la cantidad
de sustrato presente en una reaccion y en los que se mide la cantidad de enzima
presente (Christensen y Palmer, 1 980). Para la medicion de la actividad
enzimatica se toman en cuenta tres factores: producto transformado, tiempo de la
transformacién y cantidad de enzima o de preparacion enzimatica. Para expresar
la actividad enzimatica, la Comision Internacional de Enzimas (IEC) recomienda

las siguientes unidades:

a) Unidad internacional (U): es la cantidad de enzima pura, material biolégico o de
preparacion enzimatica que transforma un pmol de sustrato en 1 min, en

condiciones 6ptimas.
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b) Actividad especifica: es el numero de U por mg de proteina (sea de enzima
pura o de una preparacion).

c) Catal: es la actividad enzimatica capaz de transformar un mol de sustrato en 1
s, por tanto, una U de actividad es igual a 1/60 de ucatal. Recientemente la IEC
ha recomendado el uso del “catal” (Primo, 2 007).

1.4.2. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA

Existen varios métodos espectrofotométricos para la determinacién de proteinas
en solucion. La mayoria de proteinas presentan un maximo de absorbancia a 280
nm, debido a la presencia de aminoacidos aromaticos (tirosina, triptéfano y
fenilalanina). EI método de absorbancia a 280 nm puede usarse para medir
concentraciones de proteinas en un rango comprendido entre 0,1 y 0,5 mg/mL, en
ausencia de sustancias que interfieran con la lectura (Universidad Peruana
Cayetano Heredia, 2 006).

1.4.3. EVALUACION DE PREPARADOS DE INHIBIDORES DE PROTEASA S

Para determinar el éxito de un protocolo de purificacion de proteinas, se puede

evaluar el procedimiento con el calculo de los siguientes parametros:

a) Actividad especifica: se obtiene al dividir la actividad inhibidora para la
concentracion de proteina. Indica el valor de actividad por una unidad masica
de proteina. Se espera que la actividad especifica aumente después de cada
método de purificacién, lo cual indicaria que se eliminaron proteinas

contaminantes.
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b) Rendimiento (R): El rendimiento en actividad (Ra) es una medida de la
actividad recuperada después de cada paso de purificacion (Purificacion n),
expresado como porcentaje de la actividad del extracto crudo (Purificacion ng).
La actividad inicial se toma como el 100 % (ecuacion 1.2). También se calcula
el rendimiento en proteina (Rp), que es la cantidad de proteina de interés que
se recupera después de la aplicacion del método de purificacién, con respecto

al contenido de proteina del extracto original (ecuacion 1.3).

Al total (Purificacién n; )(U) X 100
47 Al total (Purificacién n, ) (U)

[12]

[Pltotal (Purificacién n, )(mg) » 100

R, = 1.3
F [Pltotal (Purificacién n,) (mg) [13]

Se espera que el Rp sea menor al 100 %, que indicaria que se eliminaron
proteinas que no son de interés. Por otro lado, el Ra puede ser menor o mayor al
100 %, lo cual depende de si se eliminaron o no proteinas que interferian con la

actividad de los inhibidores o se afectaron moléculas de inhibidores.

c) Grado de purificacion (GP): mide el incremento en pureza de la proteina de
interés y se obtiene al dividir la actividad especifica después de cada paso de
purificacion, por la actividad especifica del extracto inicial. Se espera que este
parametro sea mayor a 1 vez, lo cual indica que el extracto se ha purificado
(ecuacion 1.4) (Berg, 2 008).

Al esp (Purificaciénn,) (—)
GP =

[1.4]
Al esp (Purificacién ng){—)

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. OBJETIVOS
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2.1.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar los extractos inhibidores mas eficaces de tripsina obtenidos de semillas

de leguminosas o gramineas, purificados parcialmente.

2.1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar la actividad inhibidora de tripsina, presente en el extracto acuoso
de semillas de chocho (Lupinus mutabilis).

b) Establecer un procedimiento general, que permita obtener actividad

inhibidora de tripsina, a partir de semillas de leguminosas y gramineas

seleccionadas.

c) Seleccionar el extracto inhibidor de tripsina mas activo.

2.2. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

2.2.1. MATERIALES

Para el desarrollo de este proyecto, se utilizaron los siguientes materiales: harina
de semillas de leguminosas y gramineas, obtenidas en el Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP); agua destilada; vasos de precipitacion;
tubos de ensayo; celdas de cuarzo para espectrofotometria; micropipetas
ajustables de 5 a 50 yL y de 100 a 1 000 uL; y, tubos Amicon Ultra.

2.2.2. REACTIVOS

- Acido clorhidrico (BDGH Chemical, U.S.A.), grado analitico.
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- Hidrocloruro de Benzoil L-arginina p-nitroanilida — BApNA, (SIGMA, U.S.A),
grado analitico.

- Dimetil formamida (Riedel Seelze, Alemania), grado analitico.

- Fosfato diacido de sodio (BDGH Chemical, U.K.), 99,8% de pureza.

- Hidréxido de sodio ACS (J.T. Baker, U.K.), 98, 7% de pureza.

- Tripsina en polvo (1:250) (GIBCO™, Invitrogen Corporation, U.S.A.).

2.2.3. EQUIPOS

- Balanza analitica, de 210 g x 0,0001 g (Denver Instrument, U.S.A.).
- Planchas de agitaciéon (VWR Hot plate/stirrer, U.S.A.).

- Centrifuga (ADAMS Analytical Centrifuge, Clay Adams, U.S.A.).

- Centrifuga IEC HN-S (DAMON/IEC DIVISION, U.S.A)).

- Espectrofotometro U 2000 (Hitachi, U.S.A.).

- pHmetro portatil (Schott Glaswerke Mainz, Alemania).

- pHmetro (Jenway, 3 510 phmeter, U.K.).

- Molino (Corona, Colombia).

- Columna PD-10 (Pharmacia, Suecia).

2.3. PRUEBAS PRELIMINARES PARA LA CARACTERIZACIO N
DE EXTRACTOS DE CHOCHO CON ACTIVIDAD
INHIBIDORA SOBRE LA TRIPSINA CON EL USO DE
ESPECTROFOTOMETRIA

2.3.1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA D E LA
TRIPSINA

Se determind la actividad proteolitica de la tripsina, segun el método de Earlanger
et al. (1 961) modificado. En la Figura 2.1., se presenta el diagrama detallado del
procedimiento que se realizé para determinar la actividad proteolitica de la tripsina
sobre BApNA disuelta en dimetil formamida (DMF).



1. Tampon fosfato de sodio
50 mM; pH 7,5; 3,00 mL

2. Solucioén de tripsina
5 mg/mL; 0,10 mL

3. Tampon fosfato de sodio |
50 mM; pH 7,5; 0,05 mL

4. Solucion de BApNA en
DMF —
5 mg/mL; 0,05 mL

Formacién de mezcla
de reaccién

A

Agitacion de mezcla

!

Lectura de
Absorbancia, 400 nm,
cada 15 s, por 3 min

I

Determinacion
actividad proteolitica de
tripsina

25

Celda de
cuarzo

Figura 2.1. Diagrama del proceso para la determinacion detigidad proteolitica de la
tripsina con BApNA en DMF como sustrato

La hidrdlisis espontanea del sustrato BApNA se determind segun el diagrama de

la Figura 2.2.

1. Tampoén fosfato de sodio
50 mM; pH 7,5; 3,00 mL

2. Tampdn fosfato de sodio
50 mM; pH 7,5; 0,10 mL

Formacién de mezcla

3. Tampon fosfato de sodio
50 mM; pH 7,5; 0,05 mL

4. Solucién de BApNA en DMF
5 mg/mL; 0,05 mL

de reaccién

I

Agitaciéon de mezcla

|

Lectura de Absorbancia,
400 nm, cada 15 s
por 3 min

Determinacion hidrélisis
espontanea de BApNA
en DMF

Celda de
cuarzo

Figura 2.2. Diagrama del proceso para la determinacion delalisis espontanea de
BApNA en DMF
Se determind la actividad proteolitica de la tripsina, en unidades enzimaticas por

mililitro de solucién de enzima (U/mL), con la ecuacion 2.1. (Reina, 2 000).
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_ DO 1000 XV,
At e XL X V,

[2.1]

La solucion de tripsina se prepar6 siempre al momento de realizar los ensayos.
Un ejemplo de célculo de la actividad proteolitica de la tripsina se describe en el
Anexo A.1.

2.3.2. OBTENCION DE PERMEADO DE CHOCHO

Se obtuvo un extracto de chocho (L. mutabilis, var. 1-450-Andino) con semillas
donadas gentilmente por el Programa de Leguminosas y el Departamento de
Produccion de Semillas del Instituto Nacional Autbnomo de Investigaciones
Agropecuarias (INIAP), Estacion Experimental Sta. Catalina, Pichincha-Ecuador.
Las semillas fueron limpiadas, seleccionadas y almacenadas por el INIAP, por lo
gque no se hizo ninguna limpieza ni clasificacion adicionales. Se realizd el

procedimiento que se muestra en el diagrama de la Figura 2.3.

Muestra de semillas ——» Molienda

5 g harina, tamano particula <1 mm

Matraz aforado
25mL

Tampén Fosfato de

sodio 50 mM, pH 7,5 —¥ Suspension

A
Agitacion
1h30 min, 300 rpm

Mezcla

Centrifugacién
805 x g, 25-30 min
\

Sobrenadante

—>» Precipitado

Ultrafiltracion Retenido
2 147 x g, 30 min Moléculas > 10 kDa

|

Permeado
Moléculas < 10kDa

Figura 2.3. Diagrama del procedimiento de obtencion del pedoeaudo de chochda. (
mutabilis var. 1-450-Andino)
2.3.3.DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD INHIBIDORA DE PERMEADO DE

CHOCHO
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Se calcul6 la actividad inhibidora como la diferencia de actividad proteolitica de la

tripsina en presencia del permeado de chocho y se expresé en unidades

enzimaticas por mililitro de extracto inhibidor (U/mL). Se utilizaron tres muestras

por variedad, de las cuales se obtuvo un promedio de la actividad inhibidora de la

tripsina. Un ejemplo de calculo se presenta en el Anexo A.2.

Se preparo una mezcla de reaccion, segun el procedimiento descrito en el acapite

2.3.1., modificado. El procedimiento detallado se observa en la Figura 2.4.

1. Tampon fosfato de sodio
50 mM; pH 7,5; 2,45 mL

2. Solucién de tripsina
5 mg/mL; 0,10 mL

»

3. Permeado de chocho
0,60 mL

4. Solucién de BApNA en DMF |
5 mg/mL; 0,05 mL

Formacién de mezcla
de reaccién

|

Agitacién de mezcla

Lectura de Absorbancia,
400 nm, cada 15 s
por 3 min

Determinacién actividad
proteolitica de tripsina

Celda de
cuarzo

Figura 2.4. Procedimiento para la determinacién de la acti/jgi@teolitica de la tripsina
con permeado crudo de chocho (mutabilis, var. 1-450-Andino)

Para la preparacion del blanco de la actividad de la tripsina con permeado de

chocho, se coloco tampodn fosfato de sodio en lugar del permeado, como se ve en

la Figura 2.5.
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1. Tampon fosfato de sodio
50 mM; pH 7,5; 2,45 mL

Celda de

2. Solucién de tripsina | cuarzo

5 mg/mL; 0,10 mL

Formacién de mezcla de
o reaccién

3. Tampon fosfato de sodio
50 mM; pH 7,5; 0,60 mL

Agitacion de mezcla

4. Solucién de BApNA en
DMF —
5 mg/mL; 0,05 mL

Lectura de Absorbancia,
400 nm, cada 15 s
por 3 min

I

Determinacion actividad
proteolitica de tripsina

Figura 2.5. Procedimiento para la determinacién de la acti/jgi@teolitica de la tripsina
sin extracto crudo de chochlo. (mutabilis, var. 1-450-Andino)

2.4. DETERMINACION DE UN PROCEDIMIENTO GENERAL DE
OBTENCION DE EXTRACTOS INHIBIDORES DE PROTEASAS
A PARTIR DE LEGUMINOSAS Y GRAMINEAS
RECOLECTADAS

Se utilizaron semillas certificadas de leguminosas y gramineas que procedian de
cultivos manejados y controlados técnicamente, que gentiimente dono el
Programa de leguminosas y el Departamento de Produccion de semillas del
INIAP. Las semillas proporcionadas fueron producidas en la Sierra, en Pichincha,

Imbabura y Cafiar.

Se obtuvieron permeados de las semillas de las diferentes especies y variedades
de leguminosas y gramineas, de acuerdo con el procedimiento descrito en el

acapite 2.3.2.

Se realiz6 una mezcla de harina-tampén (1:5), se agité durante 1h30 min a 805 <

g, se centrifugd por 30 min a 2 147 x g. Esta centrifugacion se realiz6 en dos
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partes, primero se centrifug6 la mezcla tampon-harina durante 20 min; y, luego, el
sobrenadante obtenido, por 10 min adicionales. Se modific6 el tiempo de
ultrafiltraciéon de 30 a 40 min para obtener la cantidad suficiente del permeado de

cada variedad de semilla.

Se determind la actividad inhibidora de la tripsina de los permeados obtenidos,
segun lo descrito en el acapite 2.3.3., lo cual se realizo a los siete dias de haber
preparado cada permeado. Se realizaron tres repeticiones por cada extracto
inhibidor y con los resultados de actividad inhibidora de la tripsina y actividad
inhibidora especifica se realizaron analisis de varianza (ADEVA) y comparacion

de medias mediante las pruebas de Tukey y T de Student.

2.4.1. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEIN A EN LOS
PERMEADOS OBTENIDOS

Se determind la concentracion de proteina de los permeados obtenidos con el
meétodo de absorcion en el UV a 280 nm (Chavez et al., 1 990). El procedimiento

se describe en el diagrama de la Figura 2.6.

Celda de
cuarzo

Permeado obtenido Lectura de Absorbancia,
1,00 mL 280 nm

Determinacion [P]

si

Dilusion del
permeado a
diferentes factores

v

Determinacion [P]

Figura 2.6. Diagrama de procesos para determinar la concéntrde proteina
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La ecuacion 2.2., se utilizé6 para calcular la concentracién de proteina de los
extractos. Se tomé un valor arbitrario de 1,0 (mg/mL)*cm™ para el coeficiente de

extincion de la proteina a 280 nm.

f
_ Dz x(f)

[P] = [2.2]

£
2.4.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD INHIBIDORA ESP ECIFICA

El calculo de la actividad inhibidora especifica se realiz6 mediante la ecuacién 2.3
(Chavez et al., 1 990).

Al esp =% [2.3]

2.5. PURIFICACION PARCIAL DEL EXTRACTO DE CHOCHO Y
DE LOS EXTRACTOS INHIBIDORES MAS ACTIVOS

Se seleccionaron los 3 permeados que presentaron la mayor actividad inhibidora
de la tripsina y se les aplicd 3 diferentes métodos de purificacion parcial que
fueron: tratamiento térmico con bafio maria, precipitacion de proteinas con TCA 'y

una combinacion de ambos métodos en el mismo permeado.
2.5.1. TRATAMIENTO TERMICO
Se realiz6 la purificacion de los 3 permeados preseleccionados y del chocho

segun el diagrama descrito en la Figura 2.7. Se determiné la actividad inhibidora y

la actividad inhibidora especifica de los permeados purificados.



