UNIVERSIDAD ESTATAL DE BOLIVAR

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD Y DEL SER
HUMANO

ESCUELA DE ENFERMERIA

TITULO DE PROYECTO DE INVESTIGACION

“ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA IN VITRO DE CONCENTRADOS
PROTEICOS DE MAIiZ PURPURA (Zea mays) Y FREJOL ROJO (Phaseolus
vulgaris) COMO MEDIDA PALIATIVA AL USO DE MEDICAMENTOS”.

PREVIO A LA OBTENCION DEL TiTULO DE LICENCIADAS EN
CIENCIAS DE LA ENFERMERIA

AUTORAS:

ALEXANDRA ESTHEFANIA PAUCAR LLUMIGUANO
SANDRA TATIANA TAMAMI HURTADO
TUTOR:

ING. EDGAR MARCELO VILCACUNDO CHAMORRO MSc.
GUARANDA - ECUADOR

JULIO-DICIEMBRE 2018



TITULO

“ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA IN VITRO DE CONCENTRADOS
PROTEICOS DE MAIZ PURPURA (Zea mays) Y FREJOL ROJO (Phaseolus
vulgaris) COMO MEDIDA PALIATIVA AL USO DE MEDICAMENTOS”.



DEDICATORIA

Dedico el trabajo de investigacion a Dios quien me ha dado la
oportunidad de vivir, a mi hijo que es mi felicidad, mi fortaleza de seguir

adelante, y buscar lo mejor para él.

A mis queridos padres, Segundo y Hortensia quienes con su sacrificio y
esfuerzo diario e incondicional me llevaron alcanzar y culminar mis metas
propuestas al inicio de mi carrera académica y a todas aquellas personas que
fortalecieron mi deseo de triunfo por el apoyo incondicional que me han

brindado, para hoy ver cristalizados mis suefios.

Alexandra Paucar

Este presente proyecto de investigacion dedico a Dios por habernos
dado la vida y estar junto a nosotros en todo el proceso de formacion y

conclusién del trabajo de titulacion.

A mis padres, hermanas y hermano, que han sido mi apoyo en este

largo proceso de formacion profesional.

A mi querido esposo por haber sido mi apoyo incondicional quien con

su amor y confianza contribuyo alcanzar mis objetivos.

A mi amada hija Sofia quien ha sido mi mayor motor de continuar para

poder llegar a conseguir el suefio tan anhelado.

Sandra Tamami



AGRADECIMIENTO

A la universidad estatal de bolivar, forjadora del conocimiento, sitial de
experiencias transformadoras del que hacer educativo la cual abri6 sus puertas
a jovenes como nosotros, prepardndonos para un futuro competitivo y

formandonos como personas de bien.

A la facultad de ciencias de la salud y del ser humano, a nuestros
docentes a quienes debemos gran parte de nuestros conocimientos, gracias a su

paciencia y ensefianza.

Un agradecimiento especial al Proyecto Hidrolizados de proteinas de
origen animal y vegetal con capacidad antimicrobiana y antioxidante para
diferentes usos industriales. Al programa Conversién de deuda Ecuador-
Espafia por el financiamiento otorgado para la realizacion de este trabajo de

investigacion.

Al Ing. Marcelo Vilcacundo quien contribuyo con esfuerzo, dedicacion
y responsabilidad en guiarnos en el desarrollo del trabajo de investigacion y
poder concluir todas nuestras expectativas.

A la Ing. Maria Fernanda Quinteros quien con sus conocimientos,

paciencia y dedicacion supo guiarnos durante la fase experimental.

Alexandra Paucar

Sandra Tamami



INDICE DE CONTENIDO

TITULO ottt 2
DEDICATORIA ..ottt st 3
AGRADECIMIENTO ...ttt ettt 4
INDICE DE CONTENIDO .....ooivieieeeeeeieeeeeee e ses st ses s sassaesassans 5
INDICE DE CUADROS Y TABLAS .......cooieieietete ettt 7
CERTIFICADO DEL DIRECTOR .....ciiiitiiniiriiieteeeeeeteese et 9
RESUMEN EJECUTIVO ...ttt st s s 10
ABSTRACT ..ttt sttt st sttt ettt b e b e 12
INTRODUGCCION ..ottt eee 13
CAPITULO | oottt 15
PROBLEMA ...ttt 15
1.1 Planteamiento del problema ... 15
1.2 Formulacion del problema..........oooiiiiiiiiieece e 15
RS 0] o T =y 1Yo 1SS 16
1.3.1 ODJELIVO BENEIAL....uiii ittt e et e e et ee e e e aba e e e e naraeas 16
1.3.2 Objetivos ESPECITICOS ....uuiiiiiiiieecciiie ettt e e e e e e eabre e e e eabee e e e nreeas 16
1.4 JUSHIfICACION ..c.viieiiiiiicic 17
1.5 LiIMITaCIONES ...cuviiiiiiiiiiiiiiciii 18
CAPITULO H oottt st 19
MARCO TEORICO ...t sae 19
2.1 BASES tEOMICAS. .eveeueiririieiest ettt ettt ettt st s s s r s e e e e 19
2.1.1 Respuesta antiinflamatoria.......cccccoeeiiiiieicciie e 19
2.1.2 TECNICAS iN VILIO ..oovieiiiiiiiiiiiiictcintct e s 19
2.1.3 PrOtEINAS c.veeuririeeeeieee ettt sttt st sr e e e 19
2.1.4 Maiz PUIrPUra (ZE0 MAYS) .......uueeeeeieee ettt ettt e e et e e tae e e e bae e e e aeeas 20
2.1.5 Fréjol rojo (PhASEOIUS VUIGAIIS) .......c.ceecuvieeieeeiieieeieeeiieeectteeeiteeeereesreeeevaeesevee s 20
2.1.6 Antiinflamatorios no esteroideos AINES..........c.ccccviiviininiininnnins 21
2.1.7 Contraindicaciones a los medicamentos antiinflamatorios...........ccccoeeeviniinns 22
2.1.8 Complicaciones al uso de medicamentos antiinflamatorios AINES.................... 22
2.2 Definiciones de tErMINOS .....cccevireerireeeerereee et 23
2.3 Sistema de hIPOLESIS ...eeiiiiieee i e e 25



2.3.1 Determinacion cuantitativa de proteina de concentrados proteicos de maiz
[ TUT o 1] = IV =] o] I o) [« T U RPN 25

2.3.2 Actividad antiinflamatoria de concentrados proteicos de maiz purpura y fréjol

0] o TN 25
2.4 Sistema de Variables ........ooeooiieiee s 25
2.4.1 Variable dependiEnte... ... e 25
2.4.2 Variable iINdependiente.......cccieiiiciie e e 25
CAPITTULO H oot ses s s aenessnassananen 26
MARCO METODOLOGICO........coveieieeeeeeeeseieee st sesseses s 26
3.1 Nivel de iNVESTIZACION ...cc.viii i et e e e 26
3.1.1 Tipo de iNVESIZACION ..uveeeiiiiie e e e e 26
3.2 Disefio @XPEriMENTAl...cccii e 26
3.2.1 Localizacion de 12 investigacion ...........ccueeeeciiee it 26
3.3 Técnicas e instrumentos (Metodologia) .......ccccueeeeecieeiiccie e, 26
R I Y o) oY S I o] o - T T O PSP P PP 26

