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RESUMEN

Guerrero Martinez, M., Tecnoldgico Nacional de México campus Tuxtepec. Septiembre,
2023. “Obtencion de hidrolizados proteinicos a partir de las fracciones proteicas del
Phaseolus dumosus con actividad antihipertensiva”. Director: Dr. Juan Gabriel Torruco
Uco, Co-directora: Dra. Betsabé Hernandez Santos, Co-directora externa: Dra. Maria de la
Luz Sanchez Mundo.

La hipertension arterial es lo que principalmente ha causado las enfermedades
cardiovasculares y la de mayor incidencia a nivel mundial, cada vez es mas evidente las
causas de esta patologia que incluye los procesos fisiopatoldgicos, opciones de estilo de
vida, factores ambientales, entre otros. Los farmacos que se emplean para su tratamiento
producen reacciones adversas en el organismo, por ello la Ciencia en Alimentos se ha
enfocado en la basqueda de nuevas alternativas de origen natural como las leguminosas,
por su alto contenido de proteinas (20%) y a partir de ella se han obtenido péptidos con
actividad biolégica como coadyuvante del tratamiento y/o prevencion de esta patologia. Por
lo que, el objetivo de esta investigacion fue extraer fracciones proteinicas a partir del frijol
gordo (Phaseolus dumosus) para obtener péptidos bioactivos y evaluar su actividad
antihipertensiva. Los granos de frijol gordo fueron adquiridos en el municipio de San José
Tenango, Oaxaca; los cuales se seleccionaron 100 para su estudio morfoldgico y fisico. Los
granos fueron secados a 50 °C/24 h para la obtencién de la harina. Posteriormente se obtuvo
un concentrado proteico por precipitacion isoeléctrica (pH 4.3). Se determind la
composicion quimico proximal y pardmetros de color de la harina y concentrado proteico.
Las proteinas fueron extraidas de acuerdo con su solubilidad, albiminas (ALB) solubles en
agua, globulinas (GLB) solubles en soluciones salinas, glutelinas (GLT) solubles en
soluciones acidas y basicas y prolaminas (PRL), en soluciones alcohdlicas. Los resultados
obtenidos fueron evaluados mediante el software estadistico Minitab 17, se hizo una
comparacion de medias con la prueba de Fisher con un nivel de confianza de 95%. En la
composicion quimico proximal de la harina y del concentrado proteico, se obtuvieron
contenidos de proteinas de 24.86% y 66.51%, respectivamente; los parametros de color,
mostraron un valor de L* de 85.45 de la harina y 63.50 del concentrado proteico. Se
encontraron los siguientes resultados de contenido proteico presente en las fracciones
proteinicas: albuminas 29.88%; globulinas 52:68%; prolaminas 12.07% y glutelinas 9.71%.

Se seleccionaron las albuminas y globulinas por su mayor contenido de proteinas y estas
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fueron hidrolizadas con proteasas comerciales (Flavourzima® y Alcalasa®), las albdminas
hidrolizadas con Flavourzima® presentaron un grado de hidrolisis (%GH) de 21.97% a los
60 min de reaccién y la fraccion de globulinas mostr6 un GH de 5.42% con la misma
enzima a los 10 min de reaccion, mientras que, los hidrolizados con la enzima Alcalasa® los
valores més altos fueron a los 60 min de reaccion en ambas fracciones, Albuminas: 12.90 y
globulinas 22.47%, respectivamente. La distribucion de los pesos moleculares obtenido por
SDS-PAGE de la fraccién globulinas fue entre 16.2 y 96.1 kDa; en las albiminas de 30.77
y 98 kDa, mientras que en los hidrolizados de globulinas se apreciaron bandas intensas
superior a 75 kDa y otras mas tenue de aproximadamente 25 kDa. La mayor inhibicion de
la ECA en la fraccion globulinas con Flavourzima® fue a una concentracion de 2500 ppm a
los 50 min de reaccion, mostrando un valor de 90.61%, mientras que, en la fraccion
albiminas con la enzima Alcalasa® la mayor inhibicion fue con un valor de 85.74% a una
concentracion de 1000 ppm a los 50 min de reaccién. Los valores de 1Cso de la ECA fueron
globulinas hidrolizadas con Flavourzima® a los 10 min de reaccion con 0.154 mg/mL;
albiminas con Flavourzima® a los 40 min de reaccion con 0.19 mg/mL; globulinas con
Alcalasa® a los 40 min de reaccion con 1.51 mg/mL y albGminas con Alcalasa® a los 10
min de reaccién con 11.77 mg/mL. Estos resultados nos podrian indicar el posible empleo
de estos hidrolizados para el desarrollo de sistemas alimenticios que presenten actividad

antihipertensiva.
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ABSTRACT

Guerrero Martinez, M., Tecnologico Nacional de México campus Tuxtepec. Septiembre,
2023. “Obtaining protein hydrolysates from the protein fractions of Phaseolus dumosus
with antihypertensive activity”. Adviser: Dr. Juan Gabriel Torruco Uco, Co-adviser: Dra.
Betsabé Hernandez Santos, External Co-adviser: Dra. Maria de la Luz Sdnchez Mundo.

Anrterial hypertension is what has mainly caused cardiovascular diseases and the one with
the highest incidence worldwide, the causes of this pathology that includes
pathophysiological processes, lifestyle choices, environmental factors, among others, are
becoming more evident. The drugs used for its treatment produce adverse reactions in the
body, which is why Food Science has focused on the search for new alternatives of natural
origin such as legumes, due to their high protein content (20%) and from Peptides with
biological activity have been obtained as an adjunct to the treatment and/or prevention of
this pathology. Therefore, the objective of this research is to extract protein fractions from
kidney beans (Phaseolus dumosus) to obtain bioactive peptides and evaluate their
antihypertensive activity. The fat bean grains were purchased in the municipality of San
José Tenango, Oaxaca; which 100 were selected for their morphological and physical study.
The grains were dried at 50 °C/24 to obtain flour. Subsequently, a protein concentrate was
obtained by isoelectric precipitation (pH 4.3). The proximal chemical composition and
color parameters of the flour and protein concentrate were determined. The proteins were
extracted according to their solubility, albumins (ALB) soluble in water, globulins (GLB)
soluble in saline solutions, glutelins (GLT) soluble in acid and basic solutions, and
prolamins (PRL) in alcoholic solutions. The results obtained were evaluated using the
Minitab 17 statistical software, a comparison of means was made using Fisher's test with a
confidence level of 95%. In the proximal chemical composition of the flour and the protein
concentrate, protein content of 24.86% and 66.51% were obtained, respectively; the color
parameters showed an L* value of 85.45 for the flour and 63.50 for the protein concentrate.
The following results of protein content present in the protein fractions were found:
albumins 29.88%; globulins 52:68%; prolamines 12.07% and glutelins 9.71%. Albumins
and globulins were selected for their higher protein content and they were hydrolyzed with
commercial proteases (Flavourzima® and Alcalasa®), albumins hydrolyzed with
Flavourzima® presented a degree of hydrolysis (%GH) of 21.97% at 60 min of reaction

Xi
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and the globulin fraction showed a GH of 5.42% with the same enzyme at 10 min of
reaction, while those hydrolyzed with the enzyme Alcalase® the highest values were at 60
min of reaction in both fractions, Albumins: 12.90 and globulins 22.47%, respectively. The
distribution of molecular weights obtained by SDS-PAGE of the globulin fraction was
between 16.2 and 96.1 kDa; in the albumins of 30.77 and 98 kDa, while in the globulin
hydrolysates, intense bands greater tan 75 kDa and other fainter ones of approximately 25
kDa were observed. The greatest inhibition of ACE in the globulin fraction with
Flavourzima® was at a concentration of 2500 ppm at 50 min of reaction, showing a value
of 90.61%, while in the albumin fraction with the enzyme Alcalase® the greatest inhibition
was with a value of 85.74% at a concentration of 1000 ppm after 50 min of reaction. The
ICso values of the ACE were globulins hydrolyzed with Flavourzima® at 10 min of reaction
with 0.154 mg/mL; albumins with Flavourzima® at 40 min of reaction with 0.19 mg/mL;
globulins with Alcalase® at 40 min of reaction with 1.51 mg/mL and albumins with
Alcalase® at 10 min of reaction with 11.77 mg/mL. These results could indicate the
possible use of these hydrolysates for the development of food systems that present

antihypertensive activity.
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l. INTRODUCCION

Los hébitos alimenticios que hemos estado llevando en la actualidad incrementa
notablemente la probabilidad de desarrollar ciertas patologias en la vida adulta, como la
diabetes, obesidad, enfermedades cardiovasculares, cancer, estrés oxidativo, oxidacion
celular e incluso envejecimiento prematuro. Seglin los estudios de la Ciencia de la
Nutricion han observado que una alimentacion no saludable condiciona la aparicion de la
hipertension arterial, aumento del colesterol y sobrepeso (Aquino-Llave, 2017). Por ello, en
los ultimos afios la Ciencia de los Alimentos ha puesto mayor interés a las nuevas
alternativas para la obtencion de compuestos de origen natural para coadyuvar el

tratamiento y prevenir estas enfermedades.

La hipertension arterial es definida como la elevacion de la presion arterial sistolica a 140
mm Hg o mas, presion arterial diastélica a 90 mm Hg o més y est4 asociada directamente
con dafio en las arterias y los 6rganos especialmente expuestos son el corazon, rifién,
cerebro y retina, cuyo dafio es proporcional a la magnitud y a la duracién de la hipertension.
Los niveles normales de presion arterial de una persona sana son de 120/80 mm Hg
(presion sistdlica/diastdlica, respectivamente) (Pérez et al., 2017). Es importante que la
poblacion general la conozca para lograr la deteccion oportuna y asi tener mejor control. A
pesar de que la ciencia ha encontrado tratamientos farmacol6gicos mediante el uso de
medicamentos durante tiempos prolongados, se ha probado las reacciones adversas que
produce, generando otros padecimientos como alteraciones del gusto, cancer de labios,
angioedema, entre otros (Armijos et al., 2022).

Por todo lo anterior, la Ciencia en Alimentos ha estado promoviendo un nuevo concepto de
nutricion donde incluye a aquellos alimentos que presentan un potencial en el mejoramiento
de la salud y disminuye los riesgos de enfermedades, por eso muchas investigaciones se
han enfocado en la extraccion de péptidos bioactivos de fuentes vegetales, capaces de
ofrecer beneficios a la salud de los consumidores. Entre los beneficios que ofrecen estos
péptidos bioactivos es que tienen la capacidad de disminuir la presion arterial. Hoy en dia
los investigadores de Ciencias en Alimentos y la salud se han dado a la tarea de aislar y

purificar péptidos con actividad antihipertensiva desde diferentes fuentes animales y
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vegetales, siendo esta ultima la que esta cobrando mayor importancia debido a que son

materias primas que pueden obtenerse més facilmente y su costo es accesible.

Por lo que, el objetivo de esta investigacion fue evaluar los hidrolizados proteinicos
obtenidos a partir de las fracciones proteicas del frijol gordo (Phaseulus dumosus) con
actividad antihipertensiva.
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. MARCO TEORICO
2.1.Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT) constituyen en la actualidad uno de
los mayores retos que enfrentan los Sistemas de Salud a nivel mundial. Las enfermedades
cardiovasculares (ECV) son las primeras causas de muerte a nivel global. Segln las
estadisticas de la OMS, méas de 40 millones de personas mueren anualmente por ECNT y
son las principales causas de fallecimiento siendo las enfermedades cardiovasculares las

que se encuentra en primera fila con la cifra de 17,7 millones cada afio (Valdés, 2020).

Las ECV son tipos de enfermedades que afectan principalmente el corazon y los vasos
sanguineos, provocando un mal prondstico de supervivencia y elevado coste econémico.
Entre las enfermedades de tipo cardiovascular encontramos la de las arterias coronarias,
hipertensién, miocardiopatia, accidentes cerebrovasculares, entre otras. Su progresion se ha
asociado con aumento de coadgulos de sangre, depdsitos de grasa dentro de las arterias
(aterosclerosis), asi como dafio a las arterias en los 6rganos, muchas de estas enfermedades
se acompafian de una serie de dafios irreversibles que conducen a complicaciones organicas
y vasculares. Estas enfermedades cardiovasculares generalmente afectan a los adultos
mayores, presentando tasa de incidencia mas alta (Gao & Hou, 2023).

Estas enfermedades pueden ser causadas por una variedad de factores de riesgo que
provocan estrés oxidativo severo como fumar, beber en exceso, falta de ejercicio, dieta
deficiente, obesidad y falta de suefio. Esta enfermedad puede prevenirse y tratarse a traves

de una dieta adecuada y de intervenciones en el estilo de vida (Lechner et al., 2020)

2.1.1. Hipertension arterial

La hipertension arterial es una elevacion continta de la presion arterial por encima de los
limites establecidos, desde el punto de vista epidemiologico se identifica como un
importante factor de riesgo cardiovascular para la poblacion (Ocharan-Corcuera y

Espinosa-Furlong, 2016)
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Esta patologia de define como la elevacion patoldgica de la presion que ejerce la sangre
bombeada por el corazén sobre los vasos sanguineos (Hong et al., 2003) y esta asociada
con dafio en las arterias y en diversos parénquimas (conglomerados de células de igual
diametro formando meatos entre si y que pueden elaborar y almacenar sustancias). Los
niveles normales de presion arterial de una persona sana deben de ser de 120/80 mm Hg
(presion sistdlica/diastdlica) (Tabla 1). Sin embargo, una presion arterial alta se considera
cuando los niveles sobrepasan de 130/85 mm Hg de presion y es cuando se le debe prestar
atencion a la misma para ser atendida y poder controlarla antes que incremente y pueda
dafar 6rganos importantes. A niveles mayores de 180/110 mm Hg (denominada de grado 3
0 extremo) se pueden presentar en el individuo apoplejias (embolias) causando parélisis e
inclusive la muerte (Rosas et al., 2005), dicha clasificacion se describe en la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion en categorias basadas en oficina de presion arterial y definiciones de
grados de hipertension.

Clasificacion de la PA Sistélica (mm/Hg) Diastélica (mm/Hg)
Normal/Optimo <120 <80
Normal/Elevado 120-129 80-84

Alto Normal 130-139 85-89
Grado 1 140-159 90-99
Grado 2 160-179 100-109
Grado 3 >180 >110
Hipertension sistolica aislada >140 <90

Fuente: Barbos et al. (2017); Wyss et al. (2020).

2.1.2. Prevalencia de la hipertension arterial

La hipertension arterial es una de las enfermedades con mayor prevalencia en la poblacion
mundial, que se presenta en el 30 - 45% en los adultos, afectando todos los sistemas del
organismo humano, por lo que, el descuido puede provocar maltiples manifestaciones
clinicas. Esta patologia se origina por una combinacion de factores genéticos y ambientales,

de los cuales la herencia constituye del 30 al 50%. Por otro lado, recientemente se ha

6
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demostrado que la obesidad es un factor estimulante simpatica y que ciertas enfermedades
como la artritis reumatoide, que aumentan el riesgo de padecerla, asi también se debe tener
en cuenta que la hipertension arterial se puede asociar al consumo de ciertos medicamentos,
como los inhibidores de calcineurina y anticuerpos monoclonales inhibidores de factor de

crecimiento vascular endotelial (Gopar-Nieto et al., 2021).

Esta patologia no solo en muy prevalente, sino que va en aumento rapidamente, segun
estudios, se estiman que para el afio 2025 su prevalencia alcanzara >29%. Factores como el
estrés, la actividad fisica, el tabaquismo, la paridad, la diabetes mellitus, los perfiles de
lipidos y los patrones dietéticos, pueden influir en la aparicién y en el desarrollo de la

hipertension arterial (Farahmand et al., 2023).

La hipertension arterial es un factor de riesgo para el desarrollo de otras enfermedades
cronico-degenerativas como: la enfermedad coronaria, la enfermedad arterial periférica,
accidente cerebrovascular y enfermedades renales (Faradonbeh et al., 2018). El responsable
principal de regular la presion arterial es el sistema renina-angiotensina, la cual consiste en
una secuencia de reacciones disefiadas para el control de la presion arterial, por lo que,

resulta importante conocer su mecanismo.