Permeados no Calentamiento a bafio
purificados maria, 60 °C, 30 min

Permeados con proteina precipitada

Centrifugacion
805 x g, 5 min

A

Obtencién de permeados
purificados térmicamente

Eliminacién de
precipitado
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Figura 2.7. Purificacién parcial de los permeados preseleedion y del permeado de
chocho con tratamiento térmico

2.5.2. PRECIPITACION DE PROTEINAS CON TCA

Se realiz6 la purificacion parcial de los permeados preseleccionados y del chocho

segun el diagrama descrito en la Figura 2.8. (Bonzon, 1 996).
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Figura 2.8. Purificacién parcial de los permeados preseleedion y del permeado de
chocho con precipitacion de proteinas con TCA
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Para eliminar el TCA del sobrenadante se realiz6 una cromatografia de filtracion
en gel, con una columna PD-10, para lo cual se siguio el siguiente procedimiento:

1. Selavé la columna con 20,0 mL de tampon fosfato de sodio (50 mM; pH 7,5).

2. Se colocaron 2,5 mL de sobrenadante, en caso de tener una menor cantidad,
se colocé la cantidad que se poseia y luego se afiadio el tampén fosfato de

sodio hasta completar el volumen de 2,5 mL.

3. Se colocaron 3,5 mL de tampoén. Si se coloc6 menos de 2,5 mL de
sobrenadante, el volumen de tampoén fue igual al producto de la cantidad de

sobrenadante colocado por 1,5.

4. Se colectd el volumen eluido después de afiadir el tampdn, al cual se lo
denomind “fraccion 1" y se determind su actividad inhibidora de la tripsina y su

actividad inhibidora especifica.

5. Por ultimo, se afadieron 20,0 mL de tampodn fosfato de sodio y se colecto el
volumen eluido en cuatro fracciones de 5,0 mL cada una, en las cuales, se
determind la actividad inhibidora de la tripsina y la actividad inhibidora
especifica. Se escogieron los primeros 5,0 mL (fraccion 2) que se eluyeron

después de este paso porque presentaron la mayor actividad inhibidora.

2.5.3. APLICACION DE TRATAMIENTO TERMICO Y TCA

Los permeados crudos se sometieron primeramente a un tratamiento térmico en
bafio maria, segun el procedimiento descrito en el acapite 2.5.1. Seguido de esto,
se aplicé el método de precipitacion de proteinas con TCA segun lo descrito en el
acapite 2.5.2.
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2.5.4. ACTIVIDAD INHIBIDORA Y PURIFICACION PARCIAL DE LOS
RETENIDOS DE LA ESPECIE SELECCIONADA Y DEL CHOCHO

Se selecciond el permeado que presentd la mayor actividad inhibidora y se
analizo la presencia de esta actividad en el retenido de esta especie y también en
el retenido de chocho, segun lo descrito en el acépite 2.3.3. Previamente, se
eliminaron las particulas grandes existentes en los retenidos. En la Figura 2.9. se
presenta un diagrama para la obtencion de una soluciéon de retenido, apta para la
determinacién de actividad inhibidora de la tripsina y actividad inhibidora
especifica.

Centrifugacion Eliminacién de

Retenido > 5147 xg,40min | " particulas grandes

Sobrenadante
v Filtros HPLC
Filtracion 0,45ym

A 4

Determinacion de
actividad inhibidora

Figura 2.9. Eliminacion de particulas grandes del retenidadespecie seleccionada y del
chocho para la determinacién de la actividad imluta de la tripsina

También se realiz6 la purificacion parcial del sobrenadante obtenido del retenido,
tanto de la especie seleccionada como del chocho, con el uso de los tres métodos
de purificacién parcial descritos en el acapite 2.5. Se obtuvo la actividad inhibidora
y actividad inhibidora especifica después de aplicar cada método. Se usd un

retenido diferente para cada purificacion.

2.6. EVALUACION DE LOS PROCESOS DE PURIFICACION

Se evaluaron los procesos de purificacion parcial de los permeados
preseleccionados y del chocho con el uso de las ecuaciones 1.1, 1.2, 1.3y 1.4;
descritas en el acapite 1.4.3.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. ESTUDIO PRELIMINAR DE LA INHIBICION DE TRIPSINA
CON PERMEADO DE CHOCHO (L. mutabilis, var. 1-450-Andino)

3.1.1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA DE LA
TRIPSINA

La actividad proteolitica (AE) y la actividad proteolitica especifica (AE esp) de la
tripsina, sobre BApNA, que se obtuvieron segun los métodos descritos en los

acapites 2.3.1.y 2.4.2., se muestran en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1.Actividad proteolitica de la tripsina sobre BApM#Asuelto en DMF

N° ensayo| AE (mU/mL) AE esp (mU/mg)
1 413,82 82,76
2 383,15 76,63
3 451,27 90,26
4 387,00 77,40
5 425,00 85,00
6 491,76 98,35
7 438,06 87,61
8 448,00 89,60
9 420,36 84,07
10 465,33 93,07

Promedio| 432,3& 33,78 86,48 6,76

La actividad proteolitica de la tripsina estuvo comprendida entre 383,15 y 491,76
muU/mL. El valor promedio fue de 432,38 = 33,78 mU/mL, es decir, con un 7,81 %
de variacion. De igual manera, la actividad proteolitica especifica de la tripsina
fluctud entre 76,63 y 98,35 mU/mg, el valor promedio fue de 86,48 + 6,76 mU/mg,
es decir, con una variacion de 7,82 %. Estas variaciones se deberian a que la
actividad de toda solucion de enzima depende de factores externos como la
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temperatura ambiente a la que se esta utilizando, el manejo, la conservacion,

entre otros.

Debido a la variacion de actividad que presento la tripsina, su valor fue medido

previamente, al inicio del estudio de cada extracto inhibidor ensayado.

El primer extracto inhibidor se obtuvo a partir de semillas de chocho (Lupinus
mutabilis), una materia prima estudiada con anterioridad (Schoeneberger et al.,
1 981; Glencross, 2 001; Khalil et al., 2 006).

3.1.2. ACTIVIDAD INHIBIDORA DE LA TRIPSINA DEL PERMEADO DE
CHOCHO

La actividad inhibidora del permeado de chocho fue de 28,50 + 0,73 mU/mL, con
lo que la actividad proteolitica de la tripsina disminuy6 un 6,70 %. Este porcentaje
de inhibicion es igual al reportado por Gémez et al. (1 998) para semillas de
chontaduro (Bractis gasipaes), las cuales poseen entre sus componentes mas
relevantes a las grasas, semejanza que comparte con el chocho, aunque los

meétodos de extraccion para estas dos especies fueron diferentes.

La actividad inhibidora del permeado de chocho también es igual a 2,85 + 0,73
UIT (Unidades Inhibidas de Tripsina)/mL, segun el método de Kakade et al.
(1 974). Este valor es 2,46 veces mayor que el encontrado en un ecotipo de esta
especie (1,16 UIT/mL) y reportado en el estudio de Schoeneberger et al. (1 981).
En ese estudio indican que esta actividad fue muy baja en comparaciéon con la
actividad inhibidora de la soya (30,10 UIT/mL) y que no encontraron actividad

inhibidora de tripsina en algunos ecotipos de L. mutabilis.

Las diferencias de actividad inhibidora reportadas para el chocho, puede ser
porque el método de extraccion fue diferente al ensayado en este trabajo, ya que
utilizaron procesos de hervido de las semillas crudas, desamargado de las
semillas cocidas con tres horas de remojo en agua y molido de estas para obtener
una torta oleaginosas que fue desengrasada con etanol; esto pudo provocar la
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desnaturalizacion y eliminacién de la actividad inhibidora de la tripsina, la cual
también depende de las diferentes variedades genéticas que se utilicen
(Schoeneberger et al., 1 981).

3.1.3. CONCENTRACION DE PROTEINA Y ACTIVIDAD INHIBIDORA
ESPECIFICA DEL PERMEADO DE CHOCHO

La concentracion de proteina del permeado de chocho fue de 34,20 mg/mL o
igual a 0,12 g. También se estimé que en el permeado de chocho (34 % del
volumen total del extracto de semillas de chocho) existié una cantidad de proteina
de 0,18 g de proteina/g de harina de chocho, este valor concuerda con el 36 %
del valor obtenido por Rodriguez (2 009) (0,50 g de proteina/g de harina de
chocho), es decir, que el extracto total de semillas de chocho pudo tener un valor

de proteina similar al reportado por el mencionado autor.

La actividad inhibidora especifica del permeado de chocho fue de 0,833 + 0,021
muU/mg o segun el método de Kakade et al. (1 969), igual a 0,083 + 0,021 UIT/mg
de proteina. Rekha et al. (2 008) reportaron valores de actividad inhibidora de la
tripsina para extractos de harina de semillas desengrasadas de garbanzo (C.
arietinum) de la variedad Pusa pragati, igual a 6,190 + 0,560 UIT/mg de proteina;
para lo cual, utilizaron un método de extraccion diferente al utilizado en este
ensayo, por lo que pudieron obtener un extracto crudo mas purificado que el de

este estudio.

Luego de haber obtenido la actividad inhibidora y la actividad inhibidora especifica
de la tripsina con el permeado de chocho, se procedié a elaborar permeados de

diferentes especies y variedades de semillas de leguminosas y gramineas.
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LA TRIPSINA DEL
LEGUMINOSAS Y

3.2. ACTIVIDAD INHIBIDORA DE
PERMEADOS DE SEMILLAS DE
GRAMINEAS

Segun el procedimiento general descrito en el acapite 2.4., se obtuvieron
permeados de las semillas de algunas especies de leguminosas y gramineas
provistas por el Instituto Nacional Autonomo de Investigaciones Agropecuarias.

3.2.1. ACTIVIDAD INHIBIDORA DEL PERMEADOS DE LEGUMINOSAS

Se obtuvo actividad inhibidora de la tripsina (Al) de los permeados de semillas de

leguminosas, segun el procedimiento descrito en el acapite 2.3.3. Los resultados

se muestran en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2.Actividad inhibidora de la tripsina de los permesde semillas de leguminosas

# Especies Variedades AE (mU/mL) Al (mU/mL)
1 I-420-Canario del chota 413,82+4,00  43860,35

2 l-424-Concepcion 413,09 +4,81  115680,64
3 I-406-Guarandefio 383,15+5,02  1%911,07
4 Fréjol [-427-Libertador 447,67 +6,61| 1549 0,93
5 (Phaseolus I-414-Yunguilla 447,67 +6,61 | 17,56'+0,81
6 vulgaris) Paragachi Andino 413,82 + 4,00 1%£651,18
7 I-412-TOA 413,82+4,00| 13,86+1,23
8 1-418-Je. Ma 387,00+1,73] 12890,54
9 I-425-Blanco Fanesquero 425,00 £ 5,00 116D0,83
10 Arveja I-433-Roxana 387,00+1,73 428 0,26
11 (Pisum I-432-Lojanita 448,00 +7,16| 13,%7+0,35
12 sativum) I-434-Esmeralda 413,09 + 4,81 3,46 +0,18

13 Haba I-441-Serrana 413,09 +4,81  12(680,31
14 (Vicia faba) [-440-Quitumbe 416,55 + 1,55 892 0,49

15 Chaucha 425,00 +5,00  139%1,04
16 Leg:ﬁjﬁéh‘;‘“s 1-406 448,00+7,16| 654 0,34

Las letras diferentes en la misma columna indi¢kmehcias estadisticas significativas (Tukey0,05)
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El permeado crudo de fréjol, variedad 1-414-Yunguilla, present6 el mayor valor de
actividad inhibidora de la tripsina a pesar de que no presenté diferencias
significativas con el extracto de semillas de fréjol variedad 1-427 Libertador, pero
tuvo diferencias significativas con las demas actividades obtenidas. Su valor es
38,39 % menor que la actividad inhibidora del permeado crudo de chocho
(28,50 £ 0,73 mU/mL) y equivale al 3,92 % de inhibicion. Seidl et al. (1 969)
encontraron un porcentaje de inhibicién del 30,00 % con el extracto crudo de fréjol
negro (P. vulgaris), variedad Cubagua, el cual lo obtuvieron a diferentes
condiciones de extraccibn que no estuvieron a nuestro alcance, por lo que
pudieron obtener un extracto crudo mas purificado que los permeados crudos

presentados en este ensayo.

El permeado crudo de arveja, variedad |-434-Esmeralda, presentd la menor
actividad inhibidora, la cual es 87,86 % menor que la actividad inhibidora del

permeado crudo de chocho.

3.2.2. CONCENTRACION DE PROTEINA Y ACTIVIDAD INHIBIDORA
ESPECIFICA DE LOS PERMEADOS DE LEGUMINOSAS

En la Tabla 3.3., se presentan los resultados de concentracién de proteina y
actividad inhibidora especifica obtenidos segin los métodos descritos en los
acapites 2.4.1.y 2.4.2.
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Tabla 3.3.Concentracion de proteina y actividad inhibid@peegifica de los permeados
de semillas de leguminosas

# Especies Variedades (mg[;r]nL) Al esp (mU/mgQ)
1 I-420-Canario del chota 29,66 0,160,012
2 I-424-Concepcion 12,08 | 0,967 + 0,053
3 I-406-Guarandefio 18,02 0,7170,060
4 Fréjol I-427-Libertador 14,06 1,162: 0,066
5 (Phaseolus vulgaris) I-414-Yunguilla 13,41 1,309 +0,060
6 Paragachi Andino 14,4 0,837 0,082
7 [-412-TOA 13,4 1,03% + 0,092
8 I-418-Je. Ma 14,24 | 0,968%+ 0,038
9 I-425-Blanco Fanesquero 13,77  0,84% 0,061
10 Arveja I-433-Roxana 12,57 0,346 + 0,020
11 (Pisum sativum) I-432-Lojanita 10,69 1,2%1+ 0,033
12 I-434-Esmeralda 10,76 0,322 £ 0,016
13 Haba I-441-Serrana 98,48 0,12& 0,003
14 (Vicia faba) I-440-Quitumbe 93,68 | 0,095+ 0,005
15 Chaucha 130,62| 0,18 0,008
16 Lenteja(Lentis culinaris) I-406 14,66 0,449+ 0,023

Las letras diferentes en la misma columna indidtamethcias estadisticas significativas (Tukey),05)

El permeado crudo de fréjol, variedad 1-414-Yunguilla, present6 el mayor valor de
actividad inhibidora especifica, igual a 1,309 + 0,060 mU/mg, aunque
estadisticamente no presento diferencias significativas con el valor de actividad
inhibidora especifica del permeado crudo de arveja variedad [-432-Lojanita. Este
valor es mayor que del permeado crudo de chocho (0,833 = 0,021 mU/mg) en un
36,36 %, debido a que el permeado de fréjol tuvo un 60,79 % menos de
concentracion proteica (13,41 mg/mL) que el de chocho (34,20 mg/mL). Esto
significa que la actividad especifica del fréjol fue mayor que la del permeado crudo
de chocho debido al menor contenido de proteina, aunque su actividad inhibidora

haya sido menor.