3.3.2 Obtencién de harina de maiz purpura (Zea mays) y fréjol rojo (Phaseolus
VUIGQILIS) ettt ettt e e e e ettt e e e s ettt e e e ssaaaees stestessesessasssessssassessensssesessesnennsses 2T

3.3.3 EXIracCion de ProteiNa.....ccccccueeiecciiieecciee ettt et ree e e e e e e 27
3.3.4 Cuantificacion proteica de los concentrados........cocceeeecveeeeecciieecccciee e, 28
3.3.5 Actividad antiinflamatoria in Vitro .........c.ccceceeveenienieniciicceceeeee e 28
3.4 Técnicas de procesamiento y analisis de datos .......ccccceeecieeiiciiee e, 29
CAPITULO TV ettt sttt st et s be ettt eesaeenaeseeeneen 30
LOGROS ALCANZADOS S!EGUN LOS OBJETIVOS PLANTEADOQS,

RESULTADOS Y DISCUSION ..ottt s 30
CAPITULO V ettt ettt ettt sttt s ae et st eaeeeesaeenaeseeeneens 35
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES........coceiieieeieneeteieeeeree e 35
5.1 Comprobacion de hipOtesis .....ccviiicciieeiiciie e 35

Determinacion cuantitativa de proteina de concentrados proteicos de maiz purpuray
LTE=T o] I oY [ USRI 35

Actividad antiinflamatoria de concentrados proteicos de maiz purpura vy fréjol rojo. 35

5.2 CONCIUSIONES .cvvieiiiiieiiee sttt ettt ettt site e sbe e e sibe e sate e sbaeesabeesbaeesataesnbaeesabeesnns 36
5.3 RECOMENUACIONES ....evvieiiiiiee ettt rree e s e e s e e e s sbee e s ssabeeesenabeeas 37
BIBLIOGRAFIA ...t esae st sas s sensesenaes 38
AANEXOS ..ottt ettt ettt ettt b e bt bt a et ettt e et e e ebe e ehe e sateeabeebe e beeabeenas 43
ASPECtOS aUMINISITALIVOS .....veeieiieiesieceee sttt sre et besre s 47
Cronograma de aCtiVIdAES.........ccueveeeeriicieeere ettt sreennens 49



INDICE DE CUADROS Y TABLAS

CUADROS

Cuadro 1: Composicion nutricional del “maiz morado” ..........cccovvrverivrnnnnn. 20
Cuadro 2: Composicion quimica del fréjol .........cccovvveieieieieec e 21
Cuadro 3: Diseflo experimental .............ccocviveiieiiiiese e 26
Cuadro 4: Resultados segun ODJELIVOS ..........cccvveriiiieieeie e 30
TABLAS

Tabla 1: Porcentaje de proteina en concentrados proteicos de maiz parpura y
FTEJOI FOJO. ..ttt 31

Tabla 2: % de inhibicién de la actividad antiinflamatoria de maiz parpura y

Tabla 3: % de inhibicion de la actividad antiinflamatoria del fréjol rojo y
O] o PSPPSR 33
Tabla 4: Prueba ANOVA para el porcentaje de proteinas de maiz parpura por
pHSs de solubilizacion y precipitaCion ............cccocveveieeie e 45
Tabla 5: Prueba ANOVA para el porcentaje de proteinas de fréjol rojo por pHs
de solubilizacion y precipitaCion...........ccccoereeiereieise e 45
Tabla 6: Porcentaje de inhibicion de maiz parpura a concentracién de 500
pg/ml a diferentes pHs de solubilizacidn y precipitacion. ............cccoeveeveenenee. 45
Tabla 7: Porcentaje de inhibicion de fréjol rojo a concentracion de 500 pg/ml a

diferentes pHs de solubilizacion y precipitaCion. ..........c.ccocvvevenenenenenennenn. 46



FIGURAS

Figura 1: Obtencion de la harina a través del molino ...........cccocevvveveiicieennn, 43
Figura 2:Pesando 18S MUESEIAS ..........cccviieieieieie e 43
Figura 3: Proceso de agitaCion Y JUSEE ........cccrerrierierienieenenie s 43
Figura 4: Proceso de centrifugacion a pHs de solubilizacién 8.0y 10.0................... 42

Figura 5: Muestras de maiz parpura y fréjol rojo ajustadas a diferentes pHs
(0 L=3 oL CToT | o Uod o o USSR 43
Figura 6: Separando el sobrenadante del precipitado y pesado de la muestra43
Figura 7: Proceso de secado de muestras para obtener las proteinas............... 44
Figura 8: Colocando en un tubo de ensayo 2mL de albumina de huevo, 2 mL
de patron diluido (muestra), 2,8 mL de tampdn fosfato y agitamos.................. 44
Figura 9: Colocando las muestras en una incubadora, luego en el bafio maria
finalmente sacamos y dejamos eNnfriar ..o 44
Figura 10: Centrifugando 1aS MUESEIaS .........cccoeieririiinisicee e 44

Figura 11: Midiendo la absorbancia de la muestra en el espectrofotometro ...45



CERTIFICADO DEL DIRECTOR

Guaranda, 13 de febrero del 2019

CERTIFICADO DEL DIRECTOR

El suscrito Ing. EDGAR MARCELO VILCACUNDO CHAMORRO MSc.

Director del proyecto de Investigacion, como modalidad de titulacion.

CERTIFICA

Que el proyecto de investigacion como requisito para la titulacién de grado, con
el tema: “ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA IN VITRO DE
CONCENTRADOS PROTEICOS DE MAIZ PURPURA (Zea maiz) Y
FREJOL ROJO (Phaseolus vulgaris) COMO MEDIDA PALIATIVA AL USO
DE MEDICAMENTOS. 2018” realizado por las estudiantes ALEXANDRA
ESTHEFANIA PAUCAR LLUMIGUANO con C.I. 0250034113 y SANDRA
TATIANA TAMAMI HURTADO con C.I. 0250033396, ha cumplido con los
lineamientos metodologicos contemplados en la Unidad de Titulacion de la
Carrera de Enfermeria, para sér sometido a revision y calificaciéon por los
miembros del tribunal nombrado por el Consejo Directivo de la Facultad y

posteriormente a la sustentacion publica respectiva.