2.2. Mecanismo renina-angiotensina-aldosterona

En las enfermedades cardiovasculares, insuficiencia cardiaca, hipertension arterial,
vasculopatias, enfermedades coronarias, el sistema renina angiotensina (SRA) su
participacion es esencial de forma particular en la regulacion de la presion arterial. Este
sistema participa en la remodelacion vascular que consiste en la capacidad de una arterial
en adaptar su tamafio estructural ante estimulos crénicos por crecimiento o reduccién del

tamafo externo para mantener un lumen funcional (Ciau-Solis y Betancur-Ancona, 2021).

El SRA tiene un importante papel en la regulacion de la presion arterial (PA) mediante la
liberacion de Ang 1l y el equilibrio hidro-salino, a través de la liberacion de aldosterona.
Generalmente, el SRA actuaria como un mecanismo de defensa que se activa en respuesta a
una hipotension hipovolémica. Cuando la PA disminuye como resultado de la restriccion de
sodio o hipovolemia, las células yuxtaglomerulares del rifién sintetizan una enzima, la

renina, que se libera a la sangre circulante (Nawaz et al., 2017).
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La renina rompe el enlace existente entre Leu-10 y Val-11 del angiotensindégeno (AGT),
glucoproteina B2 plasmatica de 453 aminoécidos (55-61 kDa) sintetizada en el higado, lo
que produce un decapéptido inactivo, siendo la Ang I, dicho decapéptido recibe la accién de
la enzima convertidora de angiotensina (ECA), secretada por las células endoteliales de los
pulmones, fundamentalmente, y de los rifidn, posteriormente esta enzima hidroliza el
dipéptido terminal His-9-Leu-10 de la Ang | y la convierte en un octapéptido activo, la Ang
I1. Esta estimula los receptores AT1 y AT2, produciendo una respuesta vasoconstrictora que
incrementa las resistencias vasculares periféricas y la PA, aumenta la actividad del sistema
simpatico, estimula la liberaciéon de vasopresina, incrementa el cronotropismo cardiaco, y
favorece la aparicién de cambios en las funciones glomerular y tubular del rifién con un
aumento en la liberacion de aldosterona por la corteza suprarrenal que es la que produce

retencion renal de sodio y agua, con lo que aumenta ain mas la PA (Ponce, 2012).

2.2.1. Enzima Convertidora de Angiotensina | (ECA-I)

La ECA es una ectoenzimametaloproteinasa de zinc dipeptidicarboxipeptidasa que escinde
el péptido histidil-leucina de la terminacion carboxilo del decapéptido DRVYIHPFHL de la
Angiotensina-I, mediante el SRA generando el octapéptido vasoconstrictor angiotensina-I1.
En el ser humano, la ECA-I se presenta en dos isoformas; la primera se denomina ECA
somatica (SECA) y se localiza en la membrana de las células endoteliales parenquimatosas.
La segunda isoforma, denominada ECA germinativa o testicular (tECA) es una enzima mas
pequefia, se localiza en las células germinativas en el testiculo y su accién esta relacionada
con la maduracion de esperma en los varones. La ECA-I posee propiedades endo y
exopeptidasa, la actividad inusual de exopeptidasa se ha observado mediante el anclaje e
hidrolisis del segundo residuo de aminoacido en la region terminal del grupo carboxilo en
una variedad de péptidos como sustrato, la bradikinina y angiotensina-1 HHL (Hipuril-L-
Histidil-L-Leucina). Se ha demostrado que un tripeptido con la region amino terminal
acilado es el mejor sustrato para la ECA-I, asi como la presencia de un residuo de
aminoacido aromatico como la Fen en la antependltima posicién confiere al péptido
sustrato una gran afinidad con la enzima. Actualmente se sabe que la actividad primaria de
la ECA es anclarse en oligopéptidos que presenten un grupo carboxilo libre con amplia

especificidad (Dominguez et al., 2012).
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La ECA desempefia un papel importante en el control de la hipertension ya que es un
componente clave dentro del sistema renina angiotensina aldosterona. La ECA convierte la
angiotensina | inactiva en angiotensina Il, un potente vasoconstrictor, dicho compuesto
inactiva la bradicinina, un vasodilatador que ayuda en la disminucién de la presion arterial.
Los inhibidores de esta enzima bloguean la produccion de angiotensina Il y previene la
constriccion de los vasos sanguineos, de esa manera reduciendo la presion arterial (Paiva et
al., 2023).

2.2.2. Tratamiento farmacoldgico de la hipertension arterial

Esta enfermedad ha sido tratada con diversos medicamentos sintéticos que inhiben a la
enzima convertidora de la angiotensina (ECA), mecanismo responsable de la alteracion de
la presion normal de la sangre, cuando esta circula a través de las venas y arterias del
cuerpo humano. Entre los medicamentos mas comunes en el mercado se encuentran los
inhibidores de la ECA, los B-bloqueadores, los diuréticos y los bloqueadores de los
receptores de angiotensina-IlI, los cuales han sido eficaces y bien tolerados en el tratamiento
de la hipertension. La farmacoterapia se recomienda en persona con presiones arteriales
>140/90 mm Hg. Los farmacos empleados para la hipertensién son considerados como
inhibidores competitivos, reversibles y de répida accion para enlazarse con la ECA-I
provocando la inhibicién. El grado de beneficio de estos farmacos va a depender de la
magnitud de la disminucién de la presion arterial, por lo tanto, la disminucién de 10 a 12
mm Hg de la PAS y de 5 a 6 mm Hg de la PAD confiere las disminuciones relativas de
riesgo de 35 a 40% para el caso de apoplejia'y 12 a 16% para cardiopatia congestiva en
término de cinco afios de haber comenzado el tratamiento (Kotchen, 2012).

Sin embargo, por su uso prolongado puede provocar reacciones adversas a la salud del
consumidor, una reaccién adversa fue definido por el Real Decreto 577/2013, como
cualquier respuesta nociva y no intencionada a un medicamento. Los medicamentos
comunmente usados para el tratamiento de la hipertension arterial, por mencionar algunos,
son el captopril y enalapril, en la Tabla 2 se presentan los tipos de alteraciones que pueden

ocasionar estos farmacos.
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Tabla 2. Trastornos susceptibles de ser producidos por farmacos.

Tratamiento Farmaco Tipo de alteracion Reaccion adversa

Enalapril Alérgica 0 Angioedema
hipersensibilidad

Hipertension
Captopril Hidroelectrolitica Hiperpotasemia

Vascular Hipotension arterial

Fuente: Pedros et al. (2014); Montané y Santesmases (2020), con modificaciones.

Las reacciones adversas a medicamentos son una causa importante de morbimortalidad y de
aumento de costes. Ocurren en el 10% de los pacientes ambulatorios, causan el 5-10% de
los ingresos hospitalarios y las presentan el 10 - 20% de los pacientes hospitalizados, lo que

hace que aumente su estancia media (Montané y Santesmases, 2020).

2.2.3. Prevencion de la hipertension arterial

Los estudios epidemiologicos demuestran que existe una fuerte asociacion entre el estilo de
vida sedentario (inactividad fisica) y los factores de riesgo cardiovascular, como la
obesidad, la diabetes y la hipertension. Estudios como el Prospective Urban Rural
Epidemiology (PURE) evaluaron el efecto de la actividad fisica sobre la mortalidad y la
enfermedad cardiovascular y obtuvieron resultados en personas sin enfermedad
cardiovascular donde observaron que hay una reduccion del riesgo relativo del 86% entre
los grupos de actividad fisica moderada frente al grupo de actividad fisica baja para el
desarrollo de la hipertension arterial, asi también el control de peso corporal es otra
estrategia eficaz para mejorar el control de la hipertension. Reportes evidencian sobre una
fuerte asociacion entre la ingesta de sodio y la presion arterial sistélica, en comunidades
que consumen mas de 5 g de sodio por dia. Ademas, se recomienda dejar de fumar, limitar
el consumo de bebidas alcoholicas y aumentar el consumo de potasio, verduras, frutas,

pescado y acidos grasos insaturados (Wyss et al., 2020).

Actualmente se ha prestado especial atencion a las nuevas alternativas para la prevencion

de las enfermedades cronicas como la hipertension arterial, estas nuevas alternativas en las

10
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Ciencias en Alimentos es en torno a las proteinas, como fuentes de produccion de péptidos

con actividades biologicas activas, incluido el efecto antihipertensivo.

2.3. El papel de las proteinas en el organismo humano

Las proteinas son las macromoléculas organicas méas abundantes en las células vivas y en el
ser humano. Desempefian funciones importantes como componentes estructurales, enzimas,
hormonas, transportadores, mensajeros, componentes del sistema inmune, entre otras
funciones (Quesada & Gomez, 2019). A nivel elemental, las proteinas contienen 50-55% de
carbono, 20-23% de oxigeno, 12-19% de nitrégeno, 6-7% de hidrégeno y por ultimo 0.2-
3.0% de azufre. La parte mas pequefia que se pueden dividir son unidades estructurales
Ilamadas aminoacidos, la diversidad funcional de las proteinas se debe especialmente a su
composicion quimica, constituidos por hasta 20 aminoacidos diferentes, estos aminoacidos
se unen via enlaces amida sustituidos teniendo parcialmente caracter de doble enlace, lo

que aumenta la complejidad estructural de las proteinas (Fennema, 1996).

La proteina supone aproximadamente el 17% de la masa corporal, a pesar de su diversidad
funcional el 25% es proteina estructural y hemoglobina. La importancia de la proteina
presente en la dieta se debe a su capacidad de aportar aminoacidos para el mantenimiento
de la proteina corporal y al incremento de esta durante el crecimiento. El aspecto mas
importante de una proteina, desde el punto de vista nutricional, es su composicién de
aminoacidos, aunque otras caracteristicas estructurales como la solubilidad y la
glicosilacion, puede afectar su digestibilidad y por lo tanto, su valor nutricional (Augustin y
De Victoria, 2006)

Diversas investigaciones compuestos y moléculas como las proteinas de cereales,
leguminosas, granos andinos y otros alimentos naturales, con propiedades de retrasar la
progresion de enfermedades inhibiendo los mecanismos fisiopatoldgicos o suprimiendo las
actividades de patégenos, entre otros, por lo que el papel que desempefian las proteinas en
el organismo humano como componentes fisiolégicamente activos se esta reconociendo
cada vez mas, principalmente por ser fuentes de péptidos biologicamente activos (Moscoso-
Mujica et al., 2017).

11
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2.4. Clasificacion de las proteinas por su solubilidad (Osborne)

Las proteinas son las moléculas organicas méas abundantes en la célula, para la extraccion
de las proteinas de una manera mas eficiente, se pueden disolver méas proteinas en una
solucion de forma que se enriquezca el medio y luego se pueda extraer, uno de los métodos
mas relevantes y que han dado buenos resultados es la solubilizacion basada en los criterios
propuesto por Osborne (Hipolito & Caballero, 2022). La clasificacion de proteinas que fue
desarrollada por Osborne en 1924 consiste en una extraccion secuencial con: agua, solucion
de sal diluida, solucion de alcohol y solucion de acidos o alcalis diluidos, al usar esta serie
de extraccion se logra la separacion de las proteinas que donde se pueden clasificar en
albuminas, globulinas, prolaminas y glutelinas, respectivamente. Las fracciones de Osborne
no proporcionan una clara separacion entre las proteinas para poder diferenciarlas de
manera bioquimica, genética o funcionalmente. La metodologia propuesta por Osborne
todavia se usa extensamente en estudios que relacionan la composicién de proteinas de
acuerdo con su funcionalidad, ya que, este método de separacion es relativamente simple
(Goesaert et al., 2005)

Para un mejor conocimiento de las proteinas de reserva va a permitir su utilizacion para
aplicaciones novedosas, como la produccién de vacunas, usos especiales, dietas para

prevenir o tratar enfermedades (Maruyama et al., 2014)

2.5. Proteinas de origen vegetal

El consumo adecuado de proteinas resulta crucial para el 6ptimo funcionamiento del
organismo, ya sea de fuente animal o vegetal. Las proteinas de origen animal son una
excelente fuente de zinc, hierro, vitaminas del complejo B y aminoacidos esenciales, sin
embargo, un alto consumo de estas proteinas se asocia a un mayor mortalidad y desarrollo
de complicaciones para la salud cardiovascular. Al consumir las proteinas de origen vegetal
es posible obtener proteinas de alta calidad mediante la combinacion de fuentes vegetales.
En ambas fuentes se pueden obtener péptidos bioactivos capaces de ejercer diferentes
actividades biolégicas como inmonumoduladores, hipocolesterolémicos, antihipertensivos,
entre otros (Quesada & Gomez, 2019). Por lo que, una dieta basada de alimentos de origen

vegetal conferiria mayores beneficios tanto para la salud como para el medio ambiente, ya
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que las evidencias de los estudios en torno a los alimentos vegetales han mostrado que tiene
un menor efecto ambiental por unidad de peso, tamafio de porcién, gramos de proteina o

energia aportada que los de origen animal (Maruyama et al., 2014).

2.6. Las leguminosas como fuentes de proteinas

La proteina que mayormente consume la humanidad es de fuentes vegetales, siendo las
leguminosas el grupo principal de estas, asi como la soya que es el cultivo mas importante,
seguida del frijol. Los granos de las leguminosas son nutricionalmente importantes, como
la principal fuente de proteinas (20 - 40%) y de bajo costo en la dieta de la poblacion
mexicana (Pérez et al., 2002). Las leguminosas son una rica fuente de proteinas, son parte
de las dietas tradicionales en la mayoria de las culturas. Ademas, tienen una huella hidrica y
de gases de efecto invernadero bajas. Las leguminosas presentan ventajas ambientales
adicionales, ya que mejoran la calidad del suelo a través de la fijacion de nitrogeno,
reducen la necesidad de fertilizantes nitrogenados, mejoran la produccion de cultivos y las
enfermedades mediante cultivos intercalados o rotacion de cultivos, por lo que son

relativamente econdmicas (Semba et al., 2021).

Las proteinas de las semillas de leguminosas son sintetizadas en el cotileddn,
proporcionando proteinas necesarias a la planta durante la germinacion y el crecimiento
como plantula. Las proteinas de almacenamiento de semillas contienen aminoacidos que
dan valor nutricional a las leguminosas. La calidad de la proteina dietética se basa en la
digestion de las proteinas y la absorcién de sus aminoacidos constituyentes y la utilizacion
de los aminoéacidos absorbidos para apoyar la sintesis de proteinas en todo el cuerpo
(WHO, 2007)

2.7. Frijol gordo (Phaseulus dumosus)

Los frijoles son un componente de importancia mundial en la dieta humana, la seguridad
alimentaria y los medios de vida (Broughton et al., 2003). EIl frijol comun, Phaseolus
vulgaris, es un cultivo basico en América del Sur, América Central y Africa, donde es una
fuente importante de proteina dietética y un objetivo de los programas de mejoramiento y
biofortificacion en curso (Gepts & Debouck, 1991; Schmutz et al., 2014).
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Si bien Phaseolus es un género grande de aproximadamente 50 especies (Delgado-Salinas
et al., 2006). Otras especies de Phaseolus, como P. acutifolius, constituyen un acervo
genético terciario porque estan relacionadas mas lejanamente, con barreras de hibridacion
sexual (Delgado-Salinas et al., 2006). Una mayor comprension de la variacién genética
dentro del acervo genético secundario puede orientar la reproduccion a traves de cruces
interespecificos y puede identificar poblaciones de prioridad de conservacion (Porch et al.,
2013). De las especies dentro del acervo genético secundario, P. dumosus (frijol de un afio)
(Figura 1) esta estrechamente relacionado tanto con P. vulgaris como con P. coccineus, que
también es un cultivo muy extendido. Sin embargo, se considera que P. dumosus es menos
diverso genéticamente que cualquiera de estas otras dos especies, lo que sugiere una
domesticacion mas reciente (Freytag & Debouck, 2002). Es importante destacar que P.
dumosus muestra caracteristicas de interés agrondémico para la adaptacion al cambio
climatico, incluida la tolerancia a condiciones humedas y de gran altitud y resistencia en el

campo al tizon de la hoja por ascochyta, antracnosis y moho blanco (Mahuku et al., 2002).

Figura 1. Frijol gordo (Phaseolus dumusus).

