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RESUMEN:

El presente proyecto de investigacion se desarrolla con la finalidad de dar aportes que mejoren la calidad de los insumos
agroalimentarios y potencializar la obtencion de subproductos para la industria alimentaria, dando la oportunidad al desarrollo
de nuevos productos. Se propone un plan experimental que permite realizar la extraccion y caracterizacion de los péptidos
liberados de las proteinas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) variedad Pinto Saltillo a través de un método de hidrélisis enzimatica
haciendo el uso comparativo de tres enzimas proteoliticas de grado comercial: bromelina, papaina y una proteasa neutra
bacteriana en tres proporciones enzima/sustrato; ademas de conocer y aproximar la naturaleza de estos compuestos por la
presencia de determinados aminoacidos utilizando espectroscopia UV-Vis. A partir de los resultados obtenidos se encuentra
que el utilizar papaina al 7.130% es posible obtener hasta un 95.5% en rendimiento respecto al volumen inicial de materia
hidrolizada. En la caracterizacion de los péptidos se tiene que en la papaina al 7.130%, los espectros de absorcion muestran un
aproximado en la presencia de enlaces peptidicos con cadenas de fenilalanina, tirosina y triptéfano con absorbancia entre 240-
300nm, lo cual se relaciona con el sitio catalitico de la enzima sobre estos aminoécidos.
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ABSTRACT:

The present research Project is developed with the finality of contributions that improve the quality of the agro-alimentary
inputs and potentiate the obtaining of by-products for the food industry, giving the opportunity to the development of new
products. It is proposed an experimental plan that allows the extraction and characterization of the peptides released from bean
proteins (Phaseolus vulgaris L.) Pinto Saltillo variety through a method of enzymatic hydrolysis making the comparative use
of three commercial grade proteolytic enzymes: bromelain, papain and a bacterial protease subtilisin in three enzyme/substrate
proportions; besides knowing and approach the nature of these compounds y the presence of certain amino acids using UV-Vis
spectroscopy. From the obtained results are found that using papain at 7.130% it is possible to obtain up to 95.5% in yield with
respect to the initial volume of hydrolyzed matter. In the characterization of the peptides it has in papain at 7.130%, the
absorption spectra show an approximate in the presence of peptide bonds with chains of phenylalanine, tyrosine and tryptophan
with absorbance between 240-300nm, which is related with the catalytic site of the enzyme on these amino acids.
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INTRODUCCION

Las leguminosas (familia Leguminosae) son un grupo de plantas dicotileddneas que se caracterizan por crecer en
forma de vaina, donde estan contenidos granos o semillas secas. El frijol comin (Phaseolus vulgaris L.) es miembro
de esta familia y sus variedades, del cual pueden cultivarse aproximadamente 500 y estas se clasifican de acuerdo
a su consumo como grano Seco Yy por sus caracteristicas en cuanto a tamafio y color.

El estado de Zacatecas contribuye con el 28.2% de la produccidn nacional de frijol comun (P. vulgaris L.), formando
parte de los seis estados donde se obtiene méas del 71.4% de esta leguminosa en México, en conjunto con Sinaloa,
Durango, Chihuahua, Nayarit y Chiapas (Financiera Nacional de Desarrollo Agropecuario Rural, Forestal y
Pesquero, 2014).

La semilla de la variedad Pinto Saltillo fue liberada en 2001 bajo el nimero de registro 1424-FRI1-026-120901/C
del Servicio Nacional de Inspeccidén y Certificacion de Semillas (Ramirez, et al, 2011). Esta oportunidad se da
gracias a las condiciones hidroldgicas y edaficas que permiten un cultivo 6ptimo para el frijol. Esta variedad
presenta algunas ventajas como resistencia a sequias, aumento en el rendimiento por hectarea y mayor vida de
anaquel.

En el pais, la industrializacion del frijol se presenta en dos modalidades: industria beneficiadora/encostaladora, que
tiene por objetivo otorgar buena presentacién en el producto a granel aplicando técnicas de seleccidn, higiene y
sanidad; e industria de la transformacidn, donde se obtiene frijol deshidratado y enlatado (Figueroa Gonzélez, et al,
2011).

Los péptidos bioactivos son los fragmentos resultantes de un tratamiento bioquimico en las proteinas intactas,
estando inactivas dentro de ellas y que al liberarse se activan para actuar en beneficio de la salud del organismo y
presentando algunas propiedades relacionadas en el control de los sistemas nervioso y circulatorio, principalmente
(Campos, et al, 2013).

En las etapas para la extraccion de péptidos, es importante realizar previamente una evaluacion bioquimica de
muestras de harina de frijol para determinar experimentalmente el rendimiento y caracterizacion de los extractos.