</
L/L-C"JC/U‘L) O

Ing. EDGAR MARCELO VILCAC
DIRECTOR-PELPROYECTO DE TITULACION



RESUMEN EJECUTIVO

El uso de antiinflamatorios no esteroideos (AINES) constituye el de
mayor importancia para el tratamiento de procesos pre y post-operatorios.
Aunque su efectividad es comprobada, se han determinado contraindicaciones,
sobre todo, la afeccién de la mucosa gastrica. La utilizacién de alimentos
vegetales con efectos medicinales se encuentra en constante desarrollo, aunque
existe poca evidencia cientifica que compruebe las bio-actividades atribuidas a

estos productos.

En esta investigacion se aislaron concentrados proteicos de maiz
purpura y fréjol rojo para determinar la actividad antiinflamatoria, calculada a
partir del porcentaje de inhibicion comparado con un producto comercial
(diclofenaco).

Como resultado del aislamiento de proteinas por punto isoeléctrico, los
concentrados obtenidos presentaron diferencias significativas en uno de los
tratamientos, lo que determina la importancia del pH sobre la eficiencia del

proceso de extraccion.

Una vez realizada la actividad antiinflamatoria in vitro el porcentaje de
inhibiciébn maximo obtenido a un pH 8.0-5.0 para el maiz purpura fue del
68,75% Vs. El 41,67 del producto comercial (diclofenaco 100 mg).

Para el caso del fréjol rojo el maximo porcentaje de inhibicién fue del
50% a un pH 8.0-4.0 y 8.0-6.0 superando también al porcentaje de inhibicion

del patron utilizado.

Aunque los resultados de esta investigacion demuestran que los
productos vegetales utilizados ancestralmente poseen una actividad
antiinflamatoria importante, es necesario aclarar que, si bien no pueden ser
considerados como un reemplazo definitivo al uso de medicamentos
comerciales, si pueden ser considerados como suplementos nutricionales que
coadyuven al tratamiento de afecciones con procesos inflamatorios. Se
recomienda estudios posteriores a nivel molecular de caracterizacion de

proteinas y pruebas in vivo para contrarrestar los resultados obtenidos.
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Palabras claves: Maiz purpura, fréjol rojo, proteinas, diclofenaco,

actividad antiinflamatoria, in vitro.
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ABSTRACT

The wuse of non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs)
constitutes the most important for the treatment of pre and post-operative
processes. Although its effectiveness is proven, contraindications have been
determined, especially the affection of the gastric mucosa. The use of plant
foods with medicinal effects is in constant development, although there is little
scientific evidence to verify the bio-activities attributed to these products.

In this investigation, protein concentrates of purple corn and red
beans were isolated to determine the anti-inflammatory activity, calculated
from the percentage of inhibition compared with a commercial product
(diclofenac).

As a result of the isolation of proteins by isoelectric point, the
concentrates obtained showed significant differences in one of the treatments,
which determines the importance of the pH on the efficiency of the extraction
process.

Once the in vitro anti-inflammatory activity was performed, the
maximum inhibition percentage obtained at pH 8.0-5.0 for purple corn was
68.75% Vs. 41.67 of the commercial product (diclofenac 100 mg).

In the case of red beans, the maximum percentage of inhibition was 50% at pH
8.0-4.0 and 8.0-6.0, also exceeding the percentage of inhibition of the standard
used.

Although the results of this investigation show that the ancestrally
used plant products possess an important anti-inflammatory activity, it is
necessary to clarify that, although they can not be considered as a definitive
replacement to the use of commercial medicines, if they can be considered as
nutritional supplements that contribute to the treatment of conditions with
inflammatory processes. Further studies at the molecular level of protein
characterization and in vivo tests are recommended to counteract the results

obtained.

Key words: Purple corn, red beans, proteins, diclofenac, anti-

inflammatory activity, in vitro.
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INTRODUCCION

En los ultimos afios se ha despertado gran interés cientifico sobre la
actividad antiinflamatoria debido a la evolucion de enfermedades que inician

con un proceso de inflamacién. (Gomez, Gonzélez, & Medina, 2011)

Proteinas son macromoléculas las cuales desempefian el mayor nimero
de funciones en las células de los seres vivos, forman parte de la estructura
basica de tejidos durante todos los procesos de crecimiento y desarrollo.

Laura, Téllez, Sampedro, & Najera, 2007)

El maiz parpura pertenece a la familia de las gramineas, oriundo del
Per( esta constituidos por 80% de granos y 20% de coronta ademas que su
principal utilidad se debe a su propiedad colorante llamado antocianina. (Soto,
Raez, & Robles, 2013)

El maiz parpura tiene una rica composicion de fitoquimicos
principalmente en antocianinas y compuestos fendlicos que tiene efectos
benéficos en nuestro cuerpo. Su alto contenido de antocianina es un poderoso
antioxidante natural que previene la degeneracion de algunas celulas del

cuerpo, ayuda en la prevencién del cancer. (Nolazco & Araujo, 2015)

Los flavonoides presentes en el maiz purpura son antiinflamatorios
naturales y participan en la regeneracion del tejido conectivo y formacién del
colageno, favorecen la buena circulacion sanguinea, reducen los niveles del

colesterol y disminuyen el riesgo de ataque al corazon. (Ronceros et al., 2012)

El fréjol es originario de América y nutre la tierra con su aportacion de
nitrégeno. (Mufoz, 2010)

El fréjol es uno de los productos importantes en la alimentacion
humana, ademas el fréjol presenta caracteristicas que hacen ventajoso su
consumo desde el punto de vista nutricional como su elevado contenido de
fibra alimentaria y presencia de vitamina del complejo B. (Quintana, Pinzén,
& Torres, 2016)

13



Dentro de las actividades bioldgicas del fréjol esta la capacidad
antioxidante, la reduccion de colesterol, por lo que tiene un efecto protector
contra enfermedades cardiovasculares, ademas tiene efectos favorables contra
el cancer, con respecto al contenido de fibra, esta produce un efecto
hipoglucemiante, lo cual quiere decir que esto ayuda en el tratamiento de la
diabetes tipo dos. (Ferndndez & Sanchez, 2017)

La inflamacién es un proceso fisiologico, defensivo natural del
organismo ante agresiones del medio, presentando signos como el dolor, calor,

rubor y edema, ademas de perdida de funcionalidad. (Villalba, 2014)

El proceso inflamatorio es un mecanismo de defensa que se manifiesta
ante cualquier agresion, actiia como un mecanismo homeostatico y tiene como

finalidad adaptar al organismo a circunstancias anormales. (Vega, 2008)
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CAPITULO |
PROBLEMA

1.1  Planteamiento del problema

Todos los procesos post-operatorios implican el uso de medicamentos
antiinflamatorios, en ciertos pacientes se presentan problemas ante su uso por
episodios de respuesta alérgica, problemas gastricos (Ulceras) y problemas

renales entre otros.