Segun el método de Kakade et al. (1 974), la actividad inhibidora especifica del

permeado crudo de fréjol I-414-Yunguilla seria de 0,131 + 0,060 UTIl/mg. Zamora
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(2 003), obtuvo actividad inhibidora de la tripsina de semillas de la leguminosa
Canavalia ensiformis, igual a 27,490 * 0,220 UTI/mg, pero utiliz6 un método de
extraccion diferente al de este ensayo, en condiciones que no estuvieron a
nuestro alcance, por lo que no se puede comparar el grado de pureza entre los

extractos de estas dos especies.

El permeado crudo que presento el menor valor de actividad inhibidora especifica
es el de haba, variedad 1-440-Quitumbe, con 0,095 + 0,005 mU/mg; pero no
presentd diferencias estadisticamente significativas con las actividades
inhibidoras especificas de los permeados crudos de haba variedad 1-441-Serrana
y Chaucha, y de fréjol variedad [-420-Canario del Chota; debido a sus altas
concentraciones de proteina y en el caso del permeado crudo de la variedad de

fréjol mencionada, se debe a su baja actividad inhibidora.

Los permeados crudos presentaron altas concentraciones de proteina, a pesar de
que en ellos se encontraban moléculas menores a 10 kDa, segun Barreto y
Monteghirfo (1 995), las leguminosas poseen mayor cantidad de proteinas de alto

peso molecular como las albuminas y las globulinas.

La actividad inhibidora especifica fue utilizada solo como referencia para el control
de la purificacion de los permeados que se realizé posteriormente, debido a que
en la determinacion de la concentracién proteica se tomaron en cuenta algunos
factores influyentes como la turbidez, el color de los permeados u otras proteinas

existentes (Yanez, 2 006).

En el caso del color de los permeados, a simple vista presentaron coloracion
verde o amarillo claro; pero fueron transparentes y hubo baja presencia de
turbidez. Por otro lado, en los permeados analizados, pudo haber otras proteinas
de bajo peso molecular como las prolaminas. Segun Gallegos et al. (2 004), estas
proteinas poseen pesos moleculares menores a 10 kDa y las detectaron en su
estudio de proteinas de Phaseolus lunatus, las cuales se pueden encontrar

también en otras leguminosas.
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3.2.3. ACTIVIDAD INHIBIDORA DE LOS PERMEADOS DE GRAMINEAS
En la Tabla 3.4., se presentan los resultados de actividad inhibidora de la tripsina
obtenidos de los permeados de semillas de gramineas, segun lo descrito en el

acapite 2.3.3.

Tabla 3.4.Actividad inhibidora de la tripsina de los permesde semillas de gramineas

# Especies Variedades AE (mU/mL) | Al (mU/mL)

1 Trigo (Triticum) INIAP-Cojitambo 425,00 + 5,00 5,84 0,51
2 Maiz (Zea mays) 1-122 413,82 +4,00 | 5,05 +0,22
3 CentendSecale cereale) Linea 383,15+5,02| 11,840,25
4 | Cebada(Hordeum vulgare) INIAP-Cafiicapa 383,15+5,02 | 21,53 +2,91

Las letras diferentes en la misma columna indidtamethcias estadisticas significativas (Tukey),05)

En la Tabla 3.4., se observa que el permeado crudo de cebada presenté la mayor
actividad inhibidora. Este valor fue semejante al valor de actividad inhibidora
obtenido con el permeado crudo de chocho, con un porcentaje de diferencia del
4,59 %.

El permeado crudo que presentd menor actividad inhibidora es el de maiz y no
presentd diferencias estadisticamente significativas con el permeado de trigo.
Este valor de actividad es menor en un 82,28 % con respecto al valor de actividad

inhibidora del permeado crudo de chocho.

Martinez y Alarcon (1 998) usaron soluciones de gluten de maiz y obtuvieron un
porcentaje de inhibicion mayor al 20,00 % sobre la actividad de proteasas de
extractos de peces (O. niloticus), pero con extractos de otras especies de peces
(S. senegalensis y S. aurata) hubo baja inhibicibn. También reportaron
porcentajes de inhibicion de hasta el 40,00 % con soluciones de salvado de trigo
sobre la actividad proteasica de los extractos de peces indicadas anteriormente.
Este porcentaje es mayor que el porcentaje de inhibicion obtenido en este ensayo

(1,40 %) con el permeado crudo de trigo.
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Los mayores porcentajes de inhibicion reportados, puede deberse a que los
autores citados utilizaron diferentes métodos de extraccion y determinacién de la
actividad inhibidora, ademas de que no usaron las semillas enteras de trigo y
maiz. La actividad inhibidora que obtuvieron no solo es sobre la tripsina, sino
también sobre otras proteasas existentes en los extractos de pancreas y duodeno
de esos peces, por lo que no son resultados comparables. Esto podria significar,
que las semillas de trigo y maiz pueden tener una mayor actividad inhibidora

sobre otras proteasas diferentes a la tripsina.

3.2.4. CONCENTRACION DE PROTEINA Y ACTIVIDAD INHIBIDORA
ESPECIFICA DE LOS PERMEADOS DE GRAMINEAS

En la Tabla 3.5., se presentan los resultados de actividad inhibidora especifica y

concentracion de proteina de los permeados de las semillas de gramineas.

Tabla 3.5.Concentracion de proteina y actividad inhibid@peeifica de permeados de
semillas de gramineas

# Especies Variedades [P] (mg/mL) Al esp (mU/mgL
1 Trigo (Triticum) INIAP-Cojitamba 8,65 0,687+ 0,059
2 Maiz (Zea mays) [-122 7,77 0,650 + 0,028
3| CentenqSecale cereale) Linea 16,44 0,708+ 0,015
4 | Cebada(Hordeum vulgare) | INIAP-Caficapa 11,51 1,870 + 0,250

Las letras diferentes en la misma columna indidtamethcias estadisticas significativas (Tukey,05)

El permeado crudo de cebada presentd la mayor actividad inhibidora especifica,
igual a 1,870 £ 0,250 mU/mg y tuvo diferencias estadisticas significativas con las
actividades especificas de los permeados crudos de las otras especies de
gramineas; en comparacion con la actividad especifica del permeado crudo de
chocho, el valor de actividad especifica del permeado crudo de cebada es un
64,73 % mayor.

El menor valor de actividad especifica fue del permeado crudo de maiz, igual a

0,650 + 0,028 mU/mg, aunque no presentd estadisticamente diferencias
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significativas con los permeados crudos de trigo y centeno, ni tampoco hubo
diferencias significativas entre estos dos permeados ni con el permeado crudo de

chocho.

Carabaiio y Fraga (1 992) presentaron una tabla con valores de actividad
inhibidora especifica de la tripsina recopilados de varios autores, en donde la
mayor actividad especifica es de la cebada y la menor actividad es del maiz; esta
relacion de mayor y menor actividad especifica coincide con los resultados

reportados en este estudio para los permeados crudos de maiz y cebada.

Las gramineas poseen una alta concentracion de prolaminas con respecto a las
albuminas y a las globulinas, a diferencia de las leguminosas (Barreto y
Monteghirfo, 1 995). Por lo tanto, los resultados obtenidos de concentracion de
proteina y de actividad inhibidora especifica dependen de la presencia de otras
moléculas proteicas y factores como la turbidez, que influyen en la determinacion
de estos resultados, por lo que se tomaron solo como referencia para el control de

la purificacién de los inhibidores de tripsina de los permeados.

3.3. SELECCION DE TRES PERMEADOS CON MAYOR
ACTIVIDAD INHIBIDORA DE LA TRIPSINA

Se seleccionaron los permeados crudos de semillas de leguminosas y gramineas
que presentaron la mayor actividad inhibidora de la tripsina y que pertenecieron a
diferentes especies y variedades, a mas del permeado crudo de chocho. Los
permeados preseleccionados y sus actividades inhibidoras se encuentran
resumidos en la Tabla 3.6.
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Tabla 3.6.Permeados crudos preseleccionados por su mayadadtinhibidora de la

tripsina
Especies Variedades Al (mU/mL) Alesp
(mU/mg)
Arveja (P. sativum) I-432-Lojanita 13,37 +£0,35 1,251 + 0,033
Fréjol (P. vulgaris) [-414-Yunguilla 17,56 + 0,81 1,309 +0,060
Cebadald. vulgare) INIAP-Cafiicapa 21,53+0,72 1,870 £ 0,021

La Figura 3.1. muestra las actividades inhibidoras de los permeados

preseleccionados y del permeado del chocho.

30,00
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- # Chocho
o 2000
E B Arveja
2 1500 —
£ e ® Fréjol
I 1000 - i) —
““:’ Cebada
5.00 o h ——

0.00

Permeados inhibidores de tripsina

Figura 3.1. Actividad inhibidora de la tripsina de los tresmeados crudos
preseleccionados y el permeado crudo de chocho

3.4. PURIFICACION PARCIAL DEL PERMEADO DE CHOCHO Y
DE LOS TRES PERMEADOS PRESELECCIONADOS

Se realiz6 la purificacion parcial del permeado de chocho y de los permeados
preseleccionados, con el uso de tratamiento térmico en bafio maria, precipitacion

de proteinas con TCA y una combinacion de ambos métodos.

Se utilizaron estos métodos de purificacion para eliminar las proteinas que no

fueron de interés, a través de su desnaturalizacion y precipitacion y por las
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diferentes caracteristicas que presentan los inhibidores de proteasas con respecto
a las demas proteinas.

3.4.1. TRATAMIENTO TERMICO CON BANO MARIA

Se realiz6 el tratamiento térmico de los permeados de chocho y de las especies

preseleccionadas de acuerdo con el método descrito en el acapite 2.5.1.

3.4.1.1. Actividad inhibidora de los permeados purificados on tratamiento térmico

La actividad inhibidora de la tripsina de los permeados purificados con tratamiento

térmico, se muestran en la Tabla 3.7.

Tabla 3.7.Actividad inhibidora de la tripsina de los permesgurificados parcialmente
con tratamiento térmico

Especie Variedades Al (mU/mL)
Chocho L. mutabilis) I-450-Andino 23,28+ 0,89
Arveja (P. sativum) I-432-Lojanita 6,99 +0,15

Fréjol (P. vulgaris) I-414-Yunguilla 22,01 +1,41
Cebadal. vulgare) INIAP-Cafiicapa 7,65+ 0,46

Las letras diferentes en la misma columna indidtamethcias estadisticas significativas (Tukey),05)

El permeado de fréjol purificado térmicamente presenté la mayor actividad
inhibidora; mientras que, el permeado de arveja purificado térmicamente presento
la menor actividad inhibidora. Entre estos dos permeados existe una diferencia de
actividad del 68,99 %.

Las actividades inhibidoras del permeado de fréjol y del permeado de chocho
purificados térmicamente, no poseen diferencias estadisticamente significativas.

En cambio, la actividad inhibidora del permeado de arveja y cebada purificados
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térmicamente variaron significativamente con respecto al permeado de chocho y

fueron un 69,94 y 67,14 % menores, respectivamente.

Las actividades inhibidoras de los permeados de arveja y cebada purificados

térmicamente, no presentaron diferencias significativas.

En el estudio de Brenes y Brenes (1 993), se establece que la termolabilidad o
inactivacion de los inhibidores de tripsina dependen de la especie que se analice,
pues no todas poseen las mismas clases de inhibidores, asi como del método que
se utilice para la desnaturacion de las proteinas no deseadas; también depende
de la variedad de la especie a tratar, lo cual comprobaron con diferentes cultivares
de arveja (P. sativum).

En la Tabla 3.8., se observan las actividades obtenidas antes y después de la
aplicacion del método de tratamiento térmico en los permeados crudos

preseleccionados y de chocho.

Tabla 3.8.Actividades inhibidoras de los permeados crudparificados térmicamente

Al (mU/mL) Al (mU/mL)
Especies Variedades | Permeados | Permeados purificados
crudos térmicamente
Chocho L. mutabilis) I-450-Andino | 28,50+ 0,73 23,28+ 0,89
Arveja (P. sativum) I-432-Lojanita | 13,37+0,35 6,98 + 0,15
Fréjol (P. vulgaris) I-414-Yunguilla | 17,56+ 0,81 22,0t +1,41
Cebadal. vulgare) INIAP-Cafiicapa] 21,83+ 0,72 7,68+0,46

Las letras diferentes entre las actividades inbitsis de permeados crudos y purificados térmicamente
indican diferencias estadisticas significativasl€TStudenty=0,05)

La purificacion con calor disminuyo las actividades inhibidoras de los permeados
purificados térmicamente de chocho en 18,31 %; de arveja en 47,72 % y de
cebada en 73,08 %; mientras que en el permeado de fréjol purificado
térmicamente, esta actividad aumentd en un 20,22 %, aunque no presento

diferencias estadisticas significativas. Este aumento de actividad pudo deberse a
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gue precipitaron moléculas de inhibidores o complejos proteicos formados por los
inhibidores con otras moléculas. Todos los demas permeados purificados
térmicamente presentaron diferencias estadisticamente significativas con respecto

a sus respectivos permeados crudos.

En la Figura 3.2., se observa la mayor actividad inhibidora obtenida por el
permeado de fréjol purificado térmicamente con respecto a las actividades
inhibidoras obtenidas con los demas permeados purificados, pero es similar a la

actividad inhibidora del permeado de chocho purificado térmicamente.
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Figura 3.2. Actividad inhibidora de la tripsina de los permesgurificados con
tratamiento térmico

3.4.1.2. Concentracion de proteina y actividad inhibidora epecifica de los permeados

purificados con tratamiento térmico

La concentracion de proteina y la actividad inhibidora especifica de los

permeados purificados con tratamiento térmico, se muestran en la Tabla 3.9.
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Tabla 3.9.Concentracion de proteina y actividad inhibid@peegifica de los permeados
purificados parcialmente con tratamiento térmico

Especie Variedades (mg[gl7r]nL) (QIU?;Z)
Chocho (. mutabilis) I-450 Andino 34,95 | 0,666+ 0,026
Arveja (P. sativum) [-432-Lojanita 7,59 0,92% + 0,020
Fréjol (P. vulgaris) 1-414 Yunguilla 9,58 2,297 + 0,147
Cebada {. vulgare) INIAP-Cafiicapa 8,68 0,88% + 0,052

Las letras diferentes en la misma columna indi¢kamehcias estadisticas significativas (Tukey0,05)

La mayor actividad inhibidora especifica se presenté en el permeado de fréjol
purificado térmicamente y presento diferencias estadisticamente significativas con
las actividades especificas de los otros permeados purificados térmicamente,
mientras que el menor valor de actividad especifica fue del permeado de cebada
purificado térmicamente; ya que, estadisticamente no presentd diferencias

significativas con el permeado de arveja purificado térmicamente.