A diferencia de P. coccineus y P. vulgaris, los tipos silvestres ancestrales de P. dumosus se
conocen solo en las tierras altas de Guatemala, donde se cultiva cominmente. P. dumosus
silvestre muestra una morfologia intermedia con caracteristicas compartidas con P.

coccineus (raiz semituberosa, semillas grandes) y P. vulgaris (cotiledones epigeales, anteras
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intrusas). Estas caracteristicas llevaron a la sugerencia de que P. dumosus podria derivar de
la hibridacién de P. coccineus y P. vulgaris (Hernandez-Xolocotzi et al., 1959). En los
ultimos afios, la hipétesis de un origen hibrido ha recibido el apoyo de las discrepancias
observadas entre el ADN plastidico (ADNCc) y los marcadores de ADN nuclear (Spataro et
al., 2011). Tipicamente, P. dumosus se resuelve para estar mas estrechamente relacionado
con P. vulgaris cuando se usa cpDNA, pero con P. coccineus con marcadores nucleares.
También se ha propuesto que puede haber ocurrido un evento de reticulacion durante la
evolucion de P. dumosus, posiblemente también involucrando P. costaricensis (Debouck,
1999). Sin embargo, los analisis mas recientes en Phaseolus se han centrado en las
relaciones de P. vulgaris o P. coccineus, y solo se ha investigado un pequefio nimero de

individuos de P. dumosus.

Los granos de las leguminosas comestibles son nutricionalmente importantes, como la
principal fuente de proteinas (20 - 40% o mas de la ingesta diaria) de bajo costo en la dieta
de la poblacion mexicana (Pérez et al., 2002). La familia de las leguminosas y en particular
el caso de la soya, es un claro ejemplo de semillas ricas en proteina usada en la
alimentacion, y en el caso de la familia de las cucurbitaceas se puede tomar como ejemplo a
la pepita o semilla de calabaza (Cucurbita pepo), ya que la semilla contiene 31% de
proteinas, 36% de lipidos y 15% de hidratos de carbono, muy consumida en la Republica
Mexicana, aungue desperdiciada en otros paises (Martinez et al., 2011).

2.8. Hidrolizados proteicos

Generalmente las proteinas se han recuperado principalmente en forma de hidrolizados, que
se originan de las proteinas nativas como péptidos de distintos tamafios después de una
hidrolisis quimica o enzimatica (Montero-Barrantes, 2021). Los hidrolizados proteicos son
un conjunto de péptidos que tiene diferentes tamafios, los cuales son generados a partir de
la hidrolisis de proteinas, por agentes quimicos o por enzimas. Los métodos mas comunes
para la obtencion de peptidos son mediante una hidrolisis quimica, microbiana o
enzimatica, siendo la ultima que ha sido utilizada mayormente por ser un tratamiento suave,
presentando mas ventajas (Estrada, 2022; Ulug et al., 2021). En los hidrolizados proteicos

se potencian diversas caracteristicas funcionales como la viscosidad baja, alta solubilidad y
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dispersion, lo que las hace interesante en el uso como ingredientes en productos
alimenticios. Las aplicaciones mas importantes han sido como fuente de nitrogeno en la
formulacién de dietas enterales para alimentacion infantil y/o adultos enfermos. Dichas
dietas se disefian para una absorcion en el intestino sin digestion previa en el estbmago y
son esenciales en el tratamiento de pacientes con desdrdenes estomacales o problemas de la
mucosa intestinal, asi como en lactantes con sindromes de malabsorcion-malnutricion
(Benitez et al., 2008).

2.8.1. Caracteristicas de los hidrolizados proteicos

El grado de hidrdlisis es la propiedad fundamental del hidrolizado y va a influenciar de
manera importante las demas caracteristicas de este y por ende su posible uso. El grado de
hidrolisis se define como el porcentaje de enlaces peptidicos rotos en relacion con la
proteina original. Esta determinado por las condiciones utilizadas, como, la concentracion
de sustrato, la relacion enzima/sustrato, el tiempo de incubacién y las condiciones
fisicoquimicas como el pH y la temperatura, ademas la naturaleza de la enzima es otro
factor muy importante que se caracteriza por su actividad especifica y tipo de actividad.
Asi, la naturaleza de la enzima empleada no sélo va a influir en el grado de hidrélisis, sino

también en el tipo de péptidos producidos (Benitez et al., 2008).

2.9. Péptidos bioactivos

A partir de un hidrolizado proteico se producen los péptidos bioactivos, que son pequefias
cadenas peptidicas especificas, usualmente compuestos por 2 - 20 residuos de aminoéacidos,
con masas moleculares inferiores a los 6000 Da, inactivos en el interior de la proteina
precursora y tras su liberacion enzimatica, ejerce su actividad biologica. Estos fragmentos o
moléculas son capaces de atravesar la barrera epitelial pudiendo accionar en el nivel local,
gastrointestinal o sistémico. Los péptidos bioactivos pueden generarse a partir de fuentes de
proteinas de origen animal o vegetal, de tal forma que al obtenerse ejercen actividades
opiaceas, inmunomoduladores, antiinflamatorios, antioxidantes, antihipertensivos, entre
otros (Quesada et al., 2019).
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Muchos de los péptidos bioactivos son multifuncionales, es decir, tienen varios modos de
accion, por lo que ejercen mas de una actividad fisiologica. Los péptidos bioactivos
derivados de alimentos poseen un gran potencial para el desarrollo de alimentos
funcionales, nutracéuticos o ambas funciones, para la prevencién de muchas enfermedades

cronicas (Ulug et al., 2021).

2.10. Obtencion de los péptidos bioactivos

Los péptidos bioactivos son los fragmentos resultantes de un tratamiento bioquimico en las
proteinas intactas, estando inactivas dentro de la proteina precursora y que al liberarse se
activan para actuar en beneficio de la salud del organismo y presentando propiedades
relacionadas principalmente en el control de los sistemas nervioso y circulatorio del

organismo humano (Segura-Campos et al., 2013).

Anteriormente los hidrolizados proteicos se obtenian a partir de procesos quimicos, sin
embargo, se ha observado que presentan desventajas como la poca capacidad de controlar
la calidad del producto, el enorme uso de agua por los pasos secuenciales de solubilizacién,
el uso de elevadas temperaturas y altas concentraciones de acidos y bases, lo que genera
posible contaminacion ambiental y baja funcionalidad de los hidrolizados producidos, por
ello, en los Gltimos afios se ha empleado la hidrdlisis enzimética para la obtencion de
péptidos bioactivos, por sus condiciones moderadas de reaccion, homogeneidad, calidad
superior del producto y funcionalidad (Montero, 2021). El uso de las enzimas proteoliticas
para la hidrolisis ha ido incrementando y es considerado una de las técnicas mas eficiente

para la produccion de péptidos bioactivos (Chalamaiah et al., 2018).

2.10.1. Método quimico

La hidrolisis de proteinas por el método quimico ha sido utilizada por ser simple, se utilizan
los acidos o los alcalinos para escindir los enlaces peptidicos para la produccion de péptidos
y aminodcidos libres. Sin embargo, la hidrolisis por este método presenta muchas
limitaciones, como las dificultades para controlar el proceso, lo que provoca generar
resultados con composiciones quimicas variables, ademas las condiciones de temperatura y

pH que se emplean provocan malas cualidades y bajas funcionalidades. Los hidrolizados de
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proteinas de la hidrolisis acida poseen menos propiedades nutricionales en comparacion
con los producidos por enzimas, asi la hidrdlisis por método alcalino también suele dar
como resultado una disminucién del valor nutricional de los hidrolizados proteicos
generados, por eso no se prefiere hidrélisis quimica para la produccion de péptidos
bioactivos (Ulug et al., 2021)

2.10.2. Fermentacién microbiana

La fermentacion es un método que se ha empleado desde la antigiedad para la
conservacion de alimentos en donde se generan péptidos bioactivos, generalmente estos
alimentados fermentados se producen por una fermentacion natural y controlada de
bacterias éacidos lacticas, este tipo de bacterias son importantes en la produccion de
productos fermentados impartiendo propiedades nutricionales y tecnolégicas, incluido el
desarrollo de textura y sabor en los alimentos. En los productos carnicos fermentados,
durante la fermentacion conduce a una reduccion del pH, lo que inhibe el crecimiento de
microorganismos patogenos, dicha disminucion de pH afecta indirectamente la degradacion
de las proteinas al aumentar las actividades de las proteasas musculares, donde los
polipéptidos generados por las proteasas carnicas endogenas son degradados ain mas por
las enzimas bacterianas durante la fermentacién, lo que hace que se liberen péptidos
bioactivos potenciales en los productos carnicos (Wu et al., 2015; Ulug et al., 2021). La
produccién de péptidos bioactivos por el método de fermentacion microbiana es
relativamente econdémica, sin embargo, la explotacién industrial con el fin de producir
péptidos bioactivos se ve obstaculizada debido al bajo rendimiento y la falta de
especificidad de los péptidos bioactivos (Raveschot et al., 2018)

2.10.3. Método enzimatico

La hidrolisis enzimatica se ha empleado como un metodo principal para la produccion de
péptidos con actividad bioldgica y generalmente se lleva a cabo bajo condiciones
controladas (Hernandez-Ledesma et al., 2013). La produccion o “liberacion” de los
péptidos depende del sustrato con el que se esté trabajando, tipo de enzima, y condiciones
del proceso de hidrolisis, tales como temperatura, pH, tiempo de reaccion, entre otras.
(Korhonen & Pihlanto, 2006). La especificidad de la enzima afecta el tamafio y cantidad de
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los péptidos generados, asi como la composicion y secuencia de aminoacidos contenidos en
estos y por ende en su funcionalidad y bioactividad (Gomez-Guillén et al., 2011). La alta
especificidad y la falta de solventes organicos residuales y quimicos toxicos en las
preparaciones peptidicas finales hace que la hidrolisis enzimatica sea el proceso mas
preferido de las industrias alimentaria y farmacéutica para la produccion de péptidos con

actividades bioldgicas (Murciniak et al., 2018).

Actualmente se han empleado la hidrolisis secuencial de proteinas haciendo el uso de una
combinacion de enzimas proteoliticas para la produccion de fragmentos mas pequefios, Si
las condiciones Optimas de hidrdlisis son similares, se pueden afiadir enzimas
simultdneamente o de forma secuencial. Los péptidos bioactivos generados por hidrolisis
enzimatica, empleando enzimas de calidad alimentaria generalmente son reconocidos como

seguros (Ulug et al., 2021).

Los hidrolizados enzimaticos han sido utilizados para muchos propositos, tales como
mejorar y/o modificar las propiedades funcionales de productos alimenticios, en la
formulacién de productos farmacéuticos y de aplicacion clinica especifica, asi como para
reducir la alergenicidad de la proteina y en la obtencién de péptidos bioactivos (Tardioli et
al., 2003). Durante la hidrolisis de las proteinas, la eleccion de la enzima y las condiciones
del proceso influyen en la composicién de péptidos en el hidrolizado y por lo tanto en sus
propiedades funcionales (Van der Ven et al., 2002). Atendiendo a su grado de hidrolisis
(GH), los productos proteinicos pueden ser clasificados en hidrolizados parciales (GH
10%), cada uno de ellos presenta propiedades especificas que afectan a su utilizacion
(Vioque et al., 2006).

2.11. Enzimas empleados en la obtencion de hidrolizados proteicos

Actualmente se encuentran disponibles comercialmente muchas proteasas de grado
alimenticio, que pueden ser clasificadas por su origen (animal, vegetal, bacteriano o
fangico), por su modo de accion catalitica (endo-exo-actividad) o por su sitio catalitico. Las
endopeptidasas hidrolizan enlaces amidicos dentro de la cadena de la proteina, mientras que

las exopeptidasas eliminan aminoécidos terminales. Las primeras enzimas proteoliticas
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utilizadas en la industria alimentaria fueron proteasas pancreaticas de origen animal
(Benitez et al., 2008). Las proteasas de origen vegetal como la papaina o las de origen
animal, como la pepsina, tripsina y quimotripsina (enzimas gastrointestinales) son las
enzimas comerciales mas utilizadas para la hidrolisis de proteinas de productos y
subproductos pesqueros (Gomez-Guillén et al., 2010). Las enzimas de origen microbiano
(provenientes de hongos y bacterias, grado alimentario) como Alcalasa®, Flavourzima®,
Properase® y Termolisina también han sido aplicadas para generar péptidos bioactivos.
Estas enzimas, en comparacion con las enzimas derivadas de plantas o animales, ofrecen
muchas ventajas, incluyendo una amplia variedad de actividades cataliticas, actividad a un
amplio intervalo de pH, estabilidad a diferentes temperaturas, son de bajo costo, seguras y
generan altos rendimientos en poco tiempo (Herndndez-Ledesma et al., 2013). Algunas

enzimas comerciales de grado alimenticio se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Enzimas disponibles comercialmente de grado alimenticio

Temperatura
Nombre Origen Fuente (°C) pH
Tripsina Animal Porcino, bovino 30 - 60 7-9
Alcalasa Bacillus licheniformis 50 - 60 6-10
Bacteriana
Flavourzima Aspergillus oryzae 7
Papaina Papaya 40-75 5-8
Plantas
Bromelina Pifia 20 - 65
Flngica Newlasa Rhizopus sp 40 - 50 3-6

Fuente: Benitez et al. (2008).

2.11.1. Alcalasa

La enzima alcalasa es de origen bacteriano con actividad endopeptidasa, la cual ha sido
ampliamente utilizado para la produccién de péptidos bioactivos. Se reporta que esta

enzima, en el contexto de las proteasas, presenta una alta eficiencia en la hidrdlisis de
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diferentes proteinas para obtener péptidos bioactivos. Esta enzima es capaz de reconocer
mas sitios aminoacidicos, lo que lleva a un hidrolizado con muchos péptidos de menor
tamario (Zhu et al., 2022).

La alcalasa es una enzima proteolitica que se produce por fermentacion sumergida de
Bacillus licheniformis seguida de purificacion y formulacion. Hidroliza eficazmente las
proteinas dentro de un amplio rango de temperatura y pH de 45 - 65 °C y 7.5 - 9.5,
respectivamente. Dependiendo del tipo de sustrato (Zapata et al., 2019). Tiene amplias
aplicaciones en el campo de la industria alimentaria, médico, de los detergentes, en la

hidrélisis de proteinas de origen vegetal o animal, entre otros.

2.11.2. Flavourzima

La proteasa flavourzima es un preparado enzimatico bioldgico refinado por la biotecnologia
moderna, que contiene dos tipos de enzimas activas: una endopeptidasa y otra
exopeptidasa, y se ha utilizado para mejorar la calidad de los alimentos. La exopeptidasa
realiza principalmente la actividad liberando un aminoacido desde el final de la cadena
polipeptidica cada vez, lo que degrada por completo los péptidos amargos en aminoacidos y
péptidos de menor peso molecular, reduce el amargor y realza o mejora el sabor de los
hidrolizados (Qu et al., 2023).

2.12. Actividad bioldgica de los péptidos bioactivos

Los péptidos bioactivos, siendo polimeros cortos que constan de 2 a 20 aminoacidos con
bajo peso molecular y como se ha citado anteriormente, estos son obtenidos mediante
procesos de hidrolisis enziméticas, fermentacion u otras tecnologias emergentes. Los
péptidos que son liberados pueden exhibir actividad bioldgica que podrian ofrecer varios
beneficios para la salud. Desde hace afios se han realizado investigaciones sobre la
produccion y caracterizacion de peptidos bioactivos con diferentes propiedades como,
antioxidantes, antimicrobianas, antiinflamatorias y antihipertensivas, entre otras (Lopez-
Pedrouso et al., 2023).
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2.13. Péptidos antihipertensivos

El efecto antihipertensivo de péptidos derivados de proteinas de leguminosas ha sido
demostrado en distintos estudios in vitro e in vivo. Concretamente, se han identificado
secuencias procedentes de globulinas capaces de inhibir la enzima convertidora de
angiotensina (ECA). Aungue se desconoce el mecanismo exacto de inhibicion, la mayoria
de los estudios indican que los péptidos identificados hasta el momento son principalmente
inhibidores competitivos del extremo o dominio C-terminal de la ECA. Por ejemplo, se ha
identificado el péptido KEDDEEEEQGEEE, liberado durante la fermentacion de guisante
con Lactobacillus plantarum 299v el cuél poseia aminoacidos cargados capaces de quelar
el tomo de zinc del centro activo de la ECA (Durak et al., 2013) reduciendo su velocidad

catalitica para hidrolizar la angiotensina | (Aluko, 2015).