El maiz parpura (Zea Mays) y el fréjol rojo (Phaseolus Vulgaris) son
cultivos importantes para alimentacion animal y humana, pero se desconocen
las bioactividades presentes en las proteinas de las variedades cultivadas en la
provincia de Bolivar y la seguridad de que estos puedan ser utilizados como un

suplemento nutricional.

1.2 Formulacién del problema
¢Cual es la capacidad de la actividad antiinflamatoria que contienen los
concentrados proteicos de maiz purpura (Zea Mays) y fréjol rojo (Phaseolus

Vulgaris)?

15



1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general

Estudiar la actividad antiinflamatoria de las proteinas concentradas de
maiz purpura (Zea Mays) Yy fréjol rojo (Phaseolus vulgaris) como medida

paliativa al uso de medicamentos.

1.3.2 Objetivos especificos

» Aislar las proteinas de maiz parpura (Zea Mays) y fréjol rojo
(Phaseolus vulgaris) mediante el método por punto isoeléctrico
modificado.

» Determinar la actividad antinflamatoria de concentrados proteicos de
maiz purpura (Zea Mays) Yy fréjol rojo (Phaseolus vulgaris) in vitro.

» Sugerir la capacidad de los aislados proteicos de maiz purpura y fréjol
rojo como suplementos nutricionales, capaces de ser usados como una

medida paliativa al uso de medicamentos.

16



1.4 Justificacion

Gran parte de las afecciones a la salud implican procesos inflamatorios,
que son resultado de un mecanismo de defensa propio del organismo. Se han
descubierto y sintetizado gran cantidad de medicamento de origen natural y
quimico, sin embargo, muchos de ellos presentan contraindicaciones tales
como afecciones al tracto gastro intestinal, que pueden ir desde una simple

diarrea hasta un cuadro de ulcera aguda.

Los alimentos contienen compuestos con actividades biolégicas tales
como, capacidad antiinflamatoria, antioxidante, antibacteriana, antiviral entre
otras. Dichos compuestos son conocidos como compuestos bioactivos, dentro
de estos destacan las proteinas y polifenoles por su potencialidad para ejercer

actividades biologicas sobre el organismo humano.

La provincia de Bolivar se caracteriza por ser una de las mayores
productoras de maiz, y dentro de sus variedades destaca el maiz purpura. El
fréjol rojo también es un producto de alto consumo. Es necesario conocer la
capacidad antiinflamatoria, para establecer los posibles usos en el tratamiento
de ciertas dolencias, dicho conocimiento puede ayudar en el desarrollo de
suplementos nutricionales como una medida paliativa al uso de medicamentos
de sintesis quimica, y de esta forma se pueda contribuir a mejorar la salud de
las personas que presentan este tipo de afecciones.

La Universidad Estatal de Bolivar y el Departamento de Investigacion
han realizado grandes esfuerzos para dotar de infraestructura, equipamiento y
personal capacitado, logrando asi constituir un centro de investigacion
reconocido a nivel nacional e internacional. EI grupo AGROPROBIOPEP
viene desarrollando investigaciones en el campo de las proteinas y péptidos
bioactivos, obteniendo resultados que han sido publicados a nivel mundial a

través de articulos cientificos de alto impacto

Para el aprovechamiento de los recursos anteriormente mencionados, el
impulso a la investigacion formativa y la contribucion con el contexto y la

sociedad, se justifica la realizacion de la presente investigacion.
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1.5 Limitaciones
Falta de capacidades técnicas (falta de précticas para manejo de equipos

y protocolos) para la realizacion de ensayos de laboratorio.

18



CAPITULO I
MARCO TEORICO

2.1 Bases tedricas

2.1.1 Respuesta antiinflamatoria

La inflamacién tiene un objetivo protector, que pretende liberar al
organismo del elemento causante del dafio celular (microbios, toxinas). Sin la
inflamacion las infecciones se extenderian y las heridas no cicatrizarian.
(Licastro et al., 2005)

Las células que participan en el proceso inflamatorio y se encuentra en
forma permanente en los tejidos son los mastocitos y las células endoteliales,
otras que pueden migrar y acceder al sitio afectado desde la sangre, como son
los neutréfilos, polimorfo nucleares, monaocitos, macrofagos y linfocitos. Estas
células producen una gran cantidad de moléculas activas que, de manera
directa o indirecta, son mediadores del proceso inflamatorio. (Gomez et al.,
2011)

2.1.2 Técnicas in vitro

In vitro (en latin: «en vidrio») quiere decir que se realiza fuera de un
organismo vivo y que normalmente implica a tejidos aislados, 6rganos, células,
proteinas y se llevan a cabo en tubos de ensayo o placas de petri o de pocillos

para hacer experimentos de alto rendimiento.

Las técnicas in vitro tienen el objetivo de describir los efectos de una
variable experimental inducida por un producto (bioldgico, farmacéutico,
cosmético. (Gonzélez, Lopez, Ojeda, Liebano, & Mendoza, 2014)

Los métodos de laboratorio in vitro ofrecen ventajas con respecto a los
métodos in vivo, ademas son menos costosas que las técnicas in vivo, ya que no
requieren del mantenimiento y alimentacion de animales para la realizacion de

las pruebas. (Cutullé, Eddi, Caracostantogolo, Castafio, & Schapiro, 2005)

2.1.3 Proteinas
Son consideradas macromoléculas, constituidas por un conjunto de
aminoacidos, desempefian funciones que se relacionan a acciones enzimaticas,

de transporte (albumina), estructurales (colageno), reguladores (hormonas),
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defensivas (anticuerpos) ademas de ser fuente de energia y calor. (Torres &
Ali, 2014)

2.1.4 Maiz purpura (Zea Mays)
El maiz purpura es una variedad que se origin6 en América. (Leiva,
Gayoso, & Chang, 2016)

Las semillas (granos) y olote (coronta) son de color morado lo que le
otorga caracteristicas especiales a los pigmentos que poseen (entre 1,5% y
6,0%), llamadas antocianinas, que pertenecen al grupo de los flavonoides.
debido a su alto contenido de antocianinas y compuestos fendlicos actlan
como un poderoso antioxidante natural y anticancerigeno. (Guillén, Sigry, &
Paucar, 2014)

Las antocianinas se caracterizan por tener efectos antioxidantes al
apoyar la regeneracion de los tejidos, fomentar el flujo sanguineo, reducir el
colesterol y promover la formacion de colageno, mejorando la circulacion,
también disminuye los riesgos de ataque al corazén y son preventivos contra el
cancer. (Aro et al., 2015)

Cuadro 1: Composicion nutricional del “maiz purpura”

Carbohidratos 76.29

Energia 1494kj

Vitaminas 2.1mg
Proteinas 7.3¢

Fuente: (Soto et al., 2013)