Las concentraciones de proteina de los permeados de fréjol y cebada purificados
térmicamente, se diferencian en un 9,40 %, mientras que sus actividades
especificas se diferencian en un 65,52 %. Esto indicaria que la relacién entre la
concentracion de proteina y la actividad inhibidora no es proporcional y que los
inhibidores presentes en el permeado de fréjol pueden tener mayor especificidad,
por la tripsina, que los presentes en el permeado de cebada.

Las actividades especificas de los permeados tratados térmicamente de fréjol y
cebada son 72,66 y 21,09 % mayores, con respecto a la del permeado de chocho
(0,666+ 0,026 mU/mg) tratado térmicamente, respectivamente.

La concentracion de proteina del permeado de chocho después del tratamiento
térmico (34,95 mg/mL) no presento diferencias significativas con respecto a la de
su permeado crudo (34,20 mg/mL), como si sucedié con los demas permeados
purificados térmicamente. En el Anexo B se presenta la Tabla B.1., en donde se
comparan los promedios de las concentraciones de los permeados crudos y

purificados térmicamente.
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La estabilidad de la proteina del permeado de chocho depende de las proteinas
gue se sometieron al método térmico, del método utilizado, de la fuerza iénica
presente en el medio, de la sal utilizada como tampdn y de la concentracion de
esta. Si la fuerza ionica es baja, la estabilidad de las estructuras proteicas se debe
a interacciones electrostaticas (Avanza y AfAdén, 2 006). En el caso de los
permeados analizados, la fuerza idnica es baja porque la concentracion del
fosfato de sodio (50 mM) que se usé como tampoén es baja, a pesar de que es una
sal multivalente y que ejerce mayor fuerza ionica que una sal monovalente, el
efecto de apantallamiento que da esta sal sobre las interacciones electrostaticas
no es tan fuerte como para dejar a las proteinas sin hidrataciéon, por lo que estas

se mantienen solubles.

La temperatura de calentamiento tampoco disminuyé la solubilidad de las
proteinas, sino mas bien, pudo haber un ligero aumento de la exposicién de
aminoacidos aromaticos, que pudo deberse a alteraciones de sus estructuras

conformacionales (Avanza y Afidn, 2 006).

En la Figura 3.3., se presentan las actividades inhibidoras especificas obtenidas
después de ser tratados con el método de tratamiento térmico
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Figura 3.3. Actividad inhibidora especifica de los permeadadfipados térmicamente
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En la Tabla 3.10., se presentan las actividades especificas de los permeados
crudos y purificados térmicamente

Tabla 3.10.Actividades inhibidoras especificas de los permsanudos y purificados
térmicamente

Al esp (mU/mg) Al esp (mU/mgQ)
Especies Variedades Permeados | Permeados purificados
crudos térmicamente
Chocho L. mutabilis) I-450-Andino | 0,833+ 0,021 0,668+ 0,026
Arveja (P. sativum) I-432-Lojanita | 1,254+ 0,033 0,92%+ 0,020
Fréjol (P. vulgaris) I-414-Yunguilla | 1,309 +0,060 2,297 + 0,147
Cebadal. vulgare) INIAP-Cafiicapa| 1,870+ 0,021 0,881+ 0,052

Las letras diferentes entre las actividades inbilsidespecifica de permeados crudos y purificados
térmicamente indican diferencias estadisticas fatgtivas (T de Studenti=0,05)

Las actividades especificas de los permeados purificados térmicamente, en
relacion con las obtenidas por los permeados crudos, fueron menores para el de
chocho, en un 20,05 %; para el de arveja, en un 26,30 %; y, para el de cebada, en
un 64,27 %,; pero, el permeado de fréjol purificado térmicamente presentd una
actividad especifica mayor, en un 43,01 %. Lo cual indicaria que se lograron
purificar las moléculas de inhibidores y eliminar otras proteinas presentes en este
permeado.

Se compararon estadisticamente los promedios de las actividades inhibidoras
especificas de los permeados crudos y de los permeados purificados
térmicamente y se observa que en todos los casos existen diferencias

estadisticamente significativas.

Los tipos de inhibidores presentes en los permeados de chocho, arveja y sobre
todo de cebada presentaron termolabilidad al tratamiento térmico aplicado. Esto
se reflejd en la disminucion de la actividad inhibidora obtenida por cantidad de

proteina presente en cada permeado purificado.
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3.4.2. PRECIPITACION DE PROTEINAS CON TCA

Se realizd la precipitacion de proteinas con TCA de acuerdo con el método
descrito en el acapite 2.5.2. Se determin¢ la actividad inhibidora y la actividad
inhibidora especifica de cada permeado purificado con TCA, representado por la
fraccidbn namero 2 de un total de 5 fracciones eluidas de la columna PD-10, de la
cromatografia realizada, segun el acapite 2.5.2.

La presencia de actividad inhibidora en la fraccion ndmero 2, indica que los
inhibidores de la tripsina poseen pesos moleculares mayores a 5 kDa, segun los
limites de exclusién de la columna y menores a 10 kDa, debido a la selectividad
de la ultrafiltracion.

3.4.2.1. Actividad inhibidora de los permeados purificados on precipitacion de

proteinas con TCA

Los resultados de actividad inhibidora de la tripsina obtenidos con los permeados

purificados por precipitacion de proteinas con TCA, se presentan en la Tabla 3.11.

Tabla 3.11.Actividad inhibidora de la tripsina de los permesigurificados parcialmente
con precipitacién de proteinas con TCA

Especies Variedades (mL?}ImL)
Chocho (. mutabilis) I-450-Andino 23,88+1,31
Arveja (P. sativum) [-432-Lojanita 32,68'+0,79
Fréjol (P. vulgaris) I-414-Yunguilla 36,71 £ 0,79
CebadaM. vulgare) INIAP-Cafiicapa 35,19+ 3,14

Las letras diferentes en la misma columna indi¢kamehcias estadisticas significativas (Tukey0,05)

El permeado de fréjol purificado con TCA present6 la mayor actividad inhibidora;
mientras que, el permeado de arveja purificado con TCA presenté la menor
actividad inhibidora. Entre ellos existe un porcentaje de diferencia del 11,06 %.
Sin embargo, estadisticamente, las actividades inhibidoras de los permeados de
fréjol, arveja y cebada purificados con TCA no presentaron diferencias
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significativas. Sus actividades inhibidoras son mayores a la del permeado de
chocho purificado con TCA, en un 34,95; 26,86 y 32,14 %, respectivamente.

En la Figura 3.4., se aprecia la menor actividad inhibidora obtenida por el
permeado de chocho, purificado con TCA, con respecto a las actividades
obtenidas con los demas permeados, purificados con TCA y las similitudes de

actividad inhibidora entre ellos.
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Figura 3.4. Actividad inhibidora de la tripsina de los permesigurificados con
precipitacion de proteinas con TCA

En la Tabla 3.12., se presentan las actividades inhibidoras de los permeados

crudos, purificados térmicamente y purificados con TCA.

Tabla 3.12.Actividades inhibidoras de los permeados crudosfipados térmicamente y
purificados con TCA

Al (mU/mL) Al (mU/ mL) Al (mU/ mL)
Especies Variedades Permeados Per_r_neados P_e_rmeados
crudos purificados purificados con
térmicamente TCA

Chocho [. mutabilis) |  1-450-Andino 28,50 +0,73 23,28+ 0,89 23,88+131
Arveja (P. sativum) I-432-Lojanita 13,37+ 0,35 6,98 + 0,15 32,65+0,79
Fréjol (. vulgaris) | 1-414-Yunguilla 17,56+ 0,81 22,08+1,41 36,74+ 0,79
Cebadalfi. vulgare) | INIAP-Cafiicapa | 21,53+0,72 7,65+0,46 35,19+ 3,14

Las letras diferentes entre las actividades inbilsisl de permeados crudos, purificados térmicamente
purificados con TCA indican diferencias estadistisignificativas (Tukeyy=0,05)
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Las actividades inhibidoras de los permeados purificados con TCA fueron
mayores con respecto a las actividades de los permeados purificados
térmicamente, para el de arveja, en un 78,59 %; para el de fréjol, en un 40,04 % y
para el de cebada, en un 79,20 % vy tuvieron diferencias estadisticamente
significativas con excepcion del permeado purificado con TCA de chocho, el cual
no presentd diferencias estadisticamente significativas con la actividad del
permeado de chocho purificado térmicamente, por lo que se puede decir que una
vez eliminados otros compuestos contaminantes del permeado crudo ninguno de

los dos tratamientos afecta o varia la actividad inhibidora.

Las actividades inhibidoras de los permeados purificados con TCA tuvieron
diferencias estadisticamente significativas y fueron mayores a las actividades de
los permeados crudos, para el de arveja, en un 59,05 %; para el de fréjol, en un
52,17 % y para el de cebada, en un 22,73 %; con excepcion del permeado
purificado con TCA de chocho, cuya actividad inhibidora fue menor a la de su
permeado crudo, en un 16,21 %. Con excepcion del permeado de chocho
purificado con TCA, el incremento de la actividad inhibidora de los demas
permeados purificados con TCA pudo deberse a que la purificacion con TCA
provoco la disociacion de complejos formados entre inhibidores y otras moléculas,
con lo cual, estos inhibidores liberados incrementaron la actividad inhibidora de la

tripsina.

3.4.2.2. Concentracion de proteina y actividad inhibidora epecifica de los permeados

purificados con precipitacion de proteinas con TCA

La concentracion de proteina y la actividad inhibidora especifica de los
permeados purificados mediante precipitacion de proteinas con TCA, se
presentan en la Tabla 3.13.
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Tabla 3.13.Concentracion de proteina y actividad inhibid@jpeeifica de los permeados
purificados con precipitacion de proteinas con TCA

. . [P] Al esp
Especie Variedades (mg/mL) (mU/mg)
Chocho L. mutabilis) 1-450-Andino 4,52 5,283+ 0,290
Arveja (P. sativum) [-432-Lojanita 3,65 8,944 + 0,217
Fréjol (P. vulgaris) I-414-Yunguilla 1,85 19,842+ 0,426
Cebada(H. vulgare) INIAP-Cafiicapa 1,71 20,580 + 1,834

Las letras diferentes en la misma columna indidtamethcias estadisticas significativas (Tukey),05)

El permeado de cebada purificado con TCA tuvo el mayor valor de actividad
especifica y no tuvo diferencias estadisticamente significativas con la actividad
especifica del permeado de fréjol purificado con TCA, mientras que el permeado
de arveja purificado con TCA presentd la menor actividad especifica. Entre los
permeados de cebada y arveja purificados con TCA existe un porcentaje de
diferencia de la actividad inhibidora especifica del 56,54 %.

La concentracion de proteina del permeado de arveja tratado con TCA fue 53,15
% mayor que la del permeado de cebada purificado con TCA y su actividad
especifica fue 56,54 % menor. Esto indica que el permeado de cebada purificado

con TCA fue mas eficiente que el permeado de arveja purificado con TCA.

Las actividades especificas de los permeados de cebada y arveja purificados con
TCA fueron mayores en un 74,33 y 40,93 %, respectivamente, con respecto a la
actividad especifica del permeado de chocho purificado con TCA (5,283 + 0,290
muU/mg), esto indica la alta concentracion proteica que persiste en el permeado de

chocho a pesar de la aplicacion de este método de purificacion.

Con respecto a la concentracién de proteina del permeado de chocho purificado
con TCA (4,52 mg/mL), la concentracion proteica de los permeados de cebada y

arveja fueron menores en un 62,17 y 19,25 %, respectivamente.
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permeados purificados con TCA.
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actividades inhibidoras especificas de los

Figura 3.5. Actividad inhibidora especifica de los permeadasfijgados con precipitacion
de proteinas con TCA

En la Tabla 3.14., se presentan las actividades inhibidoras especificas de los

permeados crudos, purificados térmicamente y purificados con TCA.

Tabla 3.14.Actividades inhibidoras especificas de los permasanudos, purificados
térmicamente y purificados con TCA

Al esp
Al esp (mU/ mg) Al esp (mU/mg) (mU/mg)
Especies Variedades Permeados Per_fmea(\jdos Permeados
crudos ¢ épr lriz:é;?n:r?te purificados
con TCA
Chocho [. mutabilis) |  1-450-Andino 0,838+ 0,021 0,668+ 0,026 5,283+ 0,290
Arveja (P. sativum) I-432-Lojanita 1,259+ 0,033 0,92%+ 0,020 8,942+ 0,217
Fréjol (P. vulgaris) I-414-Yunguilla 1,309 +0,060 2,29% + 0,147 19,842+ 0,426
Cebadalfi. vulgare) | INIAP-Cadicapa 1,870+ 0,021 0,881+ 0,052 20,580+ 1,834

Las letras diferentes entre las actividades inbifaisl especificas de permeados crudos, purificados
térmicamente y purificados con TCA indican difeiesestadisticas significativas (Tukey0,05)

Los permeados purificados con TCA tuvieron actividades especificas mayores a

las obtenidas por los permeados purificados térmicamente, para el de chocho, en
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un 87,39 %; para el de arveja, en un 89,70 %; para el de fréjol, en un 88,42 % vy
para el de cebada, en un 95,90 %. Esto indica que se conservo y aumentd la
actividad inhibidora de la tripsina con menor cantidad de proteina. Entre los
permeados de estos dos métodos de purificacidon existieron diferencias

estadisticamente significativas.

Las actividades especificas de los permeados purificados con TCA fueron
también mayores a las de los permeados crudos, para el de chocho, mayor en un
84,28 %; para el de arveja, mayor en un 86,01 %; para el de fréjol, mayor en un
93,40 % y para el de cebada, mayor en un 88,52 %. Esto indica que hubo mayor
actividad inhibidora de la tripsina, con menor concentracion de proteina en los
permeados purificados con TCA, que en los permeados crudos. Entre los
permeados de estos dos métodos de purificacion existieron diferencias
estadisticamente significativas.

En general, se elimind gran cantidad de proteina con el método del TCA, que

limitaba la accién de los inhibidores de tripsina.

3.4.3. TRATAMIENTO TERMICO CON BANO MARIA Y PRECIPITACION DE
PROTEINAS CON TCA

Se realiz6 la combinacion de ambos métodos de purificacion parcial en los
permeados crudos de las especies seleccionadas y del chocho segun lo descrito
en el acdpite 2.5.3.