La actividad inhibitoria de la ECA de hidrolizados de guisante obtenidos con termolisina se
relaciond directamente con la represion de la expresion de la enzima renina y la
disminucion de los niveles plasméticos de angiotensina Il y la disminucion de la PAS y
PAD en ratas Han:SPRD-cy, modelo animal con enfermedad renal crénica (Li et al., 2011).
Estudios sobre modelos de relacion estructura-actividad cuantitativos (QSAR, por sus
siglas en inglés) han establecido algunas caracteristicas estructurales que poseen los
péptidos inhibidores de la ECA. Asi, por ejemplo, la presencia de aminoacidos con residuos
hidrofébicos en los dltimos 3 amino&cidos del extremo C-terminal ha sido asociada a
péptidos con alta actividad inhibidora de la ECA (Shahidi y Zhong, 2008). Estudios de
cristalografia han demostrado que péptidos de gran tamafio no logran introducirse en el
centro activo de la ECA (Natesh et al., 2003) lo que significa que péptidos con secuencias
cortas de entre 2 y 12 residuos de aminoacidos poseen una potente actividad inhibitoria de
la ECA (Hernandez-Ledezma et al., 2011).
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ANTECEDENTES
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I1l.  ANTECEDENTES

Desde afios anteriores, diversas investigaciones se centran en la obtencion de componentes
bioactivos a partir de fuentes vegetales que poseen diferentes actividades bioldgicas, como

las que se citan a continuacion.

Moscoso et al. (2017), realizaron el fraccionamiento y caracterizacion electroforética de las
proteinas de la semilla de kafiihua de las variedades Ramis y Cupi-Sayhua, a través de la
evaluacion de cinco técnicas de fraccionamiento proteico, segun la solubilidad de Osborne,
considerando solventes, metodologias y tiempo de extraccidn, para obtener fracciones
proteicas con mayores contenidos proteinicos y rendimientos porcentuales, que incentiven a
investigaciones posteriores a desarrollar nutracéuticos ricos en péptidos bioactivos. Como
resultados obtuvieron que el contenido proteinico de la harina integral de kafihua fue
mayor en la variedad Cupi-Sayhua con un valor de 18.7% y en la variedad Ramis con
16.2%. EI contenido proteico mayoritario de las fracciones proteicas extraidas a partir de
las harinas fue encontrado en las albuminas + NNP (4.4%), seguida de las globulinas
(2.8%), glutelinas (2.2%), y finalmente las prolaminas (1.0%). El perfil electroforético
mostré patrones similares en nimero de bandas y diferentes en concentracion en ambas
variedades. En la fraccion albuminas presentaron regiones de polipéptidos entre 5y 95 kDa
y en la globulina 7S present6 regiones entre 4 y 92 kDa, y en globulina 11S entre 4 y 37
kDa.

Hanafi et al. (2018), investigaron la actividad inhibidora de la enzima convertidora de
angiotensina-1 (ECA) de hidrolizados proteicos de soya verde (Glycine max). En la
obtencion de los hidrolizados proteicos se emplearon cuatro diferentes proteasas de grado
alimenticio, siendo éstos alcalasa, papaina, flavourzima y bromelina. El hidrolizado
proteico obtenido con alcalasa fue la que mostré mayor actividad inhibidora de la ECA con
un valor de ICso = 0.13 mg/mL con un tiempo de hidrolisis de 7 h, seguido de papaina con
un ICso de 0.20 mg/mL con un tiempo de 5 h, ademas la bromelina con un ICso de 0.36
mg/mL con un tiempo 6 h y por Gltimo empleando la enzima Flavourzima mostré un 1Cso

de 1.14 mg/mL con un tiempo de hidro6lisis de 6 h.
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Yang et al. (2022), estudiaron tres fuentes vegetales: frijol mungo, mani bambara y
guisante amarillo. Su objetivo fue comparar las propiedades de estabilizacion de espuma de
globulinas y albiminas extraidas de tres fuentes de leguminosas y evaluar la efectividad de
la purificacion de proteinas caracterizando las fracciones proteicas de las leguminosas
estudiadas empleando electroforesis SDS-PAGE en condiciones reductoras, dando lugar a
la formacion de subunidades proteicas y mondmeros. Para la extraccion de las fracciones
proteicas, como proteinas de almacenamiento emplearon la clasificacion de Osborne, las
solubles en agua (albuminas), solubles en soluciones salinas (globulinas), solubles en
alcohol (prolaminas) y solubles en solucién acida o alcalina diluida (glutelina). Como
resultados obtuvieron que los extractos de globulinas tenian contenidos de proteinas que
oscilaban entre el 78 y 86.3%, mientras que los extractos de albUiminas tenian purezas
proteicas mas bajas que oscilaban entre el 47.6 y 57.7%. La fraccidn albaminas presentaron
bandas oscuras de pesos moleculares entre 23 y 26 kDa. Algunas globulinas presentaron
bandas de baja intensidad similares a las de las fracciones de albumina, lo que indic6 una
baja presencia de albiminas, mientras que las bandas con mas intensidad y con pesos
moleculares mas altos las presentaron la fraccion globulinas con pesos que oscilaban entre
20-70 kDa.
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JUSTIFICACION
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IV. JUSTIFICACION

En las Gltimas décadas y a nivel mundial las enfermedades cardiovasculares han ido en
aumento y aunque actualmente se cuenta con tratamientos con productos farmacoldgicos, a
la larga puede ocasionar problemas secundarios en la salud del consumidor, en los Gltimos
afios se han buscado nuevas alternativas que ayuden a disminuir el desarrollo de estas
enfermedades desde los componentes de origen vegetal e incorporarlos en un producto
alimenticio, para tener una mayor accesibilidad sobre ellos. Existen reportes donde se han
empleado granos de leguminosas para obtener compuestos bioactivos con propiedades
funcionales y nutraceuticas. Por otro lado, en nuestro pais contamos con una gran variedad
de vegetales comestibles que no han sido caracterizados quimica y funcionalmente, pero
siempre han estado presente en la dieta del hombre, entre estas fuentes no estudiadas se
encuentran las leguminosas como el frijol gordo (Phaseolus dumosus), que representa uno
de los alimentos de mayor importancia en la zona baja de la region de la Cafiada, del estado
de Oaxaca, ademas se sabe que las leguminosas son fuente importante de nutrientes
valiosos, principalmente de proteinas y sobre todo de bajo costo, por eso los investigadores
le han puesto especial interés en su estudio para un mayor aprovechamiento. Es por ello,
por lo que en esta investigacion se propuso utilizar la variedad del frijol gordo (P. dumosus)
como fuente de proteinas para identificar sus fracciones proteicas y realizar hidrolizados
proteicos empleando enzimas comerciales para posteriormente evaluar su efecto
antihipertensiva via in vitro, con la finalidad de que estos hidrolizados puedan ser una

alternativa para su incorporacion en nuevos sistemas alimenticios.
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V. OBJETIVOS
5.1. Objetivo General.

Obtener los hidrolizados proteinicos a partir de las fracciones proteicas del frijol gordo
(Phaseolus dumosus) con actividad antihipertensiva.

5.2. Objetivos Especificos.

1. Caracterizar morfoldgica y fisicamente los granos del frijol gordo (Phaseolus dumosus).

2. Caracterizar quimicamente la harina y concentrado proteico del frijol gordo (Phaseolus
dumosus).

3. Obtener las fracciones proteicas (albuminas, globulinas, prolaminas y glutelinas) del
concentrado proteico del frijol gordo (Phaseolus dumosus) de acuerdo con su
solubilidad.

4. Determinar los pardmetros de color de la harina y concentrado proteico del frijol gordo
(Phaseolus dumosus).

5. Realizar el perfil electroforético SDS-PAGE de las fracciones proteicas del frijol gordo
(Phaseolus dumosus).

6. Evaluar las cinéticas de hidrolisis enzimética extensivas empleando enzimas
comerciales (Alcalasa® y Flavourzima®) de las fracciones proteicas del frijol gordo
(Phaseolus dumosus) a diferentes tiempos de reaccion.

7. Evaluar la actividad antihipertensiva in vitro de los hidrolizados proteicos obtenidos de
las fracciones proteicas del frijol gordo (Phaseolus dumosus).
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IV. MATERIALES Y METODOS
4.1. Materia primay reactivos

El frijol gordo (Phaseulus dumosus) fue adquirido directamente con los pequefios
productores de la comunidad de Cerro Ocote, Llano de Arnica, San José Tenango,
Teotitlan, Oaxaca, Mexico. Posteriormente fueron trasladados al Laboratorio de Ciencias de
los Alimentos del Tecnolégico Nacional de México campus Tuxtepec donde fueron

procesados.

Todos los reactivos que se ocuparon en esta investigacion son marcas reconocidas tales
como Sigma Aldrich, J. T. Baker (Phillisburg, NJ, USA). Se emplearon las enzimas
Flavourzima® y Alcalasa®, que fueron adquiridas de los laboratorios Sigma Aldrich (Sigma
Chemical Co. St. Louis, Mo, USA).

4.2. Caracterizacion morfologica y fisica

Se utilizd el método descrito por Mpotokwane et al. (2008) para determinar las
dimensiones lineales de los granos del frijol gordo. Se determiné la longitud (L), ancho
(W), el espesor (T) y el peso a 100 granos seleccionados de forma aleatoria. A partir de
dichas dimensiones se calculé el diametro geométrico (Dg), didmetro aritmético (Da) por
las ecuaciones propuestas por Bahnasawy (2007) y la esfericidad (¢), utilizando la

ecuacion propuesta por Mohsenin (1986).

1
D,=(LWT)/3 Ec. 1.
D, = w Ec. 2.
1
/
—UWD 5B 100 Ec. 3.

El volumen (V) se calculé usando la ecuacién dada por Mohsenin (1986).
Ecuacion 4:

4
37 (Lb.t)

Vu (em?) = 1000
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La relacion de aspecto (R) se determind por la siguiente relacion (Maduako y Faborode,
1990).

R= %xwo Ec. 5.

4.3. Obtencion de la harina de frijol gordo.

Para obtener la harina del frijol gordo se utilizé el método de Cruz-Cervera et al. (2010)
con algunas modificaciones. Los granos de frijol gordo se secaron en una estufa Binder
mod. ED 115, Germany a una temperatura de 50 °C durante 24 h. Posteriormente estos
fueron sometidos a un quebrado en un molino Grinding modelo 4-E (Quaker City, USA),
una vez que los granos estaban quebrados fue necesario someterlos otras 12 h de secado
con la finalidad de alcanzar una humedad menor al 11% y asi garantizar la calidad de la
harina. Estos granos quebrados se pasaron a un molino de café marca KRUPS® acero
inoxidable modelo GX410011V. La harina obtenida se pas6 en un tamiz con una apertura
de malla de No. 80 (0.177 mm) y se almacend a temperatura ambiente en un recipiente

cerrado de plastico hasta el momento de su utilizacion.
4.4.  Obtencidn del concentrado proteico del frijol gordo.

Para obtener el extracto proteico, primero se determind el punto isoeléctrico de las
proteinas del frijol gordo con el método de precipitacion isoeléctrica reportado por
Bernardino-Nicanor et al. (2014) con algunas modificaciones, el cual consistié en dos
pasos: en el primero se determind el pH de maxima solubilidad de las proteinas y en el
segundo se determind el pH de maxima precipitacion.

Se prepard una disolucion con harina de frijol gordo y agua destilada en una relacién 1:14
(p/v), se ajustd el pH con NaOH (1 N) en el intervalo de 9 a 12, se centrifugdé a 10 °C
durante 30 min a 3500 rpm para encontrar el pH de maxima solubilidad mediante la
determinacion de proteina en el sobrenadante por el método de Lowry, encontrando el
sobrenadante adecuado se ajustd el pH en un intervalo de 3 a 5 con HCI (1 N), el punto

isoeléctrico de las proteinas fue aquel pH donde se obtuvo la menor concentracién de
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proteinas en el sobrenadante. Una vez ajustado el pH se dejo precipitar la proteina,
posteriormente se centrifugd a 3500 rpm por 30 min a 10 °C. Se recuperd el precipitado y
se realizaron 5 lavados con agua desionizada. El precipitado fue secado en una estufa a 45
°C durante 12 h. Una vez seco el extracto se paso por una molienda para obtener un polvo

fino y fue almacenado hasta su utilizacion.
4.5.  Determinacién de proteinas por el método Lowry

La cuantificacion de proteinas presente en los sobrenadantes fue determinada por el método
de Folin-Lowry, asi también para las fracciones proteicas, siguiendo la técnica reportada
por Garcia & Rojas, (1985).

Este método consta de dos etapas

1) Los iones Cu?*, en medio alcalino, se unen a las proteinas formando complejos con los
atomos de N de los enlaces peptidicos. Estos complejos Cu?* proteina tienen un color
azul claro. Ademas, provocan el desdoblamiento de la estructura tridimensional de la
proteina, exponiéndose los residuos fendlicos de tirosina que van a participar en la
segunda etapa de la reaccion. EI Cu?* se mantiene en solucion alcalina en forma de su
complejo con tartrato.

2) La reduccién, también en medio basico del reactivo de Folin-Ciocalteau, por los grupos
fendlicos de los residuos de tirosina presentes en la mayoria de las proteinas, actuando
el cobre como catalizador. El principal constituyente del reactivo de Folin-Ciocalteau es
el acido fosfomolibdotungstico, de color amarillo, que al ser reducido por los grupos

fenolicos da lugar a un complejo de color azul intenso.
Se procedi0 a preparar los reactivos:

1. Solucién Standard de seroalbumina bovina (1 mg/mL)
2. Muestra problema de concentracion desconocida
3. Reactivo de Lowry, compuesto de tres soluciones que se mezclaron en el momento de

su utilizacion:

A: carbonato sddico al 2% en NaOH 0.1 M (0.4 g de NaOH / 100 mL)
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B: sulfato caprico al 1%

C: tartrato sodico-potéasico al 2%
e En el momento de su uso se mezclan 50 mL de Acon 0.5 mL de By 0.5mL deCy se

forma el reactivo de Lowry.

e Reactivo de fenoles de Folin-Ciocalteau se prepard a una relacion de 1:4

Se realizo la curva de calibracién como se indica en la Tabla 4 segln las cantidades

correspondientes de cada reactivo.

Tabla 4. Curva de calibracion para la determinacion de proteinas.

Tubos
Componentes
0 1 2 3 4 5
Albdamina (mL) 0.0 0.2 0.3 0.4 0.6 0.8
Agua (mL) 1 0.8 0.7 0.6 0.4 0.2
Reactivo de Lowry (mL) 5 5 5 5 5 5

Se agit6 enérgicamente en un vortex y se dejo reposando durante 15 min.

Folin-Ciocalteau (mL) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

Se agitd enérgicamente en un voértex y se dejé reposando por 30 min. Se procedio a leer

a una absorbancia de 660 nm.
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a) Cuantificacion de proteina de la muestra

Para la determinacion de proteinas de la muestra problema se realiz6 de acuerdo a lo

descrito en la Tabla 5.

Tabla 5. Cuantificacién de proteina de la muestra.

Tubo Cantidades
Muestra problema (mL) 0.3
Agua destilada (mL) 0.7
React. De Lowry (mL) 5

Se agitd vigorosamente y se dejé reposando por 15 min, una vez transcurrido ese
tiempo se procedio a agregar 0.5 mL de la solucién Folin-Ciocalteau, se agito y se
esperd otros 30 min de reposo, finalmente se ley6 a una absorbancia de 660 nm.

4.6.  Andlisis quimico proximal de la harina desgrasada y concentrado proteico.

Se realizé el andlisis quimico proximal a las harinas y concentrados proteicos de semillas
de frijol gordo, por triplicado de acuerdo con los métodos de la AOAC (2012); humedad
(925.10), cenizas (923.03), proteinas (960.59), grasas (920.39), fibra cruda (962.09) y el
extracto libre de nitrégeno fue calculado por diferencia. La descricién de la metodologia del

AQP no es necesaria en una tesis de Maestria.
4.7.  Obtencidn de las fracciones proteicas del frijol gordo.