2.1.5 Fréjol rojo (Phaseolus vulgaris)

El fréjol rojo (Phaseolus vulgaris) es una leguminosa, una de las
especies mas importantes para el consumo humano. América Latina es la zona
de mayor produccion y consumo con un 45% de produccion mundial. (Pefia,
Rodriguez, & Santana, 2015)
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Cuadro 2: Composicion quimica del fréjol

Energia 337kcal
Agua 12.10 %
Proteinas 25.40 %
Grasa 1,70%
Carbohidratos 69,11 %
Fibra 17,4 %
Cenizas 3,78 %
Azucar 4,41%
Calcio 167 mg
Fosforo 463 mg
Hierro 6,24mg
Tiamina 0,88 mg
Riboflavina 0,18mg
Niacina 2,48mg

Fuente: (Suarez et al., 2016)

2.1.6 Antiinflamatorios no esteroideos AINES

Los AINES ejercen su actividad a través de la inhibicion de la
ciclooxigenasa (Cox1 y Cox2). La Cox1 es producida sin necesidad de ningun
estimulo en muchos tejidos, mientras que la Cox2 es inducida por procesos
inflamatorios. Las enzimas Cox1 y Cox2 cumplen un rol importante en la
homeostasis cardiovascular, ambos trabajan de forma opuesta, manteniendo un

equilibrio fisiolégico. (Oscanoa, 2015)

Los AINES (antinflamatorios esteroideos) son un grupo de agentes que
son capaces de suprimir los signos y sintomas de la inflamacion. Ultimamente
las investigaciones han revelado que los AINES generan efectos indeseables

como la toxicidad gastrointestinal y renal.
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2.1.7 Contraindicaciones a los medicamentos antiinflamatorios
Los AINES al ser suministrados por via oral se difunden rapidamente
en las células gastricas y después de su accion en el organismo, se eliminan a

nivel renal como metabolitos. (E. Martinez & Garrido, 2013)

Relativamente estd contraindicado en pacientes con hepatopatias,
cardiopatias, hipertension grave, nefropatia, hemocitopenias, gastritis y Ulceras
pépticas. (Batlouni, 2010)

2.1.8 Complicaciones al uso de medicamentos antiinflamatorios AINES

Los AINES producen efectos adversos a nivel de tracto gastrointestinal y
cardiovascular debido a su propio mecanismo de accion, cuando se combinan
dos antiinflamatorios no incrementa la eficacia, pero si aumenta la toxicidad
produciendo efectos secundarios como ulceras gastricas, artritis reumatoides,

deterioro de la funcion renal. (Gordon, Aucay, & Alcivar, 2017)
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2.2 Definiciones de términos

Punto isoeléctrico: Se define como el pH en el cual el nimero de cargas
positivas se iguala al nimero de cargas negativas que aportan los grupos
ionizables de una molécula. En el punto isoeléctrico la carga neta de la

molécula es cero (0)
pH: Indica el grado de acidez y alcalinidad de una solucién acuosa.

Liofilizacion: Es un proceso que tiene como objetivo separa el agua (u
otros solventes) de wuna disolucion mediante congelacion y posterior
sublimacion del hielo a presion reducida, el método es seguro para secar
compuestos organicos e inorganicos sin alterar su composicion cualitativa y

cuantitativa.

In vitro: Es una técnica que se utiliza para realizar estudios en el

laboratorio con material de vidrio.

Centrifugacién: Es un método por el cual se puede separar solidos de
liquidos de diferentes densidad por medio de una fuerza giratoria. La fuerza
centrifuga es provista por una maquina llamada centrifugadora, la cual imprime
a la mezcla un movimiento de rotacién que origina una fuerza que produce la

sedimentacion de los solidos o de las particulas de mayor densidad.

Concentrados proteicos: Se denomina concentrado proteico a aquel
producto alimenticio obtenido de harinas de origen vegetal o animal.

Filtracion: Proceso de separacion de particulas sélidas de un liquido
utilizando poroso llamado filtro. La técnica consiste en verter la mezcla sélido
y un liquido que se requiere tratar sobre un filtro que permita el paso de liquido

pero que retenga las particulas solidas.

Solucion Tampon fosfato: Son disoluciones que por el agregado de
cantidades moderadas de acidos o bases fuertes mantienen practicamente

constante el pH.

Albumina: Proteina animal y vegetal, rica en azufre y soluble en agua,
que constituye el componente principal de la clara del huevo y se encuentra
también en el plasma sanguineo y linfatico, en la leche y en las semillas de

ciertas plantas
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Incubadora: Es un horno destinado normalmente para la coccion de
materiales cerdmicos y fundicién de material de metales a traves de la energia
térmica se utiliza para calcinacion de sustancias, secado de sustancias,

fundicion y proceso de control.

Bafio maria: Es un equipo de laboratorio el cual estd conformado como
un recipiente lleno de agua caliente, se utiliza para incubar muestras en agua a

temperatura constante durante un largo periodo de tiempo.

Espectrofotometro: Es un instrumento usado en el analisis quimico que
sirve para medir, en funcién de la longitud de onda, la relacion entre valores de
una misma magnitud fotométrica relativos a dos haces de radiaciones y la

concentracion o reacciones quimicas que se miden en una muestra.

Agitador de tubos: Es un dispositivo simple que se usa comunmente en

los laboratorios para agitar pequefios tubos o frascos de liquidos.

Precipitacidn: Es el solido que se produce en una disolucion por efecto

de una reaccién quimica o bioguimica.

Rpm: Es una unidad de frecuencia que se usa para expresar velocidad
angular, en este contexto, se indica el nimero de rotaciones completadas cada

minuto por un cuerpo que gira alrededor de un gje.

Milibar: Es una cantidad de presion equivalente a una milésima parte del

bar, un bar es igual a 1000 milibares.

Soluto: Es la sustancia sélida, liquida o gaseosa que se disuelve el

solvente para producir una mezcla homogénea conocida como solucion.
Solucidn: Es una mezcla homogénea de dos o mas sustancias.

Moles: Es una unidad con la que se mide la sustancia, una de las siete

magnitudes fisicas fundamentales del sistema internacional de unidades.

Aforar: Es una marca circular grabada con precision sobre el vidrio del

material volumétrico para indicar que ese es el volumen determinado.

Nanometro: Es una unidad de longitud que tiene la milmillonésima

parte de un metro o a la millonésima parte de un milimetro.
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2.3 Sistema de hipotesis
2.3.1 Determinacion cuantitativa de proteina de concentrados proteicos
de maiz parpuray fréjol rojo.
HO: EIl contenido proteico de concentrados de maiz parpura y fréjol
rojo es igual en todos los tratamientos

H1: Por lo menos unos de los concentrados proteicos no es igual a los

demas.