3.4.3.1. Actividad inhibidora de los permeados purificados on tratamiento térmico y

precipitacion de proteinas con TCA

La actividad inhibidora de la tripsina, que presentaron los permeados purificados
con tratamiento térmico y precipitacion de proteinas con TCA, se presentan en la
Tabla 3.15.
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Tabla 3.15.Actividad inhibidora de la tripsina de permeadusfirados con tratamiento
térmico y precipitacion de proteinas con TCA

Especies Variedades (mL'JAllmL)
Chocho . mutabilis) I-450-Andino 36,87+ 0,33
Arveja (P. sativum) I-432-Lojanita | 45,07 +1,04
Fréjol (P. vulgaris) [-414-Yunguilla 42,28 + 1,25
Cebada(H. wlgare) | INIAP-Cafiicapa | 33,49° + 0,65

Las letras diferentes en la misma columna indi¢kamehcias estadisticas significativas (Tukey0,05)

El permeado de arveja purificado térmicamente y con TCA presento la mayor
actividad inhibidora y presento diferencias significativas con respecto a las demas
actividades obtenidas, mientras que el permeado de cebada purificado
térmicamente y con TCA tuvo la menor actividad; entre estas especies existe un

porcentaje de diferencia de actividad inhibidora del 25,68 %.

Con respecto a la actividad inhibidora del permeado de chocho (36,87 + 0,33
muU/mL), las actividades de los permeados de arveja y cebada son 18,19 % mayor

y 9,16 % menor, respectivamente.

En la Figura 3.6., se aprecia graficamente la mayor actividad inhibidora obtenida
por el permeado de arveja con respecto a las actividades inhibidoras obtenidas

con los demas permeados purificados con ambos tratamientos.
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Figura 3.6. Actividad inhibidora de la tripsina de los permeswgurificados térmicamente
y con TCA
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En la Tabla 3.16., se presentan las actividades inhibidoras de los permeados
crudos, purificados térmicamente, purificados con TCA y purificados térmicamente
y con TCA.

Tabla 3.16.Actividades inhibidoras de los permeados crudosfipados térmicamente,
purificados con TCA y purificados térmicamente y GaCA

Al (mU/mL) AFI)(mU/ n;L) AFI)(mU/ rzL) , Al ((;nU/ mL: ;
Especies ermeados ermeados ermeados purificados
P Pirrrggggos purificados purificados con | térmicamente y con
térmicamente TCA TCA
Chocho . mutabilis) | g 5, o 73| 2326+ 0.89 23,88+ 1,31 36,87 + 0,33
1-450-Andino
Arveja (P. sativum
ja P o ) 13,37 +0,35 6,99 + 0,15 32,68+0,79 45,07+ 1,04
1-432-Lojanita
Fréjol (P. vulgaris
ol @ wlgaris) | 12 co, ng1|  220§+141 | 36714079 42,28+ 1,25
I-414-Yunguilla
Cebadalf. wilgare) | ») 58, 575|  766+046 35,10+ 3,14 33,49 £ 0,65
INIAP-Cafiicapa

Las letras diferentes entre las actividades inbitaisl de permeados crudos, purificados térmicameate,
TCA y purificados térmicamente y con TCA indicafedencias estadisticas significativas (Tukes0,05)

inhibidoras obtenidas con los permeados purificados

TCA
estadisticamente significativas en comparacion con las actividades inhibidoras de

Las actividades

térmicamente 'y con fueron mayores y presentaron diferencias
los permeados purificados solo con TCA, con excepcion del permeado de cebada,
en el cual se observa una disminucién de la actividad inhibidora, debido a que el
tratamiento térmico afectd y disminuyo la actividad de los inhibidores pero no

presentaron diferencias estadisticas significativas.

Los permeados de chocho y arveja purificados térmicamente y con TCA fueron
los que mayor aumento de actividad inhibidora de la tripsina presentaron, con
1,54 y 1,38 veces mas, respectivamente. Esto indica, que al combinar los dos
métodos de purificacion, se logran recuperar los inhibidores que se afectaron por
el meétodo caldrico (desnaturacidbn o precipitacion), por lo que fue mas

conveniente.
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En consecuencia, las actividades inhibidoras obtenidas con permeados
purificados térmicamente y con TCA también fueron mayores que las actividades
presentadas por los permeados purificados térmicamente y a los permeados

crudos.

La conservacion y aumento de la actividad inhibidora de los permeados con este
meétodo de purificacion, pudo deberse a que el TCA fue afiadido en el permeado
purificado térmicamente sin la eliminacion del precipitado que contenian, por lo
gue se conservaron moléculas de inhibidores que se eliminaron al aplicar solo
tratamiento térmico. Puede haber la posibilidad de que los inhibidores que se
afectaron con el tratamiento térmico, se hayan resuspendido o disociado de las

moléculas que precipitaron por el calor.

3.4.3.2. Concentracion de proteina y actividad inhibidora epecifica de los permeados

purificados con tratamiento térmico y precipitacionde proteinas con TCA

La concentracion de proteinas y la actividad inhibidora especifica con los
permeados purificados con tratamiento térmico y precipitacion de proteinas con

TCA, se presentan en la Tabla 3.17.

Tabla 3.17.Concentracion de proteina y actividad inhibid@jpeeifica de los permeados
purificados con tratamiento térmico y precipitactiproteinas con TCA

Especies Variedades (mg[gljr]nL) (rﬁb?ri%)
Chocho L. mutabilis) [-450-Andino 6,37 5,789+ 0,051
Arveja (P. sativum) [-432-Lojanita 3,00 15,024 + 0,345
Fréjol (P. vulgaris) I-414-Yunguilla 1,91 | 22,138+ 0,655
Cebada(H. vulgare) | INIAP-Caficapa 1,28 26,168 + 0,511

Las letras diferentes en la misma columna indi¢kamehcias estadisticas significativas (Tukey0,05)

El permeado de cebada purificado térmicamente y con TCA presentd la mayor
actividad especifica debido a que su concentracion de proteina fue la mas baja,
esto, a pesar de que su actividad inhibidora fue la mas baja de los tres permeados

preseleccionados; ademas, presentd diferencias estadisticamente significativas
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con respecto a las actividades inhibidoras de los otros permeados purificados
térmicamente y con TCA.

El permeado de arveja tuvo la menor actividad especifica a pesar de que su
actividad inhibidora fue la més alta debido a que su concentracion de proteina fue
alta. La actividad especifica del permeado de chocho purificado térmicamente y
con TCA fue menor a las de los permeados de cebada y arveja purificados
térmicamente y con TCA, en un 77,88 y 61,47 %, respectivamente y presentaron

diferencias estadisticamente significativas.

Las concentraciones de proteina de los permeados de cebada y arveja purificados
térmicamente y con TCA fueron menores, en un 7991 y 52,90 %,
respectivamente, con respecto a la del permeado de chocho purificado
térmicamente y con TCA. Esto quiere decir que los permeados de cebada y arveja
purificados térmicamente y con TCA tuvieron mayores actividades especificas por
Sus menores concentraciones de proteina con respecto al permeado de chocho
purificado térmicamente y con TCA y por las actividades inhibidoras que tuvieron
diferencias significativas.

Al combinar el método de tratamiento térmico con la precipitacion de proteinas
con TCA hubo una mayor disminucion de la concentracion proteica; el tratamiento

térmico favorecio la disminucidén de esta concentracion.

En la Figura 3.7., se presentan las actividades inhibidoras especificas de los

permeados purificados térmicamente y con TCA.
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Figura 3.7. Actividades inhibidoras especificas de los perrasauirificados
térmicamente y con TCA
En la Tabla 3.18., se presentan las actividades especificas de los permeados
crudos, purificados térmicamente, purificados con TCA y purificados térmicamente
y con TCA.

Tabla 3.18.Actividad inhibidora especifica de los permeadwoslas, purificados
térmicamente, purificados con TCA y purificadosrti@amente y con TCA

Al esp Al esp (mU/mg) | Al esp (mU/mg) Al esp (mU/mg)
Especies (mU/mg) Permeados Permeados | Permeados purificados
Permeados purificados purificados con térmicamente y con
crudos térmicamente TCA TCA
Chocho L. mutabilis) |  gac . 6021|0666 +0,026 | 5,283+ 0,290 5,789+ 0,051
1-450-Andino
Arveja (P. sativum
veja v ) 1,251 +0,033| 0,925+ 0,020 8,944+ 0,217 15,024+ 0,345
1-432-Lojanita
Fréjol . wlgaris) | 4 55 10060 |  2,299+0,147 | 19,842+ 0,426 22,138+ 0,655
I-414-Yunguilla
Cebadalf. vulgare) | 1 a7, 0 021| 088%+0,052 | 20,580+ 1,834 26,168+ 0,511
INIAP-Cafiicapa

Las letras diferentes entre las actividades inbitasisl especificas de permeados crudos, purificados
térmicamente, con TCA y purificados térmicament®y TCA indican diferencias estadisticas significe

(Tukey,a=0,05)

Las actividades especificas obtenidas de los permeados purificado térmicamente

y con TCA fueron mayores que las actividades especificas obtenidas con los

permeados purificados solo con TCA y presentaron diferencias estadisticamente

significativas.
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El permeado de arveja purificado térmicamente y con TCA es el que mayor
actividad especifica presentd, en comparacion con el permeado purificado solo
con TCA, en 1,68 veces. Mientras que el permeado de chocho purificado
térmicamente y con TCA tuvo una actividad inhibidora especifica 1,10 veces
mayor que la actividad especifica del permeado solo con TCA, es decir, que hay
poca diferencia pero si tienen diferencias estadisticamente significativas.

Los permeados purificados térmicamente y con TCA también tuvieron mayores y
diferencias estadisticamente significativas con las actividades inhibidoras
especificas de los permeados purificados con los otros dos métodos de

purificacion y en estado crudo.

3.5. EVALUACION DE LA PURIFICACION PARCIAL DEL
PERMEADO DE CHOCHO Y DE LOS TRES PERMEADOS
PRESELECCIONADOS

Para la evaluacion de la purificacion parcial de los permeados preseleccionados y
del chocho, se calcularon las concentraciones de proteina totales y las actividades
inhibidoras totales con los que se determinaron los parametros de rendimiento en
actividad inhibidora y en proteina, a mas del grado de purificacion para el cual se
utilizaron las actividades inhibidoras especificas ya obtenidas. Un ejemplo de

célculo se muestra en el Anexo C.

El menor rendimiento en proteina y el mayor rendimiento en actividad inhibidora
fueron de interés en la evaluacidon que se realiz6 debido a que el objetivo fue

eliminar la proteina que interferia con la actividad de los inhibidores de tripsina.

3.5.1. EVALUACION DE LA PURIFICACION CON TRATAMIENT O TERMICO

Se realiz6 la evaluacion de la purificacion parcial del permeado de chocho y de los
3 permeados preseleccionados con los resultados de actividad inhibidora vy
especifica obtenidos con tratamiento térmico, respecto a los resultados de los
permeados crudos, presentados en el acépite 3.2.
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En la Tabla 3.19., se presentan los valores de rendimiento en actividad inhibidora,
en proteina y grado de purificacion (GP) de los permeados purificados

térmicamente.

Tabla 3.19.Rendimiento en proteina, en actividad inhibidogagdo de purificacion de
los permeados preseleccionados y del chocho ciamiiento térmico

. Rendimiento Rendimiento
Especies (Permeados) en Proteina (%) en Actividad (%) GP (veces
Chocho
72,14 57,67 0,80
L. mutabilis (I-450-Andino)
Arveja
o oaEle 50,06 36,87 0,74
P. sativum (I-432-Lojanita)
Fréjol
. : . 74,55 130,80 1,75
P. wulgaris (I-414-Yunguilla)
Cebada
N 94,27 44,44 0,47
H. vulgare (INIAP-Cafiicapa)

El permeado de cebada purificado térmicamente tuvo el mayor rendimiento en
proteina, esto quiere decir que no se eliminé mayor cantidad de proteina con
respecto al permeado crudo, sin embargo, tuvo el menor rendimiento en actividad

inhibidora.

El menor rendimiento en proteina fue del permeado de arveja, el cual tuvo bajo
rendimiento en actividad junto con los permeados de chocho y cebada. Esto pudo
ser por la desnaturacion de los inhibidores y de otras moléculas que inhibian la
actividad de la tripsina con la formaciéon de complejos. También puede darse el
caso de que se hayan desnaturado complejos formados entre inhibidores y otras
moléculas, lo cual hizo que disminuya indirectamente la actividad y no

necesariamente por la afectacion directa de los inhibidores (Goyoaga, 2 005).

El permeado de fréjol purificado térmicamente tuvo el mayor rendimiento en
actividad, esto indica que la actividad de las moléculas después de este método,
fue mayor que en el permeado crudo, esto podria deberse a que se eliminaron

proteinas que interferian con la actividad de los inhibidores proteicos. Este
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rendimiento fue mayor que del permeado de chocho purificado térmicamente en
un 54,29 %.

Los rendimientos en actividad de los permeados de arveja y cebada purificados
del

térmicamente en un 25,30 y 32,61 %, respectivamente.

térmicamente fueron menores al permeado de chocho purificado

El permeado de fréjol purificado térmicamente también tuvo el mayor grado de
purificacion, mientras que los demas permeados purificados térmicamente

tuvieron grados de purificacion menores o cercanos a 1.

3.5.2. EVALUACION DE LA PURIFICACION CON PRECIPITAC ION DE
PROTEINAS CON TCA

Los rendimientos en proteina, en actividad inhibidora y grado de purificacion de
los resultados obtenidos por los permeados purificados con TCA, con respecto a
los permeados crudos, se muestran en la Tabla 3.20.

Tabla 3.20.Rendimiento en proteina, actividad inhibidorarigsina y grado de
purificacion de los permeados purificados con pitation de proteinas con TCA

Especies (Permeados) er'?g?gtigine;t&)) enR:(?t?\jir:j];e d”t(ﬁ,’/o) GP (veces)
L. mutabili(;h((l)-(é:lr;%-Andino) 46,30 123,21 6,34
P. sativumpzlrj/f;-Lojanita) 64,71 313,08 7,15
P. wlgaris ::I-rzjloé'lr-Yunguilla) 41,80 303,03 15,16
H. vulgareﬁilkl)Aag?Caﬁicapa) 32,58 161,78 8,71

En la Tabla 3.20., se puede ver que todos los permeados purificados con
precipitacion de proteinas con TCA tuvieron un rendimiento en actividad y un
grado de purificacion altos, mayor al 123,21 % en el primer pardmetro y en el

segundo parametro, mayor a 6,34 veces.
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El permeado purificado con TCA de mayor rendimiento en proteina fue el de
arveja y también tuvo el mayor rendimiento en actividad. En comparacién con el
permeado de chocho purificado con TCA tuvo mayor rendimiento en proteina en

un 9,72 % y también mayor rendimiento en actividad en un 60,65 %.

El permeado de arveja purificado con TCA tuvo un alto grado de purificacion de
(7,15 veces), aunque fue el menor de los tres permeados preseleccionados
purificados con TCA y fue mayor en un 11,35 % al del permeado de chocho

purificado con TCA.

El menor rendimiento en proteina fue del permeado de cebada purificado con
TCA, se elimind proteina que interferia con la actividad inhibidora ya que su
rendimiento en actividad fue alto (161,78 %). Este rendimiento fue el menor en
comparacion con los rendimientos en actividad de los permeados purificados con
TCA y mayor en comparacion con el permeado de chocho purificado con TCA. El
permeado de fréjol purificado con TCA tuvo el mayor grado de purificacion (15,16

veces).