Se utiliz6 el concentrado proteico para la extraccion de las fracciones proteicas con base al
criterio de solubilidad de acuerdo al método propuesto por Osborne 1924, adaptado por
Teniente et al. (2014). La extracciéon se realizO de manera secuencial partiendo de las
albiminas. La fraccion de albuminas fue extraida con agua en una proporcion de 1:10 (p/v)
con agitacion constante por 2 h a 4 °C. La suspension se centrifugo a 3500 rpm durante 30
min y el sobrenadante conteniendo la fraccion de albdminas fue almacenado a 4 °C hasta su

utilizacion. Para la extraccion de globulinas el precipitado fue resuspendido en una solucion
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de NaCl al 10% pH 7.0 y se mantuvo en agitacion continua durante 2 h a 4 °C. La
suspension fue centrifugada y las globulinas presentes en el sobrenadante fueron
almacenadas. Se resuspendio el precipitado en isopropanol al 70% y la suspension se agitd
durante 2 h a 4 °C, se centrifugd y el sobrenadante correspondié a la fraccion de
prolaminas. Finalmente, la fraccion de glutelinas fue extraida resuspendiendo el precipitado
de la fraccion anterior en NaOH al 0.1 M. Las fracciones fueron guardadas a 4 °C hasta su
utilizacion. El contenido proteico presente en cada fraccion fue cuantificado por el método
de Lowry.

4.8. Determinacion de color de la harina y concentrado proteico del frijol gordo

El color se determind usando un colorimetro UltraScan® Vis (HunterLab, Hunter
Associates Laboratory Inc., 11491 Sunset Hills Road, Reston, Virginia U.S.A). El equipo
instrumental fue calibrado con un estandar blanco. Se obtuvieron los valores L*
(Luminosidad), a* (+rojo, -verde) y b* (+amarillo, -azul). La diferencia de color total AE
fue calculada como: AE = [(AL)? + (Aa)? + (Ab)?]?, donde AL, Aa y Ab representan la
diferencia entre el valor L*, a* y b* respectivamente, entre el estandar y la muestra (Wani
et al., 2013). Para la obtencion de la paleta y el codigo de color se emple6 el motor de
busqueda EasyRGB (2020).

4.9.  Patron electroforético (SDS-PAGE) de las fracciones proteicas e hidrolizados

proteicos del frijol gordo (Phaseolus dumosus).

Las muestras de proteinas solubles totales de la harina y de hidrolizados proteico del frijol
gordo fueron analizados utilizando un sistema discontinuo SDS-PAGE, siguiendo la
metodologia de Laemmli (1970). Las muestras fueron aplicadas en un gel de poliacrilamida
al 15% (SDS-PAGE). La electroforesis se realiz6 en una cdmara electroforética de tipo
vertical Migthy Hoefer (Mini-PROTEAN® Tetra (BIO-RAD), Singapore), durante 1 h 'y 30
min para lo cual se usé una corriente constante de 20 miliamperios. Se procedio a preparar

los siguientes reactivos:

a) Regulador Tris 3 M pH 8.8
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Se peso6 36.3 g de Tris y se midi6 0.46 mL de TEMED, los cuales se disolvieron con agua
desionizada (60 mL aproximadamente). Se ajust6 el pH a 8.8 con HCI diluido y se aforé a

un volumen final de 100 mL. Se guardo en refrigeracion.
b) Regulador Tris1 M pH 6.8

Se pes6 5.98 g de Tris y 0.46 mL de TEMED. Se diluyeron con agua desionizada (70 mL
aproximadamente). Se ajusto el pH a 6.8 con HCI diluido y se aforé a un volumen final de
100 mL. Se guardo en refrigeracion.

c) Solucion de SDS al 0.21%

Se procedié a pesar 0.21 g de SDS para disolver en agua desionizada hasta un volumen de
100 mL. Se puede almacenar en refrigeracion.

Solucién Stock de Acrilamida-Bis al 30% (Solucién para el gel separador y el gel

concentrador)

Se pesd 29.2 g de acrilamida y 0.8 g de Bis-acrilamida. Se disolvié la acrilamida en
aproximadamente 70 mL de agua desionizada con agitacion. Se agregaron los 0.8 g de bis-
acrilamida y se disolvié con agitacion constante, finalmente se afor6 a 100 mL. Si se
observan solidos es necesario pasarlo a través de un filtro Millipore HA-0.45 p y se

conservo en frasco ambar.
d) Regulador de electrodos

Se pesaron 6.05 g de Tris, 28.8 g de glicina, 2 g de SDS, se disolvieron a un volumen final

de 2 L aun pH de 8.3. Se almacend en refrigeracion.

Posteriormente se prepararon los amortiguadores de las muestras de acuerdo a la Tabla 6.

Tabla 6. Preparacion de amortiguadores para las muestras

Amortiguador
Laemmli 2x ~ Amortiguador con  Amortiguador con
(con SDS + 2- SDS, sin 2-Me 2-Me, sin SDS
Me)

Componentes
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Amortiguador 11 (4x) 5mL 5mL 5mL
SDS al 20% 2mL 2mL -

Glicerol 2 mL 2 mL 2 mL
2-Mercapto 1mL - 1mL
Azul de bromofenol 1mL 1mL 1mL
H20 desionizada - 1mL 2 mL

Nota: las rayitas marcadas dentro del cuadro se sustituyen por agua desionizada
e) Azul de Comassie R-250

Se procedio a pesar 1.25 g de azul de Comassie R-250 en 500 mL de SInG. Donde SInG =
400 mL de metanol, 70 mL de &cido acético y 530 mL de HO.

f) SDSal 20%

Se pes6 20 g de SDS y se disolvio en 100 mL de agua destilada.
g) Azul de Bromofenol al 0.02%

Se pes6 0.02 g de azul de bromofenol y se diluy6 en 100 mL de agua destilada.
h) Preparacion de los geles:

Gel separador al 11% de acrilamida:

e 16mLdeSDSal0.21%
e 1.2mL deTris3Mph8.8
e 3.6 mL de acrilamida:Bis

e 54.4 uL de persulfato de amonio al 12.5%

Nota: si se prefiere hacer mas concentrado el gel, sdlo se cambia la cantidad de acrilamida
mediante una regla de tres, lo demas queda igual.

Gel concentrador al 6% de acrilamida
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e 2.4 mL de SDSal 0.21%

e 0.75mLdeTRIS1MpHG.8

e 1.5mL de Acrilamida-Bis

e 81.6 pL de persulfato de amonio al 12.5%

Procedimiento para tefiir y destefiir los geles de electroforesis

e Se adicion6 aproximadamente 100 mL de solucién de acido tricloroacético al
12.5%.

e Seagito a 30 rpm durante 30 min.

e Se hicieron lavados con agua destilada (puedes usar agua de la llave) cada 15 min
durante 1 h, hasta igualar el pH del agua.

e Se hizo la tincion con azul de Comassie por 3 6 4 h en el mismo dia (0 puedes
dejarlo toda la noche).

e Al término de la tincion se devolvio la solucion tefiidora a su botella.
Posteriormente se lavo el gel con agua destilada (o agua de la llave).

e Se adiciond la solucion de etanol al 50% (Solucién 1) y se agitdé por 15 min, al
término de lavar con agua se repitié dos veces mas. En la ultima adicion de etanol al
50% ya no se lavé con agua.

e Si planeas dejar el gel toda la noche, poner la solucion Il (etanol al 5% y acido
acético al 7 y 88% de agua destilada) dejar en agitacion y al dia siguiente hacer un
ultimo lavado con la solucion IV (metanol al 25% y &cido acético al 10 y 65% de
agua destilada) durante 30 min.

e Si no planeas dejarlo toda la noche poner la solucion Il (etanol al 30%, acido
acético al 7 y 63% de agua destilada) durante 30 min de agitacion. Si el gel se ve
todavia azul, tirar la solucién y poner mas solucion Il por otros 30 min en
agitacion.

e Por ultimo, se puso la solucion 1V durante 30 min con agitacion. Si todavia se veia
azul se coloco nuevamente la solucion 1V (esta parte es opcional ya que por lo

general los geles quedan bien destefiidos en la solucién I11.
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4.10. Hidrolisis de las fracciones proteicos

Para la hidrdlisis del concentrado proteico se utilizé el método empleado por Vercruysse et
al. (2005), con algunas modificaciones. Para el cual se empled un disefio de blogues
aleatorios, donde los bloques fueron las enzimas comerciales Flavourzima® y Alcalasa®,
con el tiempo de reaccion como factor a evaluar y como variable de respuesta el grado de
hidrélisis. Cada enzima se evalud de manera individual. Por lo que el proceso de digestion
se realizd bajo las siguientes condiciones: para la Flavourzima® el pH se ajustd a 7 con
NaOH (1 M) y se incubd por 90 min a una temperatura de 55 °C con una relaciéon 1/1
(enzima/sustrato). Por otra parte, el pH de la Alcalasa® se ajustd a 8 con NaOH (4 M) y se
incub6 durante 90 min a una temperatura de 55 °C. La hidrdlisis se realiz6 en un vaso de
precipitado de 1000 mL, el cual fue equipado con un agitador magnético, termoémetro y un
electrodo para mantener un control sobre la temperatura y pH de la reaccion. En ambos
casos se tomaron muestras a los 10, 20, 30, 40, 50 y 60 min de reaccion. La hidrdlisis se
detuvo por calentamiento a 85 °C por 15 min a bafio maria. Todas las muestras se
centrifugaron en una centrifuga (Hettich zentrifugen, Rotina 380 R, Alemania) a 4500 rpm
durante 15 min a 4 °C, y el sobrenadante se filtro y se almaceno a una temperatura de 10 °C

hasta su utilizacion.

4.10.1. Determinacion del grado de hidrolisis (%0GH)

El porcentaje del grado de hidrolisis (%GH) se determind por el método de ortoftaldehido
(OPA, por sus siglas en inglés) siguiendo la metodologia de Nielsen (2001). Este método se
basa en la reaccion entre los grupos amino y el OPA en presencia de un grupo tiol,
formando un compuesto colorido detectable a 340 nm. Se preparé 200 mL de reactivo OPA,
para ello se pesaron 7.620 g de Sodio tetraborato decahidratado (Borax) y 200 mg de sodio
dodecilsulfato (SDS) y se diluyeron en aproximadamente 150 mL de agua destilada en un
vaso precipitado de 500 mL, con un agitador magnético y a temperatura aproximadamente
de 50 °C para facilitar la disolucion. Paralelamente se pes6 160 mg de O-ftaldialdehido
(OPA) vy se disolvio en 4 mL de etanol al 99% en un vaso de 10 mL con una barra de
agitacion. Se requiere que ambas mezclas estén completamente disueltas antes de continuar.
La solucion de OPA fue transfererida cuantitativamente a la mezcla de Borax con SDS.
Finalmente, se agregaron 176 mg de ditiotreitol (DTT) a la mezcla. Se esper6 que se
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disolviera todo y que no quedaran rastros de los reactivos iniciales y se procedié a aforar a

200 mL con agua destilada. Posteriormente se envasé en una botella &mbar.

Para el estdndar de serina se prepar0 pesando 10 mg de serina en 100 mL de agua
desionizada. Para calibrar la solucion de OPA previamente preparada se realizé una curva
de calibracion con el estandar de serina. El estandar de serina se prepar6 en diluciones entre
0 y 100 mg/L y se obtienen absorbancias aproximadas entre 0 y 0.7000 nm
respectivamente. Para obtener la absorbancia se procedié a tomar 200 uL de uno de los
estandares de serina y se le agreg6 1.5 mL de reactivo OPA se esper6 2 min para leer a 340

nm en el espectrofotdmetro.

Una vez construida la curva de calibracion con serina, se procedio a medir la cantidad de
grupos aminos libres mediante el reactivo OPA. Los tubos de ensaye para el analisis
consistieron en triplicados de estandar (serina), blanco (agua) y muestra (hidrolizado). A
cada tubo se agregaron 3 mL del reactivo OPA y 400 pL de la muestra, del blanco o del
estandar, se mezcld por 5 s en un voértex y después de 2 min de reaccion se realizé la

medicién de la absorbancia a 340 nm en un espectrofotometro UV-Visible.
Se calcul6 con las siguientes formulas:

Determinacion de h,

Serina NH, = ZZ:’:‘::Z‘::Z:::I’ZZZ + 0. 9516@ + %gproteina Ec. 6.
Serina NH2 = meqv de serina NH2/g proteina
X = pL de muestra
P = porcentaje de proteina de la muestra g
0.1 es el volumen de la muestra de un litro.
Por lo tanto, h es,
h = SerinaNHa—pmegy. o roteina Ec. 7.

a

Para la obtencion del grado de hidrdlisis se aplico la ecuacion 13:
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h

% GH = x100 Ec. 8.

tot

Donde h es el nimero de enlaces peptidicos hidrolizados y hiot €s el nimero total de enlaces
peptidicos por equivalente de proteina, dependiente de la composicion aminoacidica de la

materia prima (Nielsen et al., 2001).

4.10.2. Actividad inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina (actividad
antihipertensiva).

Para evaluar la actividad de la enzima inhibitorio-convertidora de angiotensina se utilizo el
método espectrofotométrico propuesto por Cushman & Cheung (1971), con algunas
modificaciones. Para 200 mL (pesar 1.1082 g de H3sBOs + 0.7920 g Na,B4O7*10 H20 + 3.5
g NaCl), se disolvié en agua desionizada y se ajusto a pH 8.3 y se afor6 a 200 mL. A 100
mL del sustrato (HHL) se le afiadieron 40 mL de cada una de las muestras cuya actividad
inhibitoria de la ECA se quiere determinar. Se afiadi6 2 mU de la enzima ECA (EC
3.4.15.1, 5.1 U/mg) (Sigma), disuelta en glicerol al 50%. La reaccion se llevo a cabo a 37
°C durante 30 min. La enzima se inactivo por descenso del pH, adicionando 150 mL de HCI
1 N. El &cido hipurico formado se extrajo con 1000 mL de acetato de etilo. Tras agitacion y
posterior centrifugacion a 4000 x g durante 10 min a temperatura ambiente, se tomaron 750
mL de la fase organica. Este volumen se evapord por calentamiento a 95 °C durante 15 min.

Las muestras se prepararon como se muestra en la tabla 7.

Tabla 7. Mezcla de reactivos para la actividad ECA

CONTROL BLANCO TRATAMIENTO
HHL 100 pL HHL 100 pL HHL 100 pL
H.0 40 uL MUESTRA 40 puL MUESTRA 40 uL
ECA 2muU (10 pul)  H0 2muU(10pl)  ECA 2 mU (10 uL)
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El residuo de &cido hipdrico se disolvié en 800 mL de agua destilada y tras agitar, se midi6 la
absorbancia a 228 nm en un espectrofotémetro (Nanodrop 2000c Thermo Scientific, Bancroft
Building Wilmington, EE.UU.), y se obtuvo el promedio de absorbancia de cada tipo de
mezcla de reaccion. Para cada muestra evaluada se calculd el % de actividad IECA con la
ecuacion 14:

(Abscontrol—Absmuestra)
(Abscontrol—Absblanco)

x 100 Ec.

Actividad inhibitoria ECA (%) =

Los valores de ICso (concentracion media inhibitoria necesaria para inhibir el 50% la
actividad de la ECA) se determinaron graficando los porcentajes de inhibicion de la ECA

frente a los valores semilogaritmicos de las concentraciones de muestra siguientes.

VI. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados fueron evaluados mediante un analisis de varianza con un nivel de
confianza del 95% y en todos los casos se realizd una comparacion de medias por el
método de minima diferencia significativa (LSD, por sus siglas en inglés) para establecer
las diferencias entre los tratamientos empleando una prueba de Fisher. Todos estos analisis

se efectuaron utilizando el software Statgraphics Centurion 16.103 (Montgomery, 2011).
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RESULTADOS Y DISCUSION
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1. Anélisis morfologico del grano de frijol gordo (Phaseolus dumosus)

En la Tabla 8 se presenta el estudio morfoldgico de los granos de frijol gordo (Phaseolus
dumosus). El frijol gordo mostr6 un valor promedio de 13.94 mm de largo, superior a lo
reportado por Gomez-Aldapa (2010) para las variedades Pinto Saltillo y Negro San Luis,
donde obtuvieron valores de 12.90 y 11.83 mm, respectivamente e inferior en comparacion
con la variedad Bayo Victoria que también caracterizo este autor obteniéndose un valor de
14.84 mm de largo. En cuanto al ancho se obtuvo un valor de 9.51 mm el cual fue similar a
lo reportado en el frijol variedad Bayo Victoria, Pinto Saltillo y Negro San Luis, con
valores de 9.52, 7.12 y 8.23 mm, respectivamente, reportado por el mismo autor. Por otro
lado, Mex-Alvarez et al. (2021) en la variedad Phaseolus vulgaris, frijol de Holpechén,
Campeche, reporta el ancho de esta variedad un valor de 6.6 mm, inferior a lo reportado en
este estudio. En lo que respecta al parametro del espesor el frijol gordo present6 un valor de
7.23 mm. Morales-Santos (2017), reportd valores de espesor en variedades de frijol que
denominaron semillas silvestres y domesticadas, donde obtuvieron 2.6 mm y 4.9 mm,
respectivamente, valores inferiores a lo reportado en esta investigacion y Mex-Alvarez et

al. (2021), reportaron un valor de 4.4 mm de espesor en Phaseolus vulgaris.