2.3.2 Actividad antiinflamatoria de concentrados proteicos de maiz
puarpuray fréjol rojo.
HO: Todos los concentrados proteicos de maiz purpura y fréjol rojo

poseen actividad antiinflamatoria.

H1: Al menos uno de los concentrados proteicos de maiz purpura y fréjol

rojo no posee actividad antiinflamatoria.

2.4 Sistema de variables
2.4.1 Variable dependiente

Contenido proteico del maiz parpura (Zea mays) y fréjol rojo

(Phaseolus vulgaris)

Actividad antiinflamatoria de concentrados proteicos de maiz parpura

(Zea mays) y fréjol rojo (Phaseolus vulgaris).

2.4.2 Variable independiente
» pH de solubilizacion para la obtencion de proteinas de maiz pdrpura
(Zea mays) y fréjol rojo (Phaseolus vulgaris).
» pH de precipitacion para la obtencion de proteinas de maiz purpura
(Zea mays) y fréjol rojo (Phaseolus vulgaris) por punto isoeléctrico.
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CAPITULO Il
MARCO METODOLOGICO

3.1 Nivel de investigacion

3.1.1 Tipo de investigacion

Este estudio es de tipo experimental y cuantitativo.

3.2 Disefio experimental
Para el disefio experimental se realizara un disefio multifactorial A" B

para cada una de las matrices (maiz purpura y fréjol rojo) y para cada variable

respuesta.
Cuadro 3: Disefio experimental
Disefio experimental A* B

Factor A: pHs solubilizacion Factor B: pHs precipitacion
Niveles: Niveles:
a0: pH 8.0 b0: pH 4.0
al: pH 10.0 bl: pH 5.0

b2: pH 6.0

Tratamientos

a0b0: pH 8.0; pH 4.0 alb0: pH 10.0; pH4.0
albl: pH 8.0; pH 5.0 albl: pH 10.0; pH 5.0
alb2: pH 8.0; pH6.0 alb2: pH 10.0; pH6.0

Elaborado por: Alexandra Paucar y Sandra Tamami

3.2.1 Localizacion de la investigacion

La presente investigacion se desarrollo en las instalaciones de los
Laboratorios de Investigacion e Innovacién de la Universidad Estatal de
Bolivar ubicada en la cuidad de Guaranda, Sector campus Laguacoto II.

Direcciéon Via Guaranda-San Simén Km 1 %.

3.3 Técnicas e instrumentos (Metodologia)

3.3.1 Materia prima
Se trabajo con muestras de maiz purpura (Zea mays) y fréjol rojo

(Phaseolus vulgaris), las mismas que fueron proporcionadas en el
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departamento de investigacién de la Universidad Estatal de Bolivar. Estas
semillas se obtuvieron mediante el convenio con el Instituto Nacional de

Investigaciones Agropecuarias (INIAP).

3.3.2 Obtencion de harina de maiz purpura (Zea mays) y fréjol rojo
(Phaseolus vulgaris)
Se molieron los granos secos de maiz parpura y fréjol rojo (1kg) en un
molino eléctrico marca Retsch, modelo Cyclone para la obtencion de las

harinas.

3.3.3 Extraccion de proteina

La extraccion de proteina de las muestras se realizd siguiendo el
método de (Martinez & Afion, 1996) con modificaciones. Se obtuvo la
proteina de maiz purpura y fréjol rojo mediante el método electroforético de
separacién por su punto isoeléctrico. Se trabajé con una relacion de

peso/volumen (1/10).

3.3.3.1 Procedimiento

Se pesaron 15 gramos de harina de maiz parpura en una balanza
analitica marca SHIMADZU ATX224, se afiadié 150 ml de agua destilada, se
llevo a la plancha de agitacion marca IKA C-MAG HS7 durante 30 minutos
para ajustar a pHs de solubilizacion de 8.0 y 10.0 utilizando solucion de NaOH
2N y un pH-metro marca HANNA. La mezcla se centrifugdé a 5°C y 4500
RPM durante 20 minutos, para lo cual se trabajo con una centrifuga marca
Eppendorf. Al transcurrir este proceso el precipitado obtenido se descartd y se
trabajo con el sobrenadante, el mismo que fue ajustado a diferentes pHs de
precipitacion 4.0, 5.0 y 6.0 con HCI 2N durante 30 min en proceso de
agitacion. Se dej6 que precipitaran las proteinas a temperatura de refrigeracion
(5°C) durante 48 horas. Las proteinas obtenidas fueron neutralizadas y llevadas
a -80°C en un ultra congelador marca Panasonic. Finalmente, se procedio a
liofilizar los concentrados proteicos en un liofilizador marca CHRIST bajo

condiciones estandares que presenta el equipo.

Se siguié el mismo procedimiento para extraer proteina de frejol rojo.

Los tratamientos se trabajaron por triplicado.
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3.3.4 Cuantificacion proteica de los concentrados
Se realizé la cuantificacion de proteina de maiz purpura y fréjol rojo
mediante la norma espafiola 15104. Para esta determinacion se utilizo el

analizador elemental marca Elementar.
Se realizaron tres repeticiones por cada uno de los tratamientos.

3.3.5 Actividad antiinflamatoria in vitro
La actividad antiinflamatoria de las proteinas de maiz parpura y fréjol
rojo se determino por el método de desnaturalizacion de proteina (albdmina de

huevo), descrito por (Padmanabhan, 2012) con modificaciones.

3.3.5.1 Procedimiento

Las muestras se prepararon a concentraciéon de (500 pg/mL) de
proteinas de maiz parpura y fréjol rojo aisladas a pHs 4.0, 5.0 y 6.0. Se
mezclaron 2 ml de la muestra preparada, con 2,8 ml de solucién tampon fosfato
ajustado a pH 6,4 y 2 ml de albumina de huevo, esta mezcla se llevd a incubar
a 27°C durante 15 minutos, para este proceso se emple6 una incubadora marca
Memmert. Las muestras incubadas se llevaron a bafio maria, a una temperatura
de 70°C por 10 minutos.

Las muestras fueron enfriadas y centrifugadas, para posteriormente
medir la absorbancia de cada una de ellas, a una longitud de onda de 660
nandmetros, para ello se utilizé un espectrofotometro marca Thermo Scientific

(Nano Drop).

Se emple6 como patron un farmaco antiinflamatorio comercial
(diclofenaco de sodio), éste se preparé a las mismas concentraciones de las

muestras (500ug/mL)) y siguiendo el método descrito anteriormente.