Un estudio realizado por Pascual (2 005), indica que el rendimiento en actividad
inhibidora del extracto del anélido marino Hermodice carunculata, Pallas, 1 766
(Polychaeta) purificado con TCA fue de 114,00 %, con respecto al extracto crudo
y afirma que esto puede ser debido a que el tratamiento con el &cido TCA puede
disociar los complejos o agregados que pueden formar los inhibidores con las
proteinas y las sales presentes en los extractos crudos, al igual que disocia los
complejos enzima-inhibidor y por lo tanto, no se manifiesta la actividad de todas

las moléculas de inhibidores.

También reporta rendimiento de actividad inhibidora del 117,00 % y un grado de
purificacion de 350 veces al someter el extracto a una cromatografia de filtracion

en gel en Sephadex G-25.

Los altos grados de purificacion concuerdan con el estudio de Goyoaga (2 005),

en el que varios autores afirman que actualmente se utilizan condiciones acidas
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para extraer inhibidores de tripsina, ya que se ha comprobado que es un medio
mas selectivo a la hora de extraer los inhibidores, con lo que se evita una
sobreestimacion de los mismos. Se reduce la extraccion de otros compuestos,
como pueden ser otras proteinas o incluso taninos condensados, que compiten

por su union a la tripsina.

3.5.3. EVALUACION DE LA PURIFICACION CON TRATAMIENT O
TERMICO Y PRECIPITACION DE PROTEINAS CON TCA

Los porcentajes de rendimiento en proteina, actividad inhibidora y el grado de
purificacion de los permeados a los cuales se les aplic6 ambos métodos de
purificacion parcial con respecto a los permeados crudos, se muestran en la Tabla
3.21.

Tabla 3.21.Rendimiento en proteina, actividad inhibidorargesina y grado de
purificacion de los permeados purificados con tméato térmico y precipitacion de
proteinas con TCA

. Rendimiento Rendimiento
Especies (Permeados) en Proteina (%) | en Actividad (%) GP (veces)
Chocho
49,54 190,27 6,95
L. mutabilis (I-450-Andino)
Arveja
: ) . 57,52 432,23 12,01
P. sativum (I-432-Lojanita)
Fréjol
. J _ 45,85 349,06 16,91
P. wulgaris (I-414-Yunguilla)
Cebada
.. 24,94 153,98 11,08
H. vulgare (INIAP-Cafiicapa)

El permeado de arveja purificado térmicamente y con TCA obtuvo el mayor
rendimiento en actividad inhibidora y el mayor rendimiento en proteina. En
comparacion con el permeado de chocho purificado térmicamente y con TCA, el
rendimiento en actividad fue un 56,70 % mayor y su rendimiento en proteina fue
un 13,87 % mayor; es decir, gue el permeado de arveja purificado térmicamente y

con TCA fue mas eficiente con este método que el permeado de chocho
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purificado térmicamente y con TCA, pues tuvieron rendimientos en actividad

diferentes y con similares rendimientos en proteina.

En la evaluacion con tratamiento térmico, el rendimiento en actividad fue bajo
para el permeado purificado térmicamente de arveja, pero al combinar ambos
métodos de purificacion no hubo un bajo rendimiento en actividad del permeado
de arveja purificado térmicamente y con TCA, en comparacion con la purificacion
solo con TCA. Como se dijo anteriormente, pudo haber una resuspension del
precipitado que se formo con el tratamiento térmico, en el que pudieron estar los
inhibidores o los complejos formados con inhibidores.

El menor rendimiento en actividad fue del permeado de cebada purificado
térmicamente y con TCA, también obtuvo el menor rendimiento en proteina y el
menor grado de purificacion. EI método de tratamiento térmico disminuyé el
rendimiento en actividad y en proteina en comparacion con los rendimientos
obtenido con el permeado purificado solo con TCA; el grado de purificacion

aumentd solo por el menor rendimiento proteico.

El permeado de chocho purificado térmicamente y con TCA, tuvo un rendimiento
en proteina y un grado de purificacion similares a los valores obtenidos en la
evaluacion solo con TCA, pero si hubo un incremento en el rendimiento en
actividad, justificable por la disociacion de complejos que limitaban la accién de
los inhibidores.

El permeado de cebada purificado térmicamente y con TCA fue mas eficiente que
el permeado de chocho purificado térmicamente y con TCA, pues tuvo mayor

rendimiento en actividad con menor rendimiento en proteina.

El permeado de fréjol purificado térmicamente y con TCA se destaca por su
mayor grado de purificacion de todos los permeados purificados térmicamente y
con TCA. Con la aplicacion de ambos métodos de purificacién, los parametros de
evaluacion aumentan en comparacion con los parametros obtenidos solo con
TCA.



68

Es evidente que los métodos de purificacion en los que intervino el TCA, tuvieron
bajos rendimientos en proteina y por lo tanto, los grados de purificacién son altos.

3.6. SELECCION DEL PERMEADO CON MAYOR ACTIVIDAD
INHIBIDORA DE TRIPSINA

Se seleccion6é el permeado de arveja, variedad 1-432-Lojanita purificado
térmicamente y con TCA, como la especie con mayor valor absoluto de actividad

inhibidora y mayor rendimiento en actividad.

Se presenta en la Figura 3.8., un resumen de las actividades inhibidoras de la
tripsina obtenidas con los diferentes permeados sometidos a los tres métodos de

purificacion y en estado crudo.

50.00 # Alde permeados
4500 crudos
40.00

ZAlde permeados
purificados
térmicamente

35.00
30,00
2500 A
20,00 +
15.00
10.00
5.00 +
0.00

B Alde permeados
purificados con
TCA

Al (mU/mL)

Alde permeados
purificados

_ . térmicamente y
Chocho Arveja Fréjol Cebada con TCA

Permeados inhibidores

Figura 3.8. Actividades inhibidoras de los tres permeadosgbeesionados y del chocho,
en estado crudo y con los diferentes métodos dégaeion parcial

En la Figura 3.6., se observa que las actividades inhibidoras de los diferentes
permeados purificados por ambos métodos, son mas altas que las actividades
obtenidas con un solo método de purificacién o en estado crudo, a excepcién del

permeado de cebada.
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La actividad obtenida por el permeado de arveja purificado térmicamente y con
TCA es 6,19 y 25,68 % mayor que las actividades obtenidas por el permeado de
fréjol y el permeado de cebada, purificados con ambos métodos, respectivamente.
La actividad inhibidora del permeado de arveja fue la mas alta cuando se
combinaron ambos métodos de purificacion, con respecto a las actividades
obtenidas con tratamiento térmico en un 84,86 % y con precipitacion de proteinas
con TCA en un 27,57 %.

La actividad inhibidora del permeado de arveja fue un 18,19 % mayor que la
actividad inhibidora del permeado de chocho, con ambos métodos de purificacién

parcial.

Debido a que el permeado de arveja fue el de mayor actividad inhibidora de la
tripsina, se realizaron ensayos de actividad inhibidora con el retenido de esta
especie y también con el retenido de chocho, asi como también la purificacion de

estos con los métodos utilizados para los permeados.

3.7. ACTIVIDAD INHIBIDORA DE LA TRIPSINA DE LOS
RETENIDOS DE ARVEJA (P. sativum, var. 1-432-Lojanita) Y
CHOCHO (L. mutabilis, var. 1-450-Andino)

Los retenidos de arveja y chocho fueron analizados para determinar la presencia
de actividad inhibidora, la cual se pudo obtener solo con el método de purificacion
térmica en el caso del retenido de chocho y en el caso del retenido de arveja, solo

con los métodos de purificacion con TCA y purificacion térmica y con TCA.

Esto se debié a que los retenidos presentaron caracteristicas diferentes a los
permeados, como un contenido abundante de moléculas de alto peso molecular,
contenido de grasa, las cuales produjeron turbidez, sobre todo en el retenido de

chocho.

Se determind la concentracion de proteina que poseia cada retenido en estado

crudo. Tanto en el retenido de arveja como en el retenido de chocho, esta
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concentracion fue mas alta que en los respectivos permeados. El retenido de
chocho fue el de mayor concentracion proteica con 176,04 mg/mL, mientras que
la concentracion del retenido de arveja fue de 54,90 mg/mL.

La mayor concentracion proteica del retenido de chocho se debe a que las
semillas de esta especie en general, poseen una mayor cantidad de proteina en
comparacion con otras leguminosas como el haba, la arveja o similar a la soya
(Carabafio y Villamide, 1 996).

3.7.1. RETENIDO DE CHOCHO PURIFICADO CON TRATAMIENT O TERMICO

Se siguio el procedimiento descrito en el acapite 2.5.1., con el que se purifico el
retenido de chocho con tratamiento térmico.

El retenido de chocho purificado térmicamente presentd una actividad inhibidora
de 65,35 £ 0,20 mU/mL. Los tipos de inhibidores presentes en el retenido de

chocho, mostraron estructuras resistentes a este método caloérico.

La actividad inhibidora de tripsina del retenido de chocho purificado térmicamente
fue mayor en un 66,42 % a la actividad inhibidora del permeado de chocho
purificado térmicamente, cabe recalcar que el volumen obtenido de este retenido

fue un 40,00 % mayor que el volumen del permeado mencionado.

Se puede decir que se obtuvo mayor actividad inhibidora con este retenido porque
el volumen obtenido también fue mayor con relacion al permeado citado, pero no
existe una relacion directa entre estos dos parametros porque predomina la mayor

actividad inhibidora del retenido de chocho purificado térmicamente.

La concentracion de proteina fue de 31,28 mg/mL, la cual disminuy6 en un 82,23
% con respecto a la del retenido crudo y fue un 10,48 % menor que del permeado
de chocho purificado térmicamente. La actividad inhibidora especifica fue de
2,089 = 0,006 mU/mg y fue un 69,94 % mayor que la actividad especifica del

permeado con tratamiento térmico.
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El retenido de chocho purificado térmicamente tuvo mayor actividad inhibidora de
la tripsina con similar concentracion de proteina en comparacion con el permeado

de chocho purificado térmicamente, es decir, fue mas eficiente.

3.7.2. RETENIDO DE ARVEJA PURIFICADO CON PRECIPITAC ION DE
PROTEINAS CON TCA

Se realiz6 la precipitacion de proteinas con TCA, de acuerdo al método descrito
en el acapite 2.5.2. El retenido de arveja presentd actividad inhibidora en la

fraccidbn nimero 2 mientras que en las 4 restantes no se presento inhibicion.

La actividad inhibidora del retenido de arveja purificado con TCA fue igual a 16,62
+ 0,19 mU/mL y fue 49,10 % menor a la del permeado purificado con TCA. La
concentracion de proteina del retenido de arveja purificado con TCA fue igual a
5,17 mg/mL y fue mayor a la del permeado de arveja purificado con TCA en un
29,40 %. Cabe recalcar que no hubo diferencia entre los volimenes que se
usaron tanto del retenido como del permeado mencionados, los cuales fueron

iguales a 5 mL.

El retenido de arveja purificado con TCA, tuvo menor actividad inhibidora a pesar
de la mayor concentracion de proteina con respecto al permeado de arveja
purificado con TCA, es decir, que fue menos eficiente que el permeado purificado
con TCA. La concentracion de proteina del retenido de arveja purificado con TCA
fue menor a la del retenido de arveja crudo en un 90,58 %.

La actividad inhibidora especifica del retenido purificado con TCA fue igual a
3,21+ 0,04 mU/mg y fue 64,07 % menor que la actividad especifica del permeado
de arveja purificado con TCA.
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3.7.3. RETENIDO DE ARVEJA PURIFICADO CON TRATAMIENT O TERMICO
Y PRECIPITACION DE PROTEINAS CON TCA

Se realizo la purificacion del retenido de arveja segun el método descrito en el
acapite 2.5.3. y se obtuvieron resultados de actividad inhibidora, concentracion de
proteina y actividad inhibidora especifica de tripsina solamente para la fraccion
namero 2 del retenido de arveja, debido a que las deméas fracciones no

presentaron inhibicion.

La actividad inhibidora del retenido de arveja purificado térmicamente y con TCA
fue igual a 16,53 = 0,79 mU/mL y fue similar a la actividad obtenida con el
retenido de arveja purificado solo con TCA, por lo que la aplicacion de tratamiento
térmico no afecto la actividad inhibidora en este retenido; también fue un 63,32 %
menor con respecto a la actividad inhibidora del permeado de arveja purificado
térmicamente y con TCA. Cabe recalcar que no hubo diferencia entre los
volumenes que se usaron tanto del retenido como del permeado mencionados,

los cuales fueron iguales a 5 mL.

La concentraciéon de proteina fue igual a 4,07 mg/mL, esta fue 92,59 % menor que
el retenido de arveja crudo y un 26,29 % mayor que la concentracion de
permeado de arveja purificado térmicamente y con TCA. Esta concentracion
disminuyo ligeramente con respecto a la concentracion del retenido purificado

solo con TCA.

La actividad especifica fue igual a 4,061 + 0,195 mU/mg y fue un 20,86 % mayor a
la del retenido purificado con TCA y un 72,97 % menor a la actividad especifica

del permeado de arveja purificado térmicamente y con TCA.

Esto quiere decir, que el permeado de arveja fue mas eficiente que el retenido de
arveja purificado con ambos métodos; pero el retenido purificado con ambos

métodos fue més eficiente que el retenido purificado solo con TCA.
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CONCLUSIONES

Los extractos obtenidos a partir de las semillas de leguminosas y gramineas
analizados se separaron en permeado y retenido para cada uno de ellos,
debido a la aplicacion de la ultrafiltracion mediante membranas permeables

con un limite de peso molecular nominal (MWCO) de 10kDa.

Se obtuvieron actividades inhibidoras de la tripsina con los permeados
crudos Yy purificados parcialmente con tratamiento térmico, precipitacion de
proteinas con TCA y combinacién de ambos métodos de las semillas de
chocho (Lupinus mutabilis, var. 1-450-Andino), iguales a 28,50 * 0,73;
23,28 +0,89; 23,88 + 1,31y 36,87 =+ 0,33 mU/mL, re spectivamente.

El retenido de chocho purificado con el método de tratamiento térmico fue
mas eficiente y mas activo que el permeado de chocho purificado con este
meétodo, debido a que presentd mayor actividad inhibidora de la tripsina y
mayor actividad especifica, iguales a 65,35 + 0,20 mU/mL y 2,089 + 0,006

muU/mg, respectivamente.

Se logré establecer un procedimiento general que permitid6 obtener
actividades inhibidoras de la tripsina con permeados crudos obtenidos a
partir de semillas de leguminosas y gramineas, con valores entre 3,46 + 0,18
y 17,56 £ 0,81 mU/mL.