De ello, deriva la oportunidad de que al obtener estos extractos se puedan utilizar posteriormente en la formulacion
de concentrados, hidrolizados o aislados, de acuerdo al tipo de proceso de extraccién y del grado de pureza del
producto.

En el desarrollo del presente proyecto de investigacion se tiene como Objetivo General:

e Extraer y caracterizar péptidos con propiedades bioactivas a partir del frijol (Phaseolus vulgaris L.) en
su variedad Pinto Saltillo mediante la aplicacion de hidrolisis enzimatica y espectroscopia UV-Vis.

Se destaca la importancia de aplicar un desarrollo experimental con el objetivo de evaluar la viabilidad y
optimizacién de un proceso agroalimentario. En el caso particular se determina que, a través de un proceso de
hidrolisis enzimatica es posible obtener precipitados que contengan péptidos de bajo peso molecular con
propiedades biol6gicamente activas, lo que indica que luego del tratamiento se logra estimular la funcionalidad de
estos compuestos que inicialmente se encuentran inertes dentro de las proteinas. Con los presentes avances de la
investigacion, se menciona que el utilizar papaina en una proporcion del 7% es posible obtener hasta un 95.5% en
rendimiento respecto al volumen inicial de materia hidrolizada.
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MATERIALES Y METODOS

Durante el desarrollo experimental, se realiza la extraccion mediante hidrélisis enzimatica y la caracterizacion de
péptidos por espectroscopia UV-Vis, a partir de la harina de frijol Pinto Saltillo. Se considera un disefio factorial
con el objetivo de estudiar el efecto individual y la interaccién de varios factores sobre una variable de respuesta:
rendimiento obtenido de la hidroélisis enzimatica.

Los factores son de tipo cualitativo (tipo de enzima proteolitica) y de tipo cuantitativo (proporcidn enzima/sustrato).
Por tanto, para determinar el grado de interaccion entre ellos, se eligen tres niveles de prueba para el tipo de enzima
y tres niveles para la proporcion enzima/sustrato.

La construccidn resultante del disefio factorial es 3 X 3 con k = 2 factores y se decide realizar una matriz de disefio
donde se identifican estos tratamientos considerando las combinaciones posibles de los niveles de los factores, lo
cual se resumen en la Tabla I. Las enzimas proteoliticas que se utilizan son de grado comercial y fueron solicitadas
a PIQ (Proveedor Internacional de Quimicos); por lo que se siguen las recomendaciones descritas por el proveedor
para sus condiciones Optimas.

Tabla I. Matriz de disefio B: Proporcion
enzima/sustrato
Designacion Nombre de la enzima 1% 5% 7%
nominal
i 1 Papaina (Papain Powder NFCC 6000 PU/mg) Yij Yij Yij
A: Tipo de : .

enzima 2 Bromelina (Bromelain 1:10 — 80 GDU) Yij Yij Yij
roteolitica 0.01% 0.05% | 0.07%

P 3 | Proteasa neutra bacteriana (HT PROTEOLITIC® 200) Yij Yij Yij

El método que se considera para llevar a cabo la hidrélisis enzimética tiene como base los fundamentos propuestos
por Beuchat (1977) con algunas modificaciones experimentales. Se realiza la molienda para obtener la harina de
frijol, se suspende en agua desionizada y se realiza el ajuste de pH de la suspension de acuerdo a las condiciones
Optimas.

Para la aplicacion de la enzima se someten al tratamiento hidrolitico cuatro muestras: tres correspondientes a cada
enzima segin como se indica en el disefio y se decide realizar una repeticion de cualquier proporcion
enzima/sustrato que, por finalidades comparativas, se agrega una sustancia amortiguadora de pH (buffer de
fosfatos). Al adicionar la enzima en su proporcion enzima/sustrato se procede a una agitacién constante para iniciar
el proceso de hidrolisis. Al concluir la agitacion, se inactiva la enzima por un aumento de temperatura.

Para someter a centrifugacion se preparan tres submuestras, para las que posteriormente se mide la presencia del
residuo insoluble y el sobrenadante con el fin de evaluar el rendimiento de acuerdo al tipo de enzima y proporcion
enzima/sustrato.

En la caracterizacion se procede a realizar diferentes diluciones de las muestras ademas de una muestra concentrada
(muestra blanco) obtenidas luego de la centrifugacion. Se preparan iniciando con un volumen inicial de la muestra
blanco, y de esta se toma una alicuota para la primera submuestra diluida en agua destilada.