El porcentaje de inhibicion de la proteina fue calculada con la siguiente

ecuacion:

o At — Ac
% Inhibicion = TX 100

Donde:

At = Absorbancia de la muestra
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Ac = Absorbancia del control
Se realizaron tres repeticiones por cada uno de los tratamientos

3.4 Técnicas de procesamiento y analisis de datos
Los datos seran tabulados con el software estadistico STAT GRAPHICS
Centurion XVI a través de una prueba ANOVA multifactorial con un grado de

significacion del 95%.
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CAPITULO IV
LOGROS ALCANZADOS SEGUN LOS OBJETIVOS
PLANTEADOS, RESULTADOS Y DISCUSION

Cuadro 4: Resultados segun objetivos

N° | Objetivos de investigacion Resultados alcanzados
1 | Aislar las proteinas de maiz | Las proteinas fueron aisladas por su punto
purpura (Zea Mays) y fréjol rojo | isoeléctrico a diferentes pHs, lograndose
(Phaseolus vulgaris) mediante el | obtener porcentajes de hasta 31.06 y 58.33
método isoeléctrico. para el maiz purpura y frejol rojo
respectivamente. Tabla 1.
2 | Determinar la actividad | La actividad antiinflamatoria de los

antinflamatoria de concentrados
proteicos de maiz purpura (Zea
Mays) y fréjol rojo (Phaseolus

vulgaris) in vitro.

concentrados proteicos de maiz purpura y
fréjol rojo se puede evidenciar en la tabla 2

y 3.

Elaborado por: Alexandra Paucar y Sandra Tamami
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 1: Porcentaje de proteina en concentrados proteicos de maiz purpura 'y

fréjol rojo
pH de Maiz purpura Fréjol rojo

precipitacion % nitrogeno % Proteina| %o nitrégeno % proteina

pH R1 | R2 | R3 | opeunrrezsy | R1 | R2 | R3 | opogensris 25)

8.0- 4.0 4,79|3,77| 3,65 25,44 9,35|9,38|9,27 58,33
8.0-5-0 4,4 14,524,511 27,98 9,97|8,01|9,65 57,56
8.0-6.0 2,25|1,66|2,59 13,54 9,19(9,25|9,39 57,98
10.0-4.0 4,87 4,97 | 4,69 30,27 8,5 (8,98|9,04 55,25
10.0-5.0 4,9 |5,08 4,93! 8,9 [8,98]7,03 51,90
10.0-10.6 4,75 4,67 | 4,86 29,75 8,698,75] 8,69 54,44

Fuente: Departamento de Investigacion (UEB)

Elaborado por: Alexandra Paucar y Sandra Tamami

En la tabla 1 se puede observar el porcentaje de proteinas de maiz
purpura y fréjol rojo calculado en base al porcentaje de nitrgeno obtenido a
diferentes pHs de solubilidad y precipitacion verificando que el mayor
porcentaje de proteina se obtuvo en el fréjol rojo a pH 8.0- 4.0 con un 58,33 %

en cambio en maiz purpura a pH 10.0- 5.0 con un 31,06 % de proteina.

Segln el analisis estadistico de la prueba ANOVA el porcentaje de
proteina presente en los concentrados proteicos de fréjol rojo, tiene un efecto
estadisticamente significativo sobre el pH de solubilizacion con un 95,0 % de
nivel de confianza. A diferencia del maiz purpura que no hay diferencia
significativa. Por lo tanto, el pH es un factor que influye en el contenido
proteico de los concentrados ya que la solubilidad de la proteina incrementa
cuando el pH es alterado por debajo o encima de su punto isoeléctrico.
(Elleuch, Besbes, Roiseux, Blecker, & Attia, 2007)

(Barampama & Simard, 1993) Reporta segln las trece variedades
analizadas de Phaseolus vulgaris, que las variaciones de contenido de proteinas

se debe a la localidad y a la variedad.
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Las proteinas mayormente presentes en las leguminosas son globulinas
y albuminas y su punto isoeléctrico aproximado esté en el pH 5.0 (Boye et al.,
2010)

Determinacién de la actividad antiinflamatoria in vitro de los concentrados

proteicos de maiz purpuray fréjol rojo a diferentes pHs

Tabla 2: % de inhibicion de la actividad antiinflamatoria de maiz purpura Vs.

Diclofenaco comercial

Absorbancia

maiz parpura ot = T 100
muestras Concentracion | R1 | R2 | R3 | Promedio | % inhibicion

pug/mi

pH 8.0-4.0 500 0,08 | 0,14 | 0,17 0,13 21,88
pH 8.0-5.0 500 0,18 | 0,19 | 0,17 0,18 68,75
pH 8.0-6.0 500 0,14 | 0,17 | 0,19 0,17 56,25
pH 10.0-4.0 500 0,16 | 0,18 | 0,18 0,17 62,50
pH 10.0-5.0 500 0,14 | 0,16 | 0,14 0,15 37,50
pH 10.0-6-0 500 0,13 (0,17 | 0,14 0,15 37,50
Diclofenaco 500 0,15 | 0,19 | 0,17 0,17 41,67

Fuente: Departamento de Investigacion (UEB)

Elaborado por: Alexandra Paucar y Sandra Tamami

En la tabla 2 se observa la actividad antiinflamatoria (% inhibicién) de
maiz puUrpura a concentracion de 500 pg/ml. Se obtuvo mayor actividad
antiinflamatoria a pH 8.0- 5.0 con un 68,75% a diferencia del patron y los

demas tratamientos.

Segun el andlisis estadistico de la prueba ANOVA para la actividad
antiinflamatoria en maiz purpura, ninguno de los tratamientos tiene diferencias
estadisticamente significativas sobre el porcentaje de inhibicién con un 95,0%

de nivel de confianza.
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Durante afios se ha reemplazado los antiinflamatorios comerciales por
productos naturales, los mismos que hoy en dia ofrecen ser una alternativa
viable y logica de agentes antiinflamatorios seguros y eficaces para el
tratamiento de determinadas dolencias. (Alhakmani, Kumar, & Khan, 2013).
Debido al perfil de compuestos fendlicos del maiz, esta presenta actividad
antiinflamatoria, convirtiéndose asi en una opcién natural para este tipo de

tratamientos.

(Teniente, Gonzalez, Carifio, & Bernardino, 2016) Menciona que el
punto isoeléctrico de las proteinas varia de acuerdo a la leguminosa estudiada y

a la calidad de los reactivos utilizados en la precipitacion y en la cuantificacion.

Tabla 3: % de inhibicion de la actividad antiinflamatoria del fréjol rojo Vs.