El método utilizado para la obtencion de un permeado con actividad
inhibidora de tripsina fue sencillo y suficiente para determinar los permeados
qgue podrian tener una mayor actividad inhibidora con posteriores métodos
de purificacion de alta resolucion.
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Se seleccion6 al permeado de arveja (Pisum sativum, var. 1-432-Lojanita)
purificado térmicamente y con TCA porque presentd la mayor actividad
inhibidora igual a 45,07 + 1,04 mU/mL y el mayor rendimiento en actividad
inhibidora de 432,23 %. Este permeado, ademas, mostr6 un grado de

purificacion de 12,01 veces y un rendimiento en proteina de 57,52 %.

Los permeados de arveja purificados con el método de precipitacion de
proteinas con TCA y con el método combinado de tratamiento térmico y
precipitacion de proteinas con TCA fueron mas activos que los retenidos de
arveja purificados con estos métodos, porque mostraron actividades

inhibidoras y actividades especificas mas altas.

El permeado de fréjol (Phaseolus vulgaris, var 1-414-Yunguilla) purificado
con la combinacién de los métodos de tratamiento térmico y precipitacion de

proteinas con TCA tuvo el mayor grado de purificacion igual a 16,91 veces.

La combinacion de los métodos de tratamiento térmico y precipitacion de
proteinas con TCA produjo un aumento de las actividades inhibidoras de la
tripsina, de los permeados de chocho, arveja y fréjol, por lo que se
obtuvieron mayores rendimientos en actividad y mayores grados de

purificacion que al usar cada método por separado.

Entre los extractos de las semillas de gramineas analizadas, el permeado de
cebada (Hordeum vulgaris, var. INIAP-Caficapa) mostré la mayor actividad
inhibidora de la tripsina, con un valor de 21,53 + 0,72 mU/mL, en

comparacién con los permeados de trigo, maiz y centeno.
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RECOMENDACIONES

Mejorar el procedimiento de obtencion de retenidos con la aplicaciéon de un
método de desengrasado para que sean adecuados para los ensayos

espectrofotométricos de actividad inhibidora.

Determinar la actividad inhibidora de la tripsina del retenido de fréjol debido a
que su permeado mostré6 aumento de actividad inhibidora con todos los

meétodos de purificacion.

Aplicar métodos de purificacion de alta resolucion para caracterizar los
inhibidores de tripsina, determinar su especificidad, caracteristicas
moléculares, tipos de inhibicion, entre otros, presentes en los permeados de

chocho, arvejay fréjol.

Profundizar el estudio del extracto de cebada que mostré la mayor actividad
en su forma cruda, pero perdié considerablemente la actividad cuando su
permeado fue purificado térmicamente, con TCA y con la combinacion del

tratamiento térmico y TCA.

Analizar la actividad inhibidora de los permeados de chocho, arveja, fréjol y

cebada, sobre otras enzimas gque sean de interés biotecnolégico.



76

BIBLIOGRAFIA

1. Alvarez, C., Marquez, G., Arias, L., Contreras, W., Uscanga, A., Perales, N.,
Moyano, F., Herndndez, R., Civera, R., Goytortua, E., Isidro, L., Almeida, J.,
Tovar, D., Gutiérrez, J., Arévalo, L., Enric, G., Trevifio, L. y Morales, B., 2 008,
“Analisis en la fisiologia digestiva y digestion de la Mojarra Tenguayaca
Petenia splendida”, http://web.uanl.mx/publicaciones/nutricion_acuicola/IX/
archivos/10-Alvarez.pdf, (Agosto, 2 010).

2. Amersham Biosciences AB, 2 003, “PD-10 Desalting Column”,
http://wolfson.huji.ac.il/purification/PDF/dialysissAMERSHAM _ PD10Desalting.
pdf, (Agosto, 2 010).

3. Avanza, M. y Aidén, M., 2 006, “Efecto del tratamiento térmico en las
propiedades fisicoquimicas de albuminas y globulinas de Amaranthus
Hypochondriacus”, http://www.unne.edu.ar/Web/cyt/cyt2006/08-Exactas/2006-

E-031.pdf, (Noviembre, 2 010).

4. Barreto, E. y Monteghirfo, M., 1 995, "Estudios mediante electroforesis
unidimensional de las proteinas de semillas de Lupinus mutabilis”,
http://www.lamolina.edu.pe/simbiosis/investig/unmsm.htm, (Noviembre,
2 010).

5. Blanco, A. y Aguirre, C., 2 002, “Proteinas involucradas en los mecanismos de
defensa de plantas”, http://redalyc.uaemex.mx/pdf/416/41612201.pdf,
(Febrero, 2 011).

6. Berg M., Tymoczko J. y Stryer L., 2 008, “Bioquimica. Protocolo de
purificacion de proteinas”, http://books.google.com/books?id=HRr4MNH2
YssC&pg=PR20&Ipg=PR20&dg=evaluaci%C3%B3n+purificaci%C3%B3n+pro
te%C3, (Noviembre, 2 010).




10.

11.

12.

13.

14.

77

Bonzon, E., 1 996, “Obtencién de una matriz de afinidad de Tripsina-Glioxil-
Sepharosa CL-4B para la purificacion del inhibidor de proteasas de
Stichodactyla heliantus”, Trabajo de Diploma, Universidad de la Habana,
Ciudad de la Habana, Cuba, p. 38.

Botanical-online, 2 011, “Los cereales”, http://www.botanical-online.com/

cereales.htm, (Marzo, 2 011).

Brenes, A. y Brenes, J., 1 993, “Tratamiento tecnolégico de los granos de
leguminosas: influencia sobre su valor nutritivo”, http://wwwl.etsia.
upm.es/fedna/capitulos/93CAP_11.pdf, (Noviembre, 2 010).

Caffini, N., Lopez, L., Natalucci, C. y Priolo, N., 1 988, “Proteasas de plantas
superiores. |. Caracteristicas generales, rol fisiologico y aplicaciones”,
http://www.latamjpharm.org/trabajos/7/3/LAJOP7331257F9GN9INH.pdf,
(Marzo, 2 011).

Camean, A., 2 007, “Toxicologia Alimentaria”, http:/site.ebrary.com/lib/
epnsp/Doc?id=10159965&ppg=257, (Julio, 2 009).

Carabafno, R. y Fraga, M., 1 992, “The use of local feeds for rabbits”,
http://ressources.ciheam.org/om/pdf/al7/92605171.pdf, (Octubre, 2 010).

Carabario, R., Fraga, M. y Villamide, M., 1 996. “Concentrados de proteinas
para piensos de conejos”,

http://dialnet.unirioja.es/servlet/fichero articulo?codigo=2869386&0orden=0,

(Junio, 2 010).

Carrillo, L., 2 009, “Cistatinas de cebada: proteinas de defensa contra
artrépodos”, http://oa.upm.es/3003/1/LAURA CARRILLO GIL.pdf,
(Diciembre, 2 010).




15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

78

Castillo, F., Pacheco, R., Garcia, F. y Navarrete, M., 2 004, “Isolation and
characterization of trypsin from pyloric caeca of Monterey sardine Sardinops
sagax caerulea”, http://www.bashanfoundation.org/ carreno/carrenopyloric.pdf,
(Octubre, 2 010).

Chavez, M.A., Diaz, J., Pérez, U. y Delfin, J., 1 990, “Conceptos de
Bioquimica”, Tomo Il, ENPES, La Habana, Cuba, p.p. 41,42, 207-210.

Christensen, H. y Palmer, G., 1980, http://books.google.com/books?id=mg
02fIX50wC&pg=PA120&Ipg=PA120&dg=ensayos+enzim%C3%Alticos+%2B+
Christensen+y+Palmer,+1980&source=bl&ots=IBInphsY504&si, (Enero,

2 011).

Comoglio, L., Goldsmit, J. y Amin, O., 2 008, “Starvation effects on
physiological parameters and biochemical composition of the hepatopancreas
of the southern Kking crab Lithodes santolla (Molina, 1 782)",
http://www.scielo.cl/pdf/revbiolmar/v43n2/art12.pdf, (Julio, 2 010).

Daroch, 2 002, “Sustitucién parcial de la harina de pescado por harina de
haba (Vicia faba var. minor (Harz) Beck) en la formulacién de alimento para
salmonidos”,  http://cybertesis.uach.cl/tesis/uach/2002/fad224s/doc/fad224s.
pdf, (Enero, 2 011).

Davila, M., Sangronis, E. y Granito, M., 2 003, “Leguminosas germinadas o
fermentadas: alimentos o0 ingredientes de alimentos funcionales”,
http://www.scielo.org.ve/scielo.php?pid=S0004-06222003000400003&scrip
t=sci_arttext&ting=pt, (Diciembre, 2 010).

Diaz, D., 2 006, “Efecto de la extrusién sobre el contenido de compuestos
antinutricios de  harinas  compuestas  frijol-maiz  nixtamalizado”,
http://aztlan.mine.nu/files/BIOQUIMICA/files/EFECTO%20DE%20LA%20EXT
RUSI%C3%93N%20SOBRE%20EL%20CONTENIDO%20DE%20COMPUES




22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

79

TOS%20ANTINUTRICIOS%20DE%20HARINAS%20COMPUESTAS.pdf,
(Octubre, 2 010).

Ellenrieder, G., Geronazzo, H. y Bojarski, A., 1 980, “Thermal inactivation of
trypsin inhibitors in aqueous extracts of soybeans, peanuts, and kidney beans:
Presence of substances that accelerate inactivation”,
http://www.aaccnet.org/cerealchemistry/backissues/1980/chem57 25.pdf,
(Marzo, 2 011).

Erlanger, B., Kokowski, N. y Cohen, W., 1 961, “The preparation and
properties of two new chromogenic substrates of trypsin”. Arch. Biochem.
Biophys. 95, pp. 271- 278.

Ernst, O., 2 004, “Leguminosas como cultivo de cobertura”,
http://www.potafos.org/ppiweb/iaarg.nsf/$webindex/4AD63CE7B3A2197D20325
6E600071D400/$file/Leguminosa+Cultivo+Cobertura-Ernst.pdf, (Diciembre, 2
010).

Espinoza, R., 2 006, “Estudio de la fermentacién de harina de Lupinus albus”,
http://dspace.fica.ufro.cl:8080/|spui/bitstream/123456789/138/1/Rob
Roberto%20Espinoza%20Cortes.pdf, (Diciembre, 2 010).

Estrada, J., 2 002, “Pastos y forrajes para el trépico colombiano”.
http://books.google.com.ec/books?id=ghbLgdouyJkC&pg=PA225&Ipg=PA225
&dg=taxonom%C3%ACa%2Bleguminosasé&source, (Diciembre, 2 010).

FAO, 1 990, “Estudio de Ilos alimentos tropicales: cereales”,
http://books.google.com/books?id=0-sUZIFTKJQC&pa=PP2&Ipg=PP2&dq
=estudio+de+los+alimentos+tropicales:+cereales&source=bl&ots=ZTFly2a,
(Enero, 2 011).

FAO, 2 006, “Mercado rural’, http://www.rlc.fao.org/es/desarrollo/mujer/
docs/ecuador/cap05.pdf, (Enero de 2 011).




29.

30.

31.

32.

33.

34.

80

Félix, M., Garcia, K., Velazquez, E., Castillo, F., Pacheco, R. y Sotelo, R., 2
005, “Comparacion estructural de tripsina de sardina (Sardinpos sagax
caerula) y bovina mediante espectroscopia de dicroismo circular”,
http://www.dipa.uson.mx/work/resources/LocalContent/66189/1/biotecnologia.
pdf, (Diciembre, 2 010).

Fernandez, F., 2 006, “Aplicacion de la protedmica a la caracterizacion de

mecanismos patogenecidad en Botrytis cinérea. Utilizacién y evaluacion de

nuevos fungicidas”, http://minerva.uca.es/publicaciones/asp/docs/tesis/
FJFernandezAcero.pdf, (Enero, 2 011).

Fraile, M., Garcia, M., Martinez, A. y Slomianski, R., 2 007, “Nutritivas y
apetecibles: conozca de leguminosas comestibles. Parte |. Hojas, vainas y
semillas”, http://www.izt.uam.mx/contactos/n66ne/legquminosas.pdf,
(Diciembre, 2 010).

Gallegos, S., Pacheco, J., Betancur, D. y Chel L., 2 004, “Extraccion y
caracterizacion de las fracciones proteinicas solubles del grano de Phaseolus

lunatus L.”, http://www.alanrevista.org/ediciones/2004-1/extraccion

caracterizacion_fracciones _proteinicas_phaseolus lunatus.asp, (Noviembre,
2 010).

Garcia, R., Salas, A., Del Monte, M., Del Rivero, A., Guerra, Y.y Chavez, M.,
2 009, “Micro y nano-biotecnologias en la deteccion y caracterizacion de
inhibidores de proteasas de interés biomédico”,
http://www.fisica.uh.cu/biblioteca/revcubfi/2009/vol.26-No.1/RCF-26-1-2009-
76.pdf, (Diciembre, 2 010).

Gastelum, T., 2 009, “La Relacion planta-ambiente: los conceptos de la
botanica (Citologia, Histologia, Anatomia, Organografia) y la fisiologia de las

gramineas y las leguminosas”, http://teresagastelummartinez.

blogspot.com/2009/03/conceptos-basicos-de-botanica-y.html, (Diciembre,
2 010).




35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

81

Geanta, R., 2 009, “Recuperacién de &acidos lactico y citrico utilizando
extraccibn micelar con membranas”, http://dspace.ubu.es:8080/trabajos
academicos/bitstream/10259.1/59/1/Geanta.pdf, (Enero, 2 010).

Glencross, B., 2 001, “Feeding lupins to fish: A review of the nutritional and
biological value of lupins in aquaculture feeds”,
http://www.fish.wa.gov.au/docs/op/op031/fop031.pdf, (Noviembre, 2 010).

Gomes, C., Barbosa, A., Macedo, L., Pitanga, J., Moura, F., Oliveira, A.,
Moura, R., Queiroz, A., Macedo, F., Andrade, L., Vidal, M. y Sales, M., 2 005,
“Effect of trypsin inhibitor from Crotalaria pallida seeds on Callosobruchus
maculatus  (cowpea weevil) and Ceratitis capitata (fruit  fly)”".
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16426854, (Agosto, 2 010).

Gomez, G., Quesada, S. y Nanne, C., 1 998, “Efecto de factores
antinutricionales en el pejibaye (Bactris gasipaes) sobre el metabolismo de
ratas jovenes”, http://www.mag.qgo.cr/rev_agr/v22n02 191.pdf, (Julio, 2 009).

Gonzalez, A., Duarte A., Patto C., Piccolo M., 2 008, “Caracterizacion quimica
de la harina del fruto de Prosopis spp. procedente de Bolivia y Brasil”,
http://www.scielo.org.ve/pdf/alan/v58n3/art15.pdf, (Noviembre, 2 010).

Goyoaga, C., 2 005, “Estudio de factores no nutritivos en “Vicia faba I.:
influencia de la germinacion sobre su valor nutritivo”,
http://eprints.ucm.es/tesis/far/ucm-t28827.pdf, (Noviembre, 2 010).

Guillamoén, E., Pedrosa, M., Burbano, C., Cuadrado, C., De Cortes, M. y
Muzquiz, M., 2 007, “The trypsin inhibitors present in seed of different grain
legume species and cultivar”, http://www.phtnet.org/research/download
/pdf/mb180.pdf, (Julio, 2 010).