Tabla 8. Valores morfologicos de frijol gordo (Phaseolus dumosus).

Parédmetros Valores obtenidos
Longitud (mm) 13.94 +£1.10
Ancho (mm) 9.51+0.68
Espesor (mm) 7.23+0.46
Peso () 0.62+0.08

Los resultados son el promedio de 100 repeticiones + desviacién estandar.

El grano de frijol gordo en estudio es de tamafio grande, ya que sobresale en longitud y
ancho. En este sentido, Gontia y Awasthi (1999) sefialaron que la emergencia y desarrollo

de las plantulas de granos grandes es mayor, y que éstas luego tienen mejor desarrollo
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vegetativo y reproductivo por las mayores reservas de nutrientes en su interior. Las
diferencias entre la variedad estudiada y las referenciadas, se le puede atribuir a que son
variedades diferentes y a las condiciones climatologicas del lugar donde fueron cultivados
los frijoles, asi como los cuidados que se consideraron para la planta, ademas juega un
papel importante las caracteristicas de los suelos, asi como la concentracién de nutrientes
presentes, por lo que pudieran interferir en los resultados en cada muestra. El tamafio del
grano y el desarrollo de estas, estdn relacionados con la eficiencia en la asignacion de
biomasa al grano en el ambiente de crecimiento, ademas depende de caracteristicas de la

semilla, como el vigor (Morales-Santos, 2017).

7.2. Propiedades fisicas del frijol gordo (Phaseolus dumosus)

A partir de los pardmetros morfoldgicos que se obtuvieron de los granos del frijol gordo (P.
dumosus) se calcularon los pardmetros fisicos, como se presenta en la Tabla 9. El frijol
gordo mostré un diametro geométrico y aritmético de 9.85 y 10.23%, valores menores a lo
reportado por Niveditha et al. (2013) en frijol Canavalia ensiformis, un grano que tiene un
aspecto similar al de un frijol. De acuerdo con el internacional Board For Plant Gnetic
Resources (1982) se pueden encontrar las siguientes formas de grano de frijol: redonda,
ovalada, cuboide, forma de rifién, truncada fastigiada; de acuerdo con la esfericidad
reportada en esta investigacion el frijol gordo tiene una representacion ovalada, mostrando
una esfericidad de 70.83%, un valor cercano a 100 resulta en una mayor tendencia a rodar.
El volumen de este grano fue de 4.05 cm?. La relacion de aspecto fue de 68 lo que nos

podria indicar un mayor deslizamiento.
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Tabla 9. Parametros fisicos de frijol gordo (Phaseolus dumosus).

Parametros

Diametro geométrico (mm) 9.85+0.57
Didmetro aritmético (mm) 10.23 £ 0.62
Esfericidad (%) 70.83 £ 3.34
Volumen (cm®) 4.05+0.72
Relacion de aspecto 68.40 £ 5.17

Los resultados son el promedio de 100 repeticiones + desviacién estandar.

Las propiedades geométricas y fisicas de productos agricolas son investigados con la
finalidad de entender su comportamiento mecanico. La importancia que tiene conocer estas
propiedades, son Utiles si se quisiera disefiar equipo u operaciones de transformacion del
producto para conseguir un periodo méas largo de almacenamiento (Guerrero-Martinez et
al., 2023).

7.3. Composicion quimica de la harina y concentrado proteico del
frijol gordo (Phaseolus dumosus)

La caracterizacion quimico proximal de la harina y concentrado proteico se presenta en la
Tabla 10. Se puede observar que el contenido de humedad de ambas materias primas es
inferior al 10%, lo que podria garantizar una vida de anaquel del “grano o semillas” por
mas tiempo, siempre y cuando se consideren las condiciones adecuadas de
almacenamiento. Los resultados son comparados con lo reportado por Tovar et al. (2016)
en harina y concentrado proteico de frijol bayo (Phaseolus vulgaris L.), obteniendo
contenidos de humedad de 7.12 y 5.58%, respectivamente, estos valores son similares a lo
obtenido en esta investigacion, ya que en harina se obtuvo un valor de 7.21% y en el
concentrado proteico fue de 6.05% de humedad. La disminucién del porcentaje de humedad
que se aprecia en el concentrado proteico en comparacion con la harina, se le puede atribuir
a las condiciones que se emplearon para su obtencion, asi como el proceso de secado que

fue necesario someterlo, eliminandose asi la mayor cantidad de humedad posible.
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En lo que respecta al contenido de proteina, en la harina del frijol gordo se encontrd un
contenido proteico de 24.86%, este valor lo convierte en una materia prima con potencial
para la obtencién de un concentrado proteico a partir de esta leguminosa; este contenido fue
mayor a lo obtenido por Tovar et al. (2016) en la variedad bayo reportaron un valor de
23.05%, por otro lado, estos autores informaron un contenido proteina en el concentrado
proteico de 63.13%, el cual fue menor a lo reportado en esta investigacion (66.51%).
Marrugo-Ligardo et al. (2016) obtuvieron un contenido proteico similar a lo obtenido en
este estudio para el concentrado de proteinas de Phaseolus lunatus, con un valor de 66.8%.
Estas diferencias podrian ser debidas a que son variedades diferentes, fueron cultivadas en
distintos lugares y por ende las propiedades de cultivo y de suelo son distintas, por lo que la

composicion quimica de estas difiere en su contenido de nutrientes.

Tabla 10. Composicion quimico proximal de la harina y del concentrado proteico

Paradmetros (%) Harina Concentrado Proteico
Humedad* 7.21 +£0.022 6.05 +0.10°
Cenizas 5.27 +0.07° 6.22 + 0.62
Grasas 2.59+0.272 2.17 +0.332
Proteinas 24.86 + 0.38° 66.51 + 0.442
Fibra 2.49 +0.59° 3.02 £0.022
ELN 57.58 + 0.26° 16.03 £ 0.30°

Los resultados son el promedio de 3 repeticiones * desviacion estandar. *® Letras diferentes en la misma fila
indican diferencia estadistica (p<0.05). *Todos los resultados estdn expresados en base seca, excepto la
humedad. ELN = Extracto libre de nitrégeno.

En cuanto al contenido de grasas, la harina evaluada present6 un contenido de 2.59%, este
valor disminuyo en el concentrado proteico, mostrando un contenido de 2.17%, En algunos
casos, los concentrados proteicos de las leguminosas muestran un contenido de grasas
mayor al de sus respectivas harinas, este comportamiento puede deberse a que, durante la
saponificacion de los lipidos, algunos se solubilizan durante la fase acuosa y estas son

transportada al precipitado proteico (Chel-Guerrero et al., 2002).
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El contenido de fibra (Tabla 10) en la harina fue de 2.49%, este contenido aumento a 3.02
en el concentrado proteico, esto podria deberse a la complejidad en cuanto a la composicion
de las leguminosas, como las considerables cantidades de constituyentes no proteicos, lo
que sugiere que durante la obtencion del concentrado, precipitan junto con las proteinas en
forma de fosfolipidos, pectinas y otros polisacaridos estructurales (Gonzélez-Quijada,
1999).

La compleja composicion de las legumbres, donde la proteina esta asociada a los
carbohidratos, forma estructuras cristalinas por la baja cantidad de agua, y la interaccion
carbohidrato-proteina es de vital importancia en las plantas como en procesos bioldgicos
(Herndndez-Cruz et al., 2005).

El contenido de extractos libres de nitrogeno (ELN) presente en la harina fue de 57.58% y
en el concentrado proteico fue de 16.03%, esta disminucion puede deberse que, para la
obtencion del concentrado se hacen varios lavados y se tamiza una vez solubilizada las
proteinas con la finalidad de eliminar el mayor contenido posible de residuos de
carbohidratos, generalmente almidones, que quedan atrapados en el tamiz durante la fase

acuosa.

La importancia que tiene el estudio de la composicion quimica de los alimentos nos permite
no s6lo conocer la proporcion de las macromoléculas que las integran, sino que con base en
ello se infiere su calidad nutritiva y ademas se establecen las bases para un mayor

conocimiento y valoracion de estos (Ramos et al., 2012).
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7.4. Color de la harina y concentrado proteico del frijol gordo
(Phaseolus dumosus)

En la Tabla 11, se puede observar que la harina del frijol gordo presenta una mayor
luminosidad que el concentrado proteico, ya que la harina tuvo un valor de L* de 85.45,
este valor es similar a lo reportado por Dussan-Sarria et al. (2019), para la harina de quinoa
(84.87), por otro lado, el concentrado proteico, tuvo un valor de L* de 63.50, con una
tendencia oscura, esto se le atribuye por el medio alcalino que fue sometido para su
obtencion, por lo que, se vio afectado la luminosidad, ademéas durante la obtencion del
concentrado proteico fue necesario eliminar “impurezas” como los carbohidratos, por
ejemplo, los almidones mediante un tamizado durante la fase acuosa, reteniéndose el

bagazo en el tamiz.

El parametro a* en la harina se observé un valor de 1.69, mientras que en el concentrado
proteico presentd un valor de 7.46. Mientras que, el parametro b*, la harina del frijol gordo
presentd un valor de 7.54 en comparacion el concentrado proteico que presentd un valor

superior de 14.25, con mayor tendencia a la coloracion amarilla.

Por otro lado, el valor de C* estd asociada a que tan vivido es un color, segun Dussan-
Sarria et al. (2019), a mayores valores de los parametros a* y b* corresponden mayores
valores de cromaticidad, esto se cumple en este estudio donde se observa que en la harina
presenta valores inferiores de a* y b* correspondiendo un valor de cromaticidad de 7.73,
mientras que en el concentrado proteico presentd valores superiores de a* y b*
correspondiendo a un valor de cromaticidad de 16.08, lo que significa que presenta una

mayor saturacion de color.

50



Maestria en Ciencias en Alimentos TecNM Instituto Tecnoldgico de Tuxtepec

Tabla 11. Analisis de color de la harina y del concentrado proteico de frijol gordo.

Parametros Harina Concentrado proteico
Luminosidad (L*) 85.45 £ 0.212 63.50 % 0.02°
Enrojecimiento (a*) 1.69 + 0.15° 7.46 +0.272
Amarillamiento (b*) 7.54 +0.06° 14.25 + 0.022
Saturacion (C*) 7.73+0.09° 16.08 £ 0.132
Matiz o tono (h°) 77.43 £0.98° 62.37 £ 0.812
Rojo (%R) 35+ 0.01b 39 £ 0.58?
Verde (%G) 33+£1.15° 33+£0.01°
Azul (%B) 31 +0.58? 28 +0.01°
Paletas de color
Cddigo de color #ded3c7 #b09480

&b | _etras diferentes en la misma fila indican diferencia estadistica (p<0.05). Los resultados son el promedio
de 3 repeticiones + desviacion estandar.

El &ngulo Hue (h°) que es el pardmetro que nos da el tono o matiz de una muestra, en la
harina present6 un valor superior (77.43), mientras que el concentrado present6 un valor de
62.37, mostrando diferencia estadistica significativa (p<0.05) con diferentes tonalidades o
matiz. El parametro del h° representa el color real de la muestra, el cual es necesario para la
visualizacion de la apariencia del color de los productos alimenticios (Dussan-Sarria et al.,
2019). Cabe hacer mencion que en la Tabla 11, también se presentan los porcentajes de
color rojo, verde y azul, donde el color rojo es el que estd en mayor concentracion (35 y
39%) en harina y concentrado proteico, respectivamente, lo que da como resultado en la

paleta y cddigo de color de cada muestra.

Es importante caracterizar el color de las harinas como una propiedad fisica, sobre todo si
ésta tendra una aplicacion en la industria alimentaria, de esta manera definir las

concentraciones requeridas necesarias en el disefio o mejora de productos alimenticios.
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7.5. Solubilidad de las proteinas del frijol gordo (Phaseolus dumosus)

El concentrado proteico se obtuvo mediante precipitacion isoeléctrica, para ello fue
importante encontrar la solubilidad de las proteinas. En la Figura 2 podemos apreciar la
mayor solubilidad de las proteinas del frijol gordo, a un intervalo de pH basico de 10 a 11,
siendo a un pH 11 donde se observo la méxima solubilidad de las proteinas presentes en
este frijol con un contenido proteico de 54.66% en el sobrenadante, esto se debe a que en
un medio alcalino son més accesibles las proteinas de esta variedad de frijol debido a que
son parcialmente desnaturalizadas. Estos valores pueden ser comparadas con lo obtenido
por Teniente (2014) en la variedad de frijol morado y negro, obteniendo una maxima
solubilidad a un pH cercano a 12. La extraccién de proteinas a menudo se realiza mediante
extraccion alcalina, como lo utilizado en este estudio, solubilizando las proteinas a un pH
alcalino, para posteriormente concentrar la proteina mediante precipitacion. EI aumento de
la solubilidad de las proteinas se debe a un despliegue parcial de la estructura de la proteina
terciaria conocida como estructura de “glébulo fundido”, esto es causado por una mayor
repulsién en las cadenas laterales de la proteina al experimentar condiciones extremas de

pH tal como lo menciona Juul et al. (2023).
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Figura 2. Curva de solubilidad de las proteinas a diferentes pH’s.

Los resultados son el promedio de 3 repeticiones. PLetras diferentes en la curva indican diferencia estadistica
(p<0.05).

La solubilidad de una proteina depende del tipo de aminoacidos que contenga y en
consecuencia, de la cantidad de residuos de aminoécidos hidrofilicos presentes. La
solubilidad se debe a los radicales libres de los aminoacidos que, al ionizarse, establecen
enlaces débiles (puentes de hidrégeno) con las moléculas de agua. Asi, cuando una proteina
se solubiliza queda recubierta de una capa de moléculas de agua (capa de solvatacion) que
impide que se pueda unir a otras proteinas lo cual provocaria su precipitacion
(insolubilizacion). Esta propiedad es la que hace posible la hidratacion de los tejidos de los
seres vivos (Silva, 2006). Cabe hacer mencion, que el perfil de solubilidad se ha empleado
como una guia para la determinacion de la funcionalidad de proteinas de diversas fuentes,
ya que, se relaciona directamente con propiedades como la capacidad para la formacion de
emulsiones, espumas y geles (Sanchez-Mendoza et al., 2017).
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7.6. Precipitacion de las proteinas del frijol gordo (Phaseolus dumosus)

Después de determinar la solubilidad de las proteinas presentes en la harina del frijol gordo
(Phaseolus dumosus), se procedié a determinar el punto isoeléctrico de estas, es decir, una
precipitacion en la regién acida, considerando un intervalo de pH é&cido entre 4.0 a 4.7,
como se muestra en la Figura 3. Se encontrd un punto isoeléctrico de 4.3 en las proteinas
solubilizadas a pH bésico de 11. Esta determinacion fue de acuerdo con el contenido de
proteinas presente en el concentrado ya que este mostrd6 un contenido de proteinas de
66.51%. Por lo que, el punto isoeléctrico es clave importante para lograr que precipiten las
proteinas. Estos resultados fueron comparados con lo obtenido por Teniente (2014), en dos
variedades de frijol (morado y negro) donde obtuvieron el mismo punto isoeléctrico de 4.0

en ambas variedades.
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Figura 3. Punto Isoeléctrico del frijol gordo (Phaseolus dumosus).

Los resultados son el promedio de 3 repeticiones. *fLetras diferentes en cada cinética de hidrolisis indican
diferencia estadistica (p<0.05).