Diclofenaco comercial

Absorbancia e

fréjol rojo BT

muestras Concentraciones | R1 | R2 | R3 | Promedio | % inhibicion

pg/mi

pH 8.0-4.0 500 0,15 0,18 | 0,15 0,16 50,00
pH 8.0-5.0 500 0,17 | 0,17 | 0,13 0,16 46,88
pH 8.0-6.0 500 0,16 | 0,17 | 0,15 0,16 50,00
pH 10.0-4.0 500 0,15 0,13 | 0,14 0,14 31,25
pH 10.0-5.0 500 0,15|0,18 | 0,14 0,16 46,88
pH 10.0-6-0 500 0,16 | 0,15 | 0,15 0,15 43,75
Diclofenaco 500 0,15(0,19 | 0,17 0,17 41,67

Fuente: Departamento de Investigacion (UEB)

Elaborado por: Alexandra Paucar y Sandra Tamami

En la tabla 3 se observa la actividad antiinflamatoria (% inhibicion) del
fréjol rojo a concentracion de 500 pg/ml. Se obtuvo mayor actividad
antiinflamatoria a pH 8.0- 4.0 y 8.0- 6.0 con un 50,00 % mientras que el patron

(diclofenaco) muestra un 41,67%.
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Segln el andlisis estadistico de la prueba ANOVA sobre la actividad
antiinflamatoria del fréjol rojo, ninguno de los tratamientos tiene diferencias
estadisticas significativas sobre el porcentaje de inhibicién con un 95,0% de

nivel de confianza.

La cuantificacion de proteinas de frejol por el método Dumas
(Analizador elemental) obtuvo porcentajes de proteinas de 65,539 %, 57,33 %
y 69,056 % para pHs 4.0, 5.0, 6,0 respectivamente (Moran, 2017) similares a

los resultados obtenidos en nuestra investigacion.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Comprobacion de hipotesis

Determinacion cuantitativa de proteina de concentrados proteicos de maiz
parpuray fréjol rojo.
Se rechaza la hipdtesis nula HO: El contenido proteico de concentrados

de maiz parpura y fréjol rojo es igual en todos los tratamientos.

Se acepta la hipdtesis alterna H1: Por lo menos uno de los concentrados

proteicos no es igual a los demas.

Actividad antiinflamatoria de concentrados proteicos de maiz parpura y
fréjol rojo.
Se acepta la hipotesis nula HO: Todos los concentrados proteicos de

maiz parpura y fréjol rojo poseen actividad antiinflamatoria.

Se rechaza la hipdtesis alternativa H1: Al menos uno de los
concentrados proteicos de maiz purpura y fréjol rojo no posee actividad

antiinflamatoria.
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5.2 Conclusiones

> Se realizo el aislamiento de los concentrados proteicos de maiz parpura
y fréjol rojo a diferentes pHs de solubilidad y precipitacion
comprobandose la importancia del punto isoeléctrico sobre el
porcentaje de proteina concentrada.

» Se determin0 la actividad antiinflamatoria in vitro de los concentrados
proteicos de maiz puarpura y fréjol rojo a una concentracion de 500
pag/ml, el porcentaje de inhibicién es mayor que el del patrén utilizado
(diclofenaco 100 mg), observandose el mejor comportamiento para el
maiz purpura.

> El porcentaje de proteinas del fréjol rojo es mayor que la del maiz

purpura, mas no asi la capacidad antiinflamatoria.
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5.3 Recomendaciones

» Se recomienda realizar un estudio en el cual se pueda agregar la
proteina aislada del maiz parpura y fréjol rojo a un alimento procesado,
para convertirlo en un alimento funcional y de esta manera aprovechar
los beneficios que estas matrices vegetales ofrecen.

» Se recomienda realizar la caracterizacion de proteinas de las dos
matrices para determinar exactamente cual es la responsable de la
actividad antiinflamatoria.

» Se recomienda evaluar la actividad antiinflamatoria en ensayos in vivo

para los concentrados proteicos de maiz purpura y fréjol rojo.
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Anexos

Figura 1: obtencion de la harina a través del
molino

Figura 2:Pesando las muestras

Figura 4: Proceso de centrifugacion
a pHs de solubilizacién 8.0 y 10.0

Y
Figura 5: Muestras de maiz parpuray fréjol rojo
ajustadas a diferentes pHs de precipitacion

Figura 6: Separando el sobrenadante del
precipitado y pesado de la muestra
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Liofilizacién

Figura 7: Proceso de secado de muestras para obtener las proteinas

Actividad antiinflamatoria

Figura 8: Colocando en un tubo de ensayo 2mL de albumina de huevo, 2 mL de patron diluido
(muestra), 2,8 mL de tampdn fosfato y agitamos

A0

Figura 10: Centrifugando las muestras

Figura 9: Colocando las muestras en una
incubadora, luego en el bafio maria finalmente
sacamos y dejamos enfriar
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Figura 11: Midiendo la absorbancia de la muestra en el espectrofotdmetro

Tabla 4: Prueba ANOVA para el porcentaje de proteinas de maiz purpura por

pHs de solubilizacion y precipitacion

Fuente Sumade |Gl | Cuadrado | Razon-F | Valor-P
Cuadrados Medio
A:A.Col_1 96,9624 1 96,9624 3,82 0,1900
B:Col_2 68,9013 2 | 34,4506 1,36 0,4245
Residuos 50,8273 2 25,4137
Total (corregido) 216,691 5

Puesto que ningan valor-P es menor que 0,05, ninguno de los factores tiene un

efecto estadisticamente significativo con un 95,0% de nivel de confianza.

Tabla 5: Prueba ANOVA para el porcentaje de proteinas de fréjol rojo por

pHs de solubilizacion y precipitacion

Fuente Suma de Gl | Cuadrado |Razon-F|Valor-P
Cuadrados Medio
A:Col_2 4,5136 2 2,2568 2,38 | 0,2956
B:Col_1 25,1331 1 25,1331 26,54 | 0,0357
Residuos 1,89373 2 0,946867
Total (corregido) 31,5404 5

Puesto que un valor-P es menor que 0,05, este factor tiene un efecto

estadisticamente significativo con un 95,0% de nivel de confianza.
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Tabla 6: Porcentaje de inhibicion de maiz purpura a concentracion de 500

Hg/ml a diferentes pHs de solubilizacion y precipitacion.

Fuente Suma de Gl | Cuadrado | Razon-F | Valor-P
Cuadrados Medio
A:Col_2 120,391 2 60,1953 0,08 0,9245
B:Col_1 14,6641 1 14,6641 0,02 0,9008
Residuos 1474,39 2 737,195
Total (corregido) 1609,45 5

Puesto que ningun valor-P es menor que 0,05, ninguno de los factores tiene un

efecto estadisticamente significativo con un 95,0% de nivel de confianza.

Tabla 7: Porcentaje de inhibicion de fréjol rojo a concentracion de 500 pg/ml

a diferentes pHs de solubilizacién y precipitacion.

Fuente Sumade |Gl | Cuadrado |Razén-F| Valor-P
Cuadrados Medio
A:Col_1 14,6641 1 14,6641 0,02 0,9008
B:Col_2 120,391 | 2 | 60,1953 0,08 0,9245
Residuos 1474,39 2 | 737,195
Total (corregido) 1609,45 5

Puesto que ningan valor-P es menor que 0,05, ninguno de los factores tiene un

efecto estadisticamente significativo con un 95,0% de nivel de confianza.
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