42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

82

Herbario de la Universidad Publica de Navarra, 2 011, “Familia Gramineae
(Poaceae)”, http://www.unavarra.es/servicio/herbario/htm/Gramineae.htm,
(Marzo, 2 011).

Habib, H. y Majid, K., 2 007, “Plant protease inhibitors: a defense strategy in
plants”, http://www.academicjournals.org/bmbr/PDF/pdf2007/Aug/Habeeb
%20and%20Khalid.pdf, (Julio, 2 010).

Hernandez, M. y Sastre, A.,, 1 999, “Tratado de nutricion”,
http://books.google.com/books?id=SQLNJOsZCIwC&pg=PA405&Ipg=PA405&
dg=inhibidores+de+tripsina+en+endosperma&source, (Enero, 2 011).

Hernandez, R., 2 007, “Enzimas”, http://www.forest.ula.ve/~rubenhg/

enzimas/index.html#arriba, (Marzo, 2 011).

Hospital La Fe de Valencia, Unidad de Alergia Infantil, 2 002, “Polen y
alergia”, http://www.alergiainfantillafe.org/gramineas.htm, (Noviembre, 2 010).

Iniestra, J., Ibarra, F., Gallegos, J., Rocha, N. y Gonzalez, R., 2 005, “Factores
antinutricios y actividad antioxidante en variedades mejoradas de frijol comun
(phaseolus vulgaris)”, http://redalyc.uaemex.mx/pdf/302/30239603.pdf,
(Enero, 2 011).

Jabib, L., Barrios, P., Vega, A., 2 002, “Evaluacién del frijol caupi (vigna
unguiculata) como ingrediente proteico en dietas para pollos de asadero”,
http://redalyc.uaemex.mx/pdf/693/69370105.pdf, (Diciembre, 2 010).

Jardines Botanicos Reales, 2 005, “Leguminosas del Mundo”, 1° Edicion,
Editorial The Bath Press, Reino Unido, p. 10.



50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

S7.

83

Jhons, 1 987, “Influence of trypsin inhibitors in four varieties of peas (Pisum
sativum) on the growth of chickens”, http://books.google.com/books?id=
ieuysHYDKDIC&pg=PA174&Ipg=PA174&dg=An+evaluation+of+natural+vs.+S

ynthetic+substrates+for+measuring+the+antitryptic+activity+of+soy-

bean+samples&source=bl&ots=bcimrwpCbo&sig, (Abril, 2 011).

Khalil, A., Mohamed, S., Taha, F. y Karlsson, E., 2 006, “Production of
functional protein hydrolysates from Egyptian breeds of soybean and lupin

seeds”, http://pdfcast.org/pdf/production-of-functional-protein-hydrolysates-

from-egyptian-breeds-of-soybean-and-lupin-seeds, (Julio, 2 009).

Latham, M., 2 002, “Nutricibn humana en el mundo en desarrollo”,
http://www.fao.org/docrep/006/w0073s/w0073s0v.htm, (Diciembre, 2 010).

Lépez, C., 2 000, “Proteasas y cancer”, http://www.investigacionyciencia.es
/03004947000409/Proteasas_y c%C3%Alncer.htm, (Abril, 2 011).

Lgari H, Pedroche J, Giron J, Vioque J y Millan F, 2 004, "Purification and
partial characterization of storage proteins in Lupinus angustifolius sedes”,
http://grasasyaceites.revistas.csic.es/index.php/grasasyaceites/article/downloa
d/202/202, (Marzo, 2 011).

Martinez, M., Alarcén F., 1 998, “Efecto de los Inhibidores presentes en
Materias Primas Vegetales sobre las Proteasas Alcalinas de Peces”,

http://www.revistaaquatic.com/aquatic/art.asp?t=h&c=43, (Octubre, 2 010).

Nadal, S., Moreno, M. y Cubero, J., 2 004, “Las leguminosas de grano en la
agricultura  moderna”, http://books.google.com/books?id=0Pg-722dP8AC&

pg=PA165&dqg=ciclo+de+cultivo+de+las+leguminosas&source, (Marzo,

2 011).

Nicora, E., y Ragalo, Z., 1 987, “Los géneros de gramineas de Ameérica

austral”. 1°Ed. Editorial Hemisferios Sur. Argentina pp. 9-11



58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

84

Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion, 1
985, “Procesamiento de semillas de cereales y leguminosas de grano”,

http://books.google.com/books?id=44gxKGH|St4C&printsec=frontcover&hl=es

#v=onepage&g&f=false. (Enero, 2 011).

Pascual, 1., 2 005, “Purificacién y caracterizacion parcial del primer inhibidor
natural de piroglutamil aminopeptidasa Il (enzima que degrada al TRH),
aislado del anélido marino Hermodice carunculata, Pallas, 1 766
(Polychaeta)”, Resumen de Tesis previa a la obtencion del titulo de Doctora
en Ciencias Biologicas, Universidad de La Habana, Ciudad de la Habana,
Cuba, pp. 1, 10, 11, 12.

Paredes, E., 2 009, “Principales cultivos agricolas del pais”,
http://www.incca.gov.ec/incca/Documentos/principales%20cultivos%20agricol
as%20del%20pais.doc, (Enero, 2 011).

Peralta, E., Murillo A., Pinzén J., 1 995, “Frejol, su importancia econdémica,
ecologica y social y la oferta tecnologica del programa nacional de

leguminosas”, http://www.preduza.org/lel 2.htm, (Enero, 2 011).

Perissé, P., 2 002, “Semillas, un punto de vista agronémico”,
http://www.semilla.cyta.com.ar/caracterisitcas/caracteristicas.htm, (Marzo,
2 011).

Primo, E., 2 007, “Quimica basica y aplicada: de la molécula a la industria”,
http://books.google.com/books?id=al aBXvAB3MC&pg=PA1022&Ipg=PA102
2&dg=unidades+enzim%C3%Alticas&source. (Enero, 2 011).

Quintana M., Napoles, J., Salas, B., Ulloa, L., Galdo, Y.y Carbonell, A., 2 006.
“Perfeccionamiento en la produccién in vitro de leguminosas para la
alimentacion animal”, www.forumcyt.cu/UserFiles/forum/Textos/0700907. doc,
(Diciembre, 2 010).




65.

66.

67.

68.

69.

70.

85

Reina, J., 2 000, “Separacion de fracciones de lipasa de Candida rugosa con
distintas propiedades en Quimica fina, por cromatografia de adsorcion
interfacial a soportes octil agarosa”, Universidad Autonoma de Madrid,

Espafia, p. 16.

Rekha, K., Mukesh, K., Kalika, K., Ram, N., Bhattiprolu, S., Kirpa, R., Vijay, K.,
“Purification and characterization of trypsin inhibitor from Cicer arietinum L.
and its efficacy against Helicoverpa armigera’, 2 008,
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1677-0420200800
0400007&Ing=es&nrm=iso&ting=es, (Julio, 2 009).

Rodriguez, A., 2 007, “Evaluacion in vitro de la actividad antimicrobinana de
los alcaloides del agua de coccion del proceso de desamargado del chocho
(Lupinus mutabilis Sweet)”, http://dspace.espoch.edu.ec/bitstream
/123456789/219/1/56T00193.pdf, (Febrero, 2 011).

Sanchez, A., Ramirez, J., Morales, O. y Montejano J., 1 998, “Deteccion de
inhibidores de proteasas en extractos de leguminosas y su efecto sobre
proteasas enddgenas del musculo de pescado”, http://redalyc.uaemex.mx/src/
inicio/ArtPdfRed.jsp?iCve=72420102, (Octubre, 2 010).

Schoeneberger, H., Gross R., Cremer H. y Elmadfa I., 1 982, “Composition
and Protein Quality of Lupinus Mutabilis”, http://jn.nutrition.org/content/
112/1/70.full.pdf, (Julio, 2 009).

Seidl, D., Jaffé, M. y Jaffé, W., 1 969, “Digestibility and Proteinase Inhibitory
Action of a Kidney Bean Globulin”, http://www.fundacionbengoa.org/

publicaciones/werner_jaffe/art.175.pdf, (Julio, 2 010).




71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

86

Sierra, A. y Pérez, G., 1 999, “Extraccién, purificacion y caracterizacion de dos
lectinas en semillas de Dioclea sericea”,
http://www.accefyn.org.co/revista/Vol 23/88/445-454.pdf, (Enero, 2 011).

Sierra, J., 2 005, “Fundamentos para el establecimiento de pasturas y cultivos
forrajeros”, http://books.google.com.ec/books?id=rbezH _RPHVYC
&pg=PA25&Ipg=PA25&dg=taxonom%C3%ACa%?2Bleguminosas&source,
(Enero, 2 011).

Sinche, M., 2 009, “Aislamiento, purificacion parcial y caracterizacion cinética
de las proteasas presentes en el latex de los frutos de una planta del género
Vasconcella”, Tesis Previa a la Obtencion del titulo de Ingeniero
Agroindustrial, EPN, Quito-Ecuador.

Srivastava, O. y Ortwerth, B., 1 983, "Purification and properties of a protein
from bovine lens which inhibits trypsin and two endogenous lens proteinases”,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6403363, (Diciembre, 2 010).

Tovar, O., 1 993, Monografias del real jardin botanico, Editorial Fareso S.A.,
Espafia, p: 16.

Universidad Peruana Cayetano Heredia, 2 006, “Espectrofotometria uv-vis,
absorcion atomica y de fluorescencia”,
http://es.scribd.com/doc/47620832/ESPECTRO-UPCH, (Enero, 2 011).

Vetifarma, 2 006, “Inhibidor de tripsina”, http://www.vetifarma.com.ar/

vetinews/interesgeneral.php?dest=4, (Diciembre, 2 010).

Villareal, L., Ulloa, J., Delgado, F., 2 008, “Determinaciéon de actividad
enzimatica e inactivacion de peroxidasa en hoja de palma’,
http://www.buenastareas.com/ensayos/Determinacion-De-Actividad-
Enzimatica/610243.html, (Enero, 2 011).




87

79. Yanez, M., 2 006, “Analisis de las proteinas”, Departamento de Biotecnologia,

80.

Universidad Auténoma Metropolitana, México,
http://docencia.izt.uam.mx/lyanez/analisis/material adicional/notasproteinas?2.
ppt, (Marzo, 2 011).

Zamora, N., 2 003, “Efecto de la extrusion sobre la actividad de factores
antinutricionales y digestibilidad in vitro de proteinas y almidon en harinas de
Canavalia  ensiformis”, http://www.scielo.org.ve/scielo.php?script=sci_art
text&pid=S0004-06222003000300012&Ing=es&nrm=iso, (Octubre, 2 010).




ANEXOS

88



89

ANEXO A
Ejemplo de célculo de la actividad proteolitica déa tripsina y de la

actividad inhibidora de la tripsina
Actividad proteolitica de la tripsina
La actividad proteolitica de la tripsina se calcul6 a partir de los valores de

absorbancia obtenidos con el método espectrofotométrico y con el uso de la

ecuacion 2.1., a continuacion se presenta un ejemplo del célculo realizado.

ADO,, 1000 XV,
E= 20
At e xL x V,

1000 X 3200
AE =0,118 X [2.1]
8800 x 1 x 100

AE = 0429 U/mL

AE = 429,00 mU/mL

Actividad inhibidora de la tripsina

Se determind la actividad inhibidora de un permeado o retenido inhibidor mediante
la diferencia que presenté la actividad de la tripsina con la adicion de este. La
actividad inhibidora se determiné con un volumen de 0,60 mL de solucion
inhibidora por lo que a la diferencia de la actividad de la tripsina, se le multiplico
por un factor de conversién igual a 0,10 mL de solucion de enzima para 0,60 mL

de solucién de inhibidor.

AE sin extracto de inhibidor = 383,15 U/mL de sol. enzima

AE con extracto de inhibidor = 220,00 U/mL de sol. enzima



A AE = (383,15 — 220,00) U/mL = 163,15 mU/mL de sol. enzima

B 163,15 mU y 0,10 mL de sol. enzima
" mL de sol.enzima 0,60 mL de sol. inhibidora

Al = 27,19 mU/mL
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ANEXO B
Comparacion de los promedios de las concentracionpsoteicas

obtenidas de los permeados crudos y purificados t@&icamente

Se realiz6 una prueba de Tukey con el uso del programa estadistico MSTAT-C a
partir de un analisis de varianza de un factor con el uso de la herramienta de

Anélisis de Datos de Microsoft Excel, con un nivel de confianza del 95 %.

En la Tabla B.1., se presentan las diferencias estadisticas que presentaron estas
concentraciones obtenidas, las diferentes letras indican que existen diferencias

significativas entre los valores.

Tabla B.1. Comparacion de promedios de las concentraciomsigas obtenidas de los
permeados crudos Yy purificados térmicamente

Permeados crudos Promedios de [P] (mg/mL
Chocho 34,20
Arveja 10,69°
Fréjol 13,4%
Cebada 11,51

Permeados purificados
térmicamente

Chocho 34,95
Arveja 7,59
Fréjol 9,58*

Cebada 8,68
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ANEXO C
Ejemplo de célculo de los parametros de evaluacide la purificacion

parcial de los permeados

Rendimiento en proteina (R) y en actividad inhibidora (Ra)

Como ejemplo, el rendimiento en proteina y en actividad inhibidora del permeado
de chocho purificado con tratamiento térmico se calculé con los datos de la Tabla

C.1.

Tabla C.1. Concentracion de proteina y actividad inhibidotales para el permeado de
chocho sin purificacion y con tratamiento térmico

Permeado [P] total (mg) | Al total (mU)
Sin purificacion 116,28 96,90
Con tratamiento térmico 80,39 50,48

Los valores de actividad inhibidora total se reemplazaron en la ecuacién 1.2 para

el célculo del rendimiento en actividad.

__ Al total (Purificacién n, J(U) x 100

4 1.2
4 Al total (Purificacién n,) (U) [1.2]
L5048
R, =—— X 100
96,90
R, =52,10 %

Los valores de concentracion de proteina total se reemplazaron en la ecuacion

1.3 para el célculo del rendimiento en proteina.

[Pltotal (Purificacidon n, )(mg) ¥ 100
[Pltotal (Purificacidn n,) (mg)

E =
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80,39
Ry = X 100
116,28
R, = 69,13 %

Grado de purificaciéon

El grado de purificacion se calculé con la ecuacion C.3., en la que se utilizo la
actividad inhibidora especifica inicial y final, es decir, después de la aplicacion del
meétodo de purificacion. En este ejemplo se utilizan los resultados obtenidos del
permeado de chocho sin purificacion y con el método de tratamiento térmico,

expresados en los acapites 3.1.3.y 3.4.1.2.

Al esp (Purificaciénn,) ::mi}
GP = g [1.4]

AT ezp (Purificacion ]"lc.).__m—gJ

0,628 mU/mg
0,833 mU/mg

GP = 0,75 veces