De cada submuestra se prepara 1ml en una cubeta del espectrofotdmetro. Se coloca la cubeta donde se insertan las
muestras y se realiza el procesamiento de la informacion del instrumento de absorcion molecular en conexion con
un ordenador para guardar los datos correspondientes a cada lectura. Los archivos con los datos correspondientes a
cada muestra contienen los valores de la longitud de onda en nanémetros (x) y el valor de la absorbancia de las
especies organicas (y).
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RESULTADOS Y DISCUSION

A traveés de las siguientes graficas se muestra el rendimiento porcentual obtenido luego de la hidrélisis enzimatica.
En la Figura 1, se observa que el utilizar papaina en una proporcion del 7.130% es posible obtener hasta un 95.5%
en rendimiento respecto al volumen inicial de materia hidrolizada. Este valor se compara con el rendimiento el
97.7% con la proporcion del 5% que, a diferencia de la anterior, en este se agrega una solucion amortiguadora de
pH (buffer de fosfatos).

PAPAINA PROTEASA NEUTRA

RENDIMIENTO (%) BACTERIANA

RENDIMIENTO (%)

9L 7%
0, 0,
03.2% 94.4% 95.5% 86.70% 83.30% 88.80%
HLG 51 pH=6.49 pH=6.50 pH=7.10 71.10% = H=7.07
EfSe1410%  E/S-5010%  EIS=7130%  EIS=5.064% B Dl e E/5=0.053%
M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8
Figura 1. Rendimientos obtenidos de acuerdo a cada Figura 2. Rendimientos obtenidos de acuerdo a cada
proporcion enzima/sustrato con la papaina. proporcion enzima/sustrato con la proteasa bacteriana.

Como lo muestra la Figura 2, el utilizar la proteasa neutra bacteriana entre las proporciones 0.016-0.053% es posible
obtener rendimientos entre 70 a <90%, los cuales son valores que se consideran aceptables para su aplicacion.

En la aplicacién de la bromelina, el efecto obtenido (valor del rendimiento) presenta un valor del 66.7% en cada
proporcion enzima/sustrato. Alguna de las causas asociadas a este resultado es debido a la naturaleza de interaccion
de la enzima.

Luego de realizar la caracterizacidn por espectroscopia UV-Vis, se obtienen las gréficas con el software OriginPro
8®. Con la papaina (E/S al 7.130%), se muestra un espectro que expone picos de absorcidn en la region aproximada
de 250nm a 350n, como se muestra en la Figura 3. Con la aplicacién de hidrdlisis enzimatica, el peso molecular de
las especies resultantes es menor respecto a la molécula antes del tratamiento, ya que ocurre el fraccionamiento de
las proteinas a péptidos, en lo que ocurre la exposicion de grupos de aminoacidos no polares y presencia de cadenas
laterales de aminoécidos.

En el espectro se muestra que a 280nm ocurren los mayores picos de absorcion, describe la presencia de péptidos
con cadenas laterales aromaticas por la presencia de fenilalanina, tirosina y triptéfano, que muestran sus valores de
absorbancia entre 240-300nm.
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Figura 3. Picos de absorcién de una muestra Figura 4. Picos de absorcion de una muestra
hidrolizada con papaina. hidrolizada con la proteasa bacteriana.
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La bromelina tiene su sitio catalitico sobre aminoéacidos como glicina, fenilalanina, metionina y cisteina. En la
Figura 4, se observa que a partir de 210nm comienza el grado de absorcion con maximos a 260 a 280nm por la
presencia de puentes disulfuro S-S producidos entre dos residuos de cisteina.

Con la realizacion del presente proyecto se destaca la potencialidad que otorga las materias primas presentes en la
region, dando un valor agregado a los productos que se elaboran a partir de éstas y sobre todo el aplicar un desarrollo
experimental con el objetivo de mejorar y evaluar la viabilidad y optimizacion de un proceso agroalimentario.

Para evaluar el proceso de hidrélisis enzimatica a gran escala, se recomienda el uso de enzimas que estén certificadas
para su aplicacion en la industria alimentaria. Asi también, se debe considerar una posterior etapa de liofilizacién
para lograr la eliminacion de materia liquida en la materia hidrolizada, y asi garantizar la obtencion de un sélido.

Es importante el controlar los parametros fisicogquimicos como pH y temperatura, con el fin de otorgar calidad en
los atributos del producto y su inocuidad.

En la actualidad, para la formulacion de alimentos funcionales, se pretende potencializar el uso de hidrolizados y
concentrados proteicos que presenten estas propiedades con el fin de dar valor agregado a la materia prima, asi
como otorgar mejoras a la salud.
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