Los diferentes pH de punto isoeléctrico para cada materia prima (analizada y referenciada)
se pudiera atribuir por la naturaleza de cada muestra, a las variedades de los frijoles, otro
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factor importante seria la metodologia empleada para cada estudio. Por lo que, se muestra
que el efecto del pH en la solubilidad de las proteinas es util para conocer el punto
isoeléctrico. Partiendo desde valores de pH &cidos, hasta que alcanza el punto isoeléctrico,
debido a la perdida de fuerzas de repulsion electrostaticas, 1o que proporciona condiciones
favorables para la formacion de agregados proteicos, la alta densidad aparente y el gran
didmetro de los agregados resultan en la precipitacion de la proteina, mientras que, las
fuerzas electrostaticas de repulsién entre las proteinas con carga positiva ayudan a
mantenerlas separadas y aumentar las interacciones de proteinas y solvente y por tanto la

solubilidad a valores de pH basicos (Sanchez-Mendoza et al., 2017).

7.7. Fracciones proteicas del frijol gordo (Phaseolus dumosus)

El fraccionamiento de las proteinas de la semilla de frijol resulta ser muy conveniente, ya
que, se inicia la caracterizacion de las proteinas de reserva de una variedad de frijol que ain
no ha sido estudiada del todo, como es el caso del frijol gordo (Phaseolus dumosus). Se
obtuvieron las fracciones proteicas del frijol gordo siguiendo la metodologia de Osborne
(Figura 4). Las fracciones proteicas mayoritarias fueron las globulinas y las albdminas con
un contenido de proteinas de 56 y 29% respectivamente. Y en menor proporcion fueron las
fracciones proteicas prolaminas y glutelinas, con un contenido de proteinas de 12.07 y
9.71%, respectivamente. Lo cual, cumple con lo que se fundamenta en la literatura, donde
indica que las fracciones proteicas mas abundantes y analizadas en las leguminosas son

albuminas y globulinas (Aguilar-Raymundo & Vélez-Ruiz, 2013).
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Figura 4. Fracciones proteicas extraidas del concentrado proteico del frijol gordo

(Phaseolus dumosus).

Los resultados son el promedio de 3 repeticiones. #*“Letras diferentes en la curva indican diferencia estadistica
(p<0.05).

Estos resultados son comparados con lo reportado por Reyes-Bautista (2017) en amaranto,
donde la mayor fraccién fueron las albuminas con un 46.41% de proteina, seguida de la
fraccion glutelina y globulina con un 22.4 y 12.08% respectivamente y en menor
proporcion las prolaminas, esto por tratarse de un pseudocereal, por otro lado, Gallegos-
Tintoré et al. (2004) obtuvieron como fraccion mayoritaria las albiminas (26.4%) seguidas

de globulinas (14.8%) a partir de la harina de P. lunatus.

Las variaciones observadas podrian ser atribuidas a diferentes factores, entre los cuales se
encuentran, distinta variedad, proceso de extraccion diferente y caracteristicas de la harina
usada en la extraccion; ya que se ha demostrado que existen variaciones en los resultados
cuando se maneja harina desengrasada o sin desengrasar (Nikokyris y Kandylis, 1997).
También se sabe que factores como el tamafio de particula de la harina, la fuerza de

agitacion, la relacion entre la harina y disolvente, el nimero de extracciones por etapa, asi
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como el estado fisiologico de la semilla, influyen en la proporcion de las fracciones

proteicas presentes en la harina analizada (Gallegos-Tintoré et al., 2004).

Durante la preparacion convencional de leguminosas, que incluye remojo y coccion,
proteinas abundantes y solubles como la albumina, y otras como las vicilinas, convicilinas
y leguminas, consideradas globulinas, son liberadas en su matriz. A estas proteinas se les
han adjudicado algunos efectos fisiologicos que incluyen la disminucion de la
colesterolemia, reduccion de la glicemia postprandial, y efectos antihipertensivos y

anticancerigenos (Hidalgo et al., 2018).

7.8. Hidrdlisis enzimatica de las fracciones proteicas del frijol gordo (Phaseolus

dumosus)

A partir de las fracciones proteicas extraidas del concentrado proteico del frijol gordo
(Phaseolus dumosus), de acuerdo con su solubilidad, se formaron los hidrolizados proteicos
mediante hidrdlisis enzimatica, empleando las enzimas comerciales, Alcalasa® y
Flavourzima®. La hidrdlisis enzimatica consistio en la ruptura de moléculas de las proteinas

en péptidos de diferentes tamafios.

7.8.1. Hidrdlisis enzimatica con la enzima Alcalasa®

Se seleccionaron las fracciones mayoritarias encontradas en el concentrado proteico del
frijol gordo, siendo las globulinas, seguidas de las albuminas. En la Figura 5 observamos el
grado de hidrolisis empleado la enzima Alcalasa® con un tiempo de reaccion de 60 min

para ambas fracciones.

La hidrolisis con Alcalasa® de la fraccion globulinas tuvo un incremento rapido de %GH en
los primeros 20 min, y esta fue incrementando conforme el tiempo fue avanzando hasta
alcanzar un GH de 22.47% a los 60 min de reaccién. Mientras que, la hidrélisis de la
fraccion albuminas alcanz6 a los 60 min de reaccion un GH de 12.89%. En ambas
fracciones se lograron obtener hidrolizados proteicos con GH >10%, indicando que se

alcanzd una hidrdlisis extensiva, lo que pudiera estarse generando péptidos bioactivos con

57



Maestria en Ciencias en Alimentos TecNM Instituto Tecnoldgico de Tuxtepec

diferentes actividades bioldgicas. Ademas, estos resultados nos podrian estar indicando la
presencia de amino&cidos hidrofobicos en las fracciones, encontrandose mas en las
globulinas ya que la enzima Alcalasa® actGa como endo-peptidasa, que escinde enlaces
peptidicos del interior de la cadena polipeptidica. Esta enzima comercial es especifica a
enlaces peptidicos de aminoacidos hidrofobicos y produce principalmente

oligopéptidos/polipéptidos pequefios y medianos (Lépez-Garcia et al., 2019).
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Figura 5. Hidrolisis enzimatica de las fracciones proteicas del frijol gordo (Phaseolus

dumosus) con la enzima Alcalasa®.

Los resultados son el promedio de 3 repeticiones. *%Letras diferentes en la misma curva indican diferencia
estadistica (p<0.05)

Estos resultados son comparados con lo obtenido por Reyes-Bautista (2017), donde
alcanzaron grado de hidrolisis menores al 10% en ambas fracciones proteicas obtenidas a
partir del amaranto, durante los primeros 60 minutos, estas diferencias se pueden deber por
la naturaleza de cada materia prima o la concentracion de enzima/sustrato, ademas de las
condiciones que fueron realizadas. Por otro lado, se ha demostrado que la enzima Alcalasa®

se encuentra entre las proteasas mas eficientes, mostrando en la mejora de propiedades
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nutracéuticas y funcionales de los hidrolizados que se obtienen durante su actividad, y estos
hidrolizados muestran actividades antioxidantes, antimicrobianas, antihipertensivas, entre

otras (Tacias-Pascacio et al., 2020).

7.8.2. Hidrolisis enzimatica con la enzima Flavourzima®

La cinética de hidrolisis enzimatica con Flavourzima®, se muestra en la Figura 5, donde se
puede ver que la fraccion albuminas alcanzé6 mayor GH a los 60 min con un 21.97%,
mientras que, el GH de la fraccion globulinas fue menor (GH = 5.16% a los 60 min de
reaccion). En la fraccion albuminas hubo una ligera disminucion del GH a los 40 min de
reaccion (19.66%), dicha disminucion pudo deberse a una inhibicion enzimética por
productos generados de la reaccion, desnaturalizacion parcial de la enzima, competencia
entre proteina no hidrolizada y péptidos que empiezan a formarse constantemente durante
el proceso de hidrdlisis (Lopez-Garcia et al., 2019). En general estos resultados nos podrian
estar indicando la presencia de aminoacidos aromaticos en la fraccién albiminas y en
menos proporcion en globulinas, ya que la enzima Flavourzima® tiene especificidad tanto
endo como exo peptidasa y es especifica a enlaces peptidicos de aminoacidos aromaticos.
Ademas, la enzima Flavourzima® puede producir componentes de bajo peso molecular e

incluso aminoacidos libres (Lopez-Garcia et al., 2019).
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Figura 6. Hidrolisis enzimatica de las fracciones proteicas del frijol gordo (Phaseolus
dumosus) con la enzima Flavourzima®.

Los resultados son el promedio de 3 repeticiones. *“Letras diferentes en la misma curva
indican diferencia estadistica (p <0.05).

Los resultados obtenidos en esta investigacion en la fraccion globulinas son menores a lo
reportado por Garcia et al. (2017), empleando Flavourzima® y como sustrato el
concentrado proteico de Vigna unguiculata, donde a los 60 min de reaccion los autores
reportaron un GH de 7.27%, mayor que lo reportado en esta investigacion. Estas diferencias
pueden deberse a las distintas estructuras primarias de las proteinas utilizadas como
sustrato, ya que la muestra referenciada fue a partir de un concentrado proteico y en esta
investigacion fue de la fraccion globulinas. Por otro lado, Lopez-Garcia et al. (2019)
determinaron el grado de hidrdlisis del concentrado de proteina de la chia (Salvia hispanica
L.) empleando la enzima Flavourzima®, donde obtuvieron que a los primeros 30 min de
reaccion el GH fue superior al 25% y a partir de ese tiempo hasta los 60 min de reaccion
hubo una disminucion. En este estudio la enzima Flavourzima®, en la fraccion albiminas,
mostré amplia especificidad produciendo hidrolizados superior al 20%, durante los seis

tiempos de reaccion.
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La importancia de los hidrolizados proteicos por accion enzimatica se encuentra en su
utilizacion para la modificacion de la funcionalidad de la proteina de las leguminosas
mediante la formacién de los péptidos que muestran diversas actividades. La composicion
de aminoécidos de estos péptidos va a depender de factores, como la especificidad de la
proteasa, el sustrato proteico, el grado de hidrolisis, tiempo de reaccion, entre otros, donde
el GH es un parametro importante que refleja la eficiencia de la hidrolisis y va a estar
estrechamente relacionado con la distribucion del peso molecular de los péptidos (Xu et al.,
2021).
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7.9. Electroforesis de las fracciones e hidrolizados proteicos del frijol gordo

(Phaseolus dumosus)

La distribucion de los pesos moleculares de las fracciones proteicas (albuminas y
globulinas) y de los hidrolizados a diferentes tiempos de reaccion se determind por
electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE, por sus
siglas en inglés). La electroforesis SDS-PAGE es una técnica ampliamente usada para el
andlisis y caracterizacion de proteinas bajo condiciones reductoras y como indica la
literatura que las leguminosas poseen grandes cantidades de proteinas de almacenamiento

que pueden ser clasificadas de acuerdo a su solubilidad (Quinga-Paucar, 2017).

7.9.1. Distribucion de pesos moleculares de la fraccion globulina e hidrolizados

del frijol gordo (Phaseolus dumosus) con enzimas comerciales.

En la Figura 7 se muestra la distribucidn de pesos moleculares de la fraccion e hidrolizados
de globulinas con la enzima Alcalasa®. En el carril 1 se inyect6 el marcador estandar de
proteinas de amplio rango de peso molecular. En el carril 2 se inyect6 la muestra globulina,
previamente preparada, de la misma forma los hidrolizados proteicos en los carriles
restantes. En la fraccion globulinas se mostraron 4 bandas de diferentes pesos moleculares
con pesos moleculares entre 16 a 96 kDa. Hubo una banda tenue de 16.2 kDa, mientras que
las demés bandas fueron maés intensas siendo la banda de 96.1 kDa la de mayor peso

molecular.
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Figura 7. Patrdn electroforético (SDS-PAGE) de la fraccion globulinas. Carril 1: Marcador
de peso molecular (10-250 kDa); carril 2: Fraccion globulinas; carril 3-8: Hidrolizados de

globulinas con Alcalasa®.

En cuanto a los hidrolizados que fueron inyectados al gel, no fue posible la resolucion de
las bandas proteicas en ellas, en la Figura 7, apenas se observan bandas de
aproximadamente de 25 kDa en los diferentes tiempos de reaccion, estos resultados puede
deberse a que los hidrolizados obtenidos fueron menor tamafio por lo que, no fue retenido
por el gel separador o en su caso la tincidn utilizada en este proyecto (azul de Coomasie) no
fue la adecuada, por lo que valdria la pena ocupar otro tipo de tincién que pueda revelar
péptidos de muy bajo pesos molecular.

Por otro lado, en la Figura 8 se presenta el patron electroforético (SDS-PAGE) de la
fraccion globulinas sin hidrolizar e hidrolizados de la fraccion con la enzima Flavourzima®.
El perfil proteico que presenta la fraccion globulinas sin hidrolizar es similar al perfil que
se muestra en la Figura 7, ya que se trata de la misma muestra, aunque varia ligeramente en
los pesos moleculares que van de 17.8 a 89.4 kDa. Segln los pesos moleculares que se

reporta en la literatura, algunas bandas se pueden clasificar como proteinas de
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almacenamiento principales como la banda de 74 kDa que corresponde a convicilina, la
banda de 50 kDa a la vicilina, la banda de 36 kDa a a-legumina y la de 24 kDa a B-
legumina, ya que se ha reportado del gran polimorfismo molecular que se encuentra en las

proteinas de legumina y vicilina del frijol (Nikolic et al., 2012).
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Figura 8. Patrdn electroforético (SDS-PAGE) de la fraccion globulinas. Carril 1: Marcador
de peso molecular (10-250 kDa); carril 2: Fraccion globulinas; carril 3-8: Hidrolizados de

globulinas con Flavourzima®.

En cuanto a los hidrolizados de esta fraccion con la enzima Flavourzima® se observan
polipéptidos bandas intensas superior a 75 kDa de peso molecular en todos los hidrolizados
a diferentes tiempos de reaccion, asi también se observan bandas ligeras de péptidos con

peso molecular menor de 25 kDa.

7.9.2. Distribucion de pesos moleculares de la fraccion albumina e hidrolizados

del frijol gordo (Phaseolus dumosus) con enzimas comerciales.

En la Figura 9 y 10 se presentan el patron electroforético (SDS-PAGE) de la fraccion

albuminas sin hidrolizar e hidrolizados de la fraccion con las proteasas comerciales
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(Flavourzima® y Alcalasa®). En la figura 9 se observan dos bandas de menor intensidad de

30.77 y 98.34 kDa y en cuanto a los hidrolizados no se lograron observar ninguna banda.
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Figura 9. Patrdn electroforético (SDS-PAGE) de la fraccion albuminas. Carril 1: Marcador
de peso molecular (10-250 kDa); carril 2: Fraccion albuminas; carril 3-7: Hidrolizados de

albiminas con Flavourzima®.

Por otro lado, en la Figura 10, también se aprecia dos bandas dentro de la fraccion
albdminas con pesos moleculares similares a los anteriores (31.95 y 94.83 kDa), lo cual
indica una separacion deficiente de las proteinas. Estos resultados podrian deberse al bajo
contenido de proteinas presentes en la fraccion albiminas de esta variedad de frijol, por
otra parte, seria recomendable concentrar mas las proteinas de esta fraccion mediante un

previo tratamiento, mediante el empleo de una celda de ultrafiltracion.
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Figura 10. Patron electroforético (SDS-PAGE) de la fraccion albdminas. Carril 1:
Marcador de peso molecular (10-250 kDa); carril 2: Fraccion albuminas; carril 3-8:

Hidrolizados de albuminas con Alcalasa®.

Gallegos-Tintoré et al. (2004), encontraron un nimero de bandas en albuminas similares a
las de globulinas en Phaseolus lunatus L. que van de 14 a 50 kDa y Moscoso-Mujica et al.
(2017), reporta el perfil electroforético de las fracciones de kafiihua Cupi-Sayhua, donde en
la fraccion albdminas observaron bandas intensas entre 5 a 95 kDa. Estas diferencias
podrian deberse a la naturaleza de cada materia prima y/o al procedimiento que se siguio

para obtener los perfiles electroforéticos de las muestras.

La técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida ha sido utilizada ampliamente para la
separacién de proteinas y en la determinacién de pesos moleculares como una herramienta
cualitativa para analizar las proteinas de semillas. En donde las moléculas se redistribuyen
de acuerdo con su forma y tamafio, generando bandas caracteristicas, donde dichas bandas
son resaltadas mediante tinciones y finalmente capturadas en forma de imagen para su
posterior analisis. EI mecanismo que sigue esta técnica es mediante la separacion de las

macromoléculas utilizando una diferencia de potencial eléctrico, lo cual provoca que se
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desplacen de acuerdo con su masa y carga eléctrica. Los problemas mas frecuentes que se
encuentran a la hora de interpretar los resultados de electroforesis en gel es por el bajo
contraste de la imagen, los altos niveles de ruido, como en el caso de la fraccion globulinas,
donde en el carril se observa como distorsiono el resultado final la solucion salina con la
cual fue extraida esta fraccion, asi también se encuentran variaciones de intensidad en los

niveles de grises contenidas en ellas (Salazar-Centeno et al., 2017).

7.10. Actividad antihipertensiva in vitro (inhibicion de la ECA).

Los hidrolizados proteicos formados a partir de las fracciones proteicas del frijol gordo
(Phaseolus dumosus) se muestran en la Tabla 12. Los hidrolizados proteicos de globulinas
con la enzima Flavourzima® se tuvo la mayor actividad inhibitoria a los 50 min de reaccion
a una concentracion de 2500 ppm del hidrolizado con una inhibicion del 90.61%, seguida
por el hidrolizado a los 10 min a una concentracion de 10000 ppm con valor de inhibicion
de 89.84%, mientras que, los demas hidrolizados a diferentes concentraciones se
encontraron valores entre 82.23 y 89.71% de inhibicion de la ECA. Fajardo-Espinoza et al.,
2020, reportan que existe una correlacién positiva entre la capacidad inhibitoria de la ECA
y el grado de hidrolisis, esta correlacion se vio en los primeros 40 min de reaccién del frijol

evaluado, ya que después de ese tiempo el porcentaje de inhibicion disminuyd.

Tabla 12. Actividad inhibitoria de la ECA (%) de los hidrolizados proteicos de globulinas

con Flavourzima® a diferentes tiempos de reaccion.

Concentracion

Hidrolizados a diferentes tiempos de reaccién (min)

(ppm) 10 20 30 40 50 60
250 82.23+057"  87.860.30% 88.86 + 0.60°*® 89.71+ 135  88.76+0.73""8 8543+ 0.21°°
500 83.06+0.78"  89.06 +0.33* 89.61 + 0.81%A 80.47+ 096"  8858+0.36"  86.25 + 0.35%8
1000 89.50+1.71%  87.86 + 1.36™8 89.08 + 0.53* 89.04 +1.67%  89.43+0.14%  86.47 + 1.01%B
2500 88.97 +1.61%*  88.84 +0.62* 88.34 + 1.96* 89.71+1.17%A  90.61+1.47%*  87.90 +2.94"
5000 88.67+0.81%  89.06 + 1.08* 89.03 + 0.92 88.85+1.86"  89.15+0.83"  86.26 + 0.72%B
10000 89.84+051% 88,54 +0.61%® 89.76 + 0.19* 89.32 £0.12B  88.47 + 0.57'8¢  87.65 + 0.64%C

b | etras minGsculas diferentes en la misma columna y AP Letras mayUsculas diferentes en la misma fila,
indican diferencia estadistica (p<0.05). Los resultados son el promedio de 3 repeticiones + desviacién

estandar.
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En la Tabla 13, se presentan los hidrolizados de la fraccion albdminas con la misma enzima
(Flavourzima®), a diferentes tiempos de reaccion y concentraciones. Los hidrolizados
presentaron porcentaje de inhibicion de la ECA superior al 80%, siendo los hidrolizados de
50 min los que presentaron el mayor porcentaje de inhibicion en todas las concentraciones

con valores entre 86.33 a 87.66%.

Tabla 13. Actividad inhibitoria de la ECA (%) de los hidrolizados proteicos de albuminas

con Flavourzima a diferentes tiempos de reaccion.

Concentracion

Hidrolizados a diferentes tiempos de reaccién (min)

(ppm) 10 20 30 40 50 60
250 8451+124™  8474+119®  8524+065%®  84.42+065®  86.64+043" 8558 +0.59"B
500 85.10 + 1.18™BC 8547 +0.55%8C  8421+101°  8475+155%C  86.94+0.33*  86.02+0.83"8
1000 84.75+0.70"™C  8556+0.87"  8457+0.19C  8439+030°  86.98+1.18%"  84.77+0.18%C
2500 84.44+0.27"C  84.65+130®C  84.09+0.11C  8427+015€C  87.07+1.24* 8571 0.24"
5000 85.00 + 0.56™BC  8473+053%C  8532+148%8  8391+048°C  86.33+0.89%  85.63+0.52048
10000 86.21+0.22°8¢  84.69+1.38P°  8518+0.49°°°  85.07+0.81°°  87.66+1.11%*  87.22 +0.60*F

#b|_etras minGsculas diferentes en la misma columna y APLetras mayusculas diferentes en la misma fila,
indican diferencia estadistica (p<0.05). Los resultados son el promedio de 3 repeticiones + desviacién
estandar.

En la Tabla 14, se presentan los datos de hidrolizados de globulinas con la enzima
Alcalasa®, se puede observar que a los distintos tiempos de hidrdlisis 10, 20 y 30 min de
reaccion a las diferentes concentraciones evaluadas presentaron un porcentaje de inhibicion
superior al 82%, asi también los hidrolizados de 40 min a partir de una concentracién de
500 a 10000 ppm.

Los hidrolizados obtenidos a partir de las fracciones mayoritarias del frijol gordo mostraron
un porcentaje de inhibicién de la ECA en promedio del 85%, tal sucedio también con la
fraccion albuminas con la enzima Alcalasa®, como se presenta en la Tabla 15, esto nos
podria indicar que en los hidrolizados obtenidos podrian contener residuos aminoacidicos
hidrofébicos, ya que como se cita en la literatura, es una caracteristica importante en los
hidrolizados que dictan dicha actividad (Shahidi & Zhong, 2008).
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Tabla 14. Actividad inhibitoria de la ECA (%) de hidrolizados proteicos de las globulinas
con Alcalasa® a diferentes tiempos de reaccion.

Concentracion

Hidrolizados a diferentes tiempos de reaccién (min)

(ppm) 10 20 30 40 50 60
250 82.36 £0.66°  82.38+0.77°  8225+111°  80.46+164"  81.78+0.48%8 8132+ 057048
500 82.14 £ 1.45%8  82.74+058%  8211+0.090*8  82.75+1.22%  80.14+0.98"  80.69 + 0.54EC
1000 82.04+0.85%8  82.18+0.83“®  82.81+0.66%  82.37+0.33™  8151+0.18*8  81.06+1.11"%
2500 82.14 0,678 8222+0.94  8246+0.62*®  82.76+1.25%  80.95+0.738  82.45+ 1028
5000 8245+0.17%  82.84+1.29*  8290+154*  8236+091%"  8150+042* 8190 0.61%A
10000 81.05+ 1.64°®  82.38+0.44®  82.03+0.58*°  82.48+0.89°  80.80 +0.68  81.89 + 0.51%AB

@b | etras minGsculas diferentes en la misma columna y AP Letras mayUsculas diferentes en la misma fila,
indican diferencia estadistica (p<0.05). Los resultados son el promedio de 3 repeticiones + desviacién

estandar.

Garcia Mora et al. (2015) en hidrolizados de frijol pinto con la enzima Alcalasa®,

obtuvieron porcentaje de inhibicion de la ECA >60% a partir de 90 min de reaccion, estos

péptidos fueron obtenidos por filtraciobn de membrana. Las diferencias observadas en la

actividad inhibitoria de ECA pueden estar relacionadas con diversos factores, como el

método de extraccion de la proteina, composicion de la mezcla de péptidos, parametros de

la hidrolisis, método analitico para determinar la actividad inhibitoria de ECA, entre otros
(Chin et al., 2019).
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Tabla 15. Actividad inhibitoria de la ECA (%) de hidrolizados proteicos de las albuminas

con Alcalasa® a diferentes tiempos de reaccion.

Concent Hidrolizados a diferentes tiempos de reaccién (min)
racion 10 20 30 40 50 60
(ppm)
250 84.72 + 0.47%AB 85.25 £ 0.77%4 84.37 £ 0.16%48 85.04 + 0.83* 83.89 + 1.27%8 85.45 + 1.24*4
500 83.44 + 1,338 85.64 +2.04 84.11 +0.37°/8 83.49 +0.98%8 84.40 + 0.37°18 80.36 + 3.26™C
1000 82.92 +0.94" 84.62 + 0.648 84.62 + 0.28A8 84.07 £ 0.63™"8 8574 +0.72% 84.01 £ 0.29%8
2500 83.40 + 2,088 84.92 +0.388 85.06 + 0.58%48 84.39 + 0.35®48 8516+ 0.72%4 85.45 + 0.61%
5000 85.37 + 1.02%4 84.43 +£1.01% 85.34 +0.04%A 84.98 + 0.26° 84.40 + 0.50°° 85.82 + 0.47%
10000 84.53 + 1.23%AB 85.31 £ 0.73*8 84.16 + 0.53%® 84.66 +0.51*% 8562 +0.32% 85,15+ 0.508

b | etras minGsculas diferentes en la misma columna y A Letras mayUsculas diferentes en la misma fila,
indican diferencia estadistica (p<0.05). Los resultados son el promedio de 3 repeticiones + desviacién
estandar.

En la Tabla 16 se presenta la concentracion media inhibitoria o 1Cso de actividad
antihipertensiva de los hidrolizados proteicos obtenidos a partir de las fracciones proteicas
del frijol gordo. Los mejores resultados para los hidrolizados de globulinas con la enzima
Flavourzima® fueron a los 10 min de reaccion con un valor de 0.154 mg/mL teniendo en
cuenta que bajos valores reflejan una alta actividad y a partir de los 20 min dicho valor
incrementa. En el caso de la fraccién albuminas con la misma enzima, el mejor valor de
ICso fue a los 40 min de reaccion con un valor de 0.19 mg/mL de concentracion media
inhibitoria, mientras que los hidrolizados con la enzima Alcalasa® los mejores valores en la
fraccion globulinas a los 40 min de reaccién y albiminas a los 10 min de reaccion,

presentaron valores de 1Cso de 1.51 y 11.77 mg/mL, respectivamente.

Resulta un tanto dificil realizar comparaciones con nuestros resultados ya que no existe
mucha informacién de obtencion de hidrolizados a partir de fracciones proteicas de
leguminosas, otros autores han empleado diferentes materias primas de partida, otras
enzimas comerciales, largos tiempos de hidrélisis y montan otras técnicas para el ensayo de

inhibicién de la ECA, por lo que resulta una tarea muy compleja.
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Tabla 16. I1Cso de la actividad antihipertensiva de hidrolizados de las fracciones albuminas

y globulinas a diferentes tiempos de reaccion las enzimas Flavourzima® y Alcalasa®.

I1Cs0 (Mg/mL)
Hidrolizados Flavourzima® Alcalasa®
(min) Globulinas Albuminas Globulinas Albuminas
10 0.15 + 0.03f 12.80 + 0.04°¢ 10.05 + 1.00¢ 11.77 £ 1.07¢
20 17.09 + 0.09¢ 12.33 + 0.03¢ 10.47 +1.02° 12.31 +1.09°
30 17.81 + 0.09° 12.30 + 0.03¢ 10.52 + 1.022 12.31 + 1.09¢
40 17.86 + 0.09° 0.19 + 0.02¢ 1.51 +0.03f 12.06 + 1.08¢
50 18.15 + 0.10° 14.86 + 0.052 9.637 + 0.05¢ 12.72 + 1.10°
60 14.36 + 0.06¢ 13.58 + 0.07° 10.15 + 1.00¢ 12.58 + 1.10°

af | etras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica (p<0.05). Los resultados son el
promedio de 3 repeticiones + desviacion estandar.

En la literatura se sustenta que existe una clara relacién entre la estructura del péptido y la
potencia inhibidora de la ECA, donde involucra el tipo de aminoacidos como las secuencias
de éstas, que al final determina la actividad. La mayoria de los péptidos que se han
estudiado y que presentan actividad inhibitoria de la ECA son secuencias cortas que van de
2 a 12 aminoacidos y los mejores péptidos antihipertensivos son los que contienen

aminoéacidos hidrofdbicos (Garcia et al., 2013).

Es importante obtener hidrolizados proteicos a partir de proteinas vegetales, como en las
leguminosas, teniendo en cuenta que en el mercado no hay una gran diversidad de
alimentos antihipertensivos, por otro lado, los consumidores se han mostrado mas
preocupados por adquirir alimentos con propiedades nutracéuticas, por lo que, los
hidrolizados obtenidos a partir del frijol gordo, en un futuro podrian considerarse para su

empleo en la elaboracién o reformulacién de alimentos.
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VIll. CONCLUSIONES

La caracterizacion de la morfologia y parametros fisicos del frijol gordo (Phaseolus
dumosus), fue de suma importancia ya que no se ha estudiado y no existen reportes
en la literatura sobre la caracterizacion de esta leguminosa que se cultiva en la zona
alta de la Sierra Mazateca.

La composicion quimico proximal de la harina de frijol gordo (Phaseolus dumosus)
mostré un contenido de proteinas de 24.86%, dicho contenido lo convierte en una
materia prima con potencial para la obtencion de concentrado y/o aislado proteico.
El contenido de proteinas en el concentrado proteico del frijol gordo fue de 66.51%,
el cual, lo hace una buena fuente para la obtencion de péptidos bioactivos mediante
hidrolisis enzimética.

En cuanto a la caracterizacion de color se obtuvo como resultado que la harina
presentd6 mayor luminosidad, mientras que el concentrado proteico mostré una
tendencia al oscurecimiento, por lo que se debe considerar su concentracion si se
requiere darle aplicacion en la formulacion o disefio de un alimento.

La composicion proteinica de las fracciones proteicas extraidas fue: Albuminas
29.88%; globulinas 52.68%, cumpliéndose de esa manera lo que se sustenta en la
literatura, que en las leguminosas las fracciones mayoritarias como proteinas de
reserva son las globulinas y albuminas.

El grado de hidrdlisis enzimatica de las fracciones proteicas del frijol gordo
(Phaseolus dumosus) fue mas eficiente con Alcalasa® en globulinas dando un valor
de 22.47% a los 60 min y para la fraccion albiminas con la enzima Flavourzima®
con un valor de 21.98% a los 60 min.

La electroforesis SDS-PAGE fue importante para observar las fracciones proteicas
de globulinas y albuminas, mostrandose bandas que se lograron distinguir sus pesos
moleculares, mientras que para los hidrolizados seria importante considerar
concentrarlos mas o en su caso cambiar la tincion al momento del revelado de las
bandas e incluso cambiar las concentraciones de los geles para lograr una mejor

separacion.
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8. Las enzimas comerciales empleadas (Alcalasa® y Flavourzima®) fueron proteasas
eficientes para producir hidrolizados de fracciones proteicas del concentrado del
frijol gordo con potentes actividades de inhibicion de la enzima convertidora de
angiotensina (ECA).

9. EI porcentaje de inhibicion de la ECA se pudo observar que a los 20, 30, 40 y 50
min de reaccion a diferentes concentraciones la fraccion globulinas hidrolizados con
Flavourzima® presentaron porcentajes de inhibicion mayor del 85%.

10. Los hidrolizados de las fracciones proteicas mayoritarias del frijol gordo, con la
enzima Alcalasa®, mostraron porcentajes de inhibicion superior al 80% a los
diferentes tiempos de reaccién evaluados.

11. Los mejores valores de 1Csp fueron los hidrolizados con la enzima Flavourzima® en
las fracciones de globulinas y albiminas con 1Cso de 0.154 y 0.19 mg/mL,

respectivamente.

Como conclusién general podemos decir que las fracciones proteicas (albdminas y
globulinas) del frijol gordo (Phaseolus dumosus) lograron generar hidrolizados proteicos
con actividad antihipertensiva debido a la presencia de péptidos bioactivos que fueron
generados por la hidrdlisis enziméatica empleada. Por lo que, estos podrian ser utilizados en
el disefio y desarrollo de nuevos productos funcionales, que coadyuven en el tratamiento

y/o prevencion de enfermedades cardiovascular como la hipertension arterial.
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