-y#==". UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE 5T eATOLICA

TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA
Universidad Catolica de Santa Maria

Facultad de Ciencias Farmacéuticas, Bioquimicas y

Biotecnologicas

Escuela Profesional de Ingenieria Biotecnologica

Hidrolizados proteicos de tarwi (Lupinus mutabilis Sweet) obtenidos por un
método de digestion gastrointestinal estatico in vitro y evaluacion de su

capacidad quelante de hierro (Fe?")

Tesis presentada por el Bachiller:
Quegiie Montalvo, Kevin Anthony
ORCID: 0009-0008-1409-5676

para optar el Titulo Profesional de Ingeniero Biotecnélogo

Asesora:
Dra. Galvez Ranilla, Lena

ORCID: 0000-0002-7261-3303

Arequipa — Peru

2025

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UCSM-ERP

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
INGENIERIA BIOTECNOLOGICA

TITULACION CON TESIS
DICTAMEN APROBACION DE BORRADOR
Arequipa, 13 de Octubre del 2025

Dictamen: 011360-C-EPIB-2025

Visto el borrador del expediente 011360, presentado por:

2018247071 - QUEGUE MONTALVO KEVIN ANTHONY

Titulado:

HIDROLIZADOS PROTEICOS DE TARWI (LUPINUS MUTABILIS SWEET) OBTENIDOS POR UN
METODO DE DIGESTION GASTROINTESTINAL ESTATICO IN VITRO Y EVALUACION DE SU
CAPACIDAD QUELANTE DE HIERRO (FE2+)

Nuestro dictamen es:
APROBADO

Titulo Profesional/Titulo de Segunda Especialidad/Grado Académico a optar:

INGENIERO BIOTECNOLOGO

29213630 - CARDENAS GARCIA JAIME DANTE
DICTAMINADOR

43668681 - PAREDES FUENTES JULITZA LINDSEY
DICTAMINADOR

72172854 - FLORES CALLA SUSAN SOFIA
DICTAMINADOR




Hidrolizados proteicos de tarwi (Lupinus mutabilis Sweet)
obtenidos por un método de digestion gastrointestinal
estatico in vitro y evaluaciéon de su capacidad quelante de
hierro (Fe2+)

INFORME DE ORIGINALIDAD

1 5% 1 4% 4% 3%

INDICE DE SIMILITUD FUENTES DE INTERNET  PUBLICACIONES TRABAJOS DEL
ESTUDIANTE

FUENTES PRIMARIAS

hdl.handle.net

Fuente de Internet

.

3%

repositorio.lamolina.edu.pe

Fuente de Internet

oo

1o

Submitted to Universidad Catdlica de Santa
Maria

Trabajo del estudiante

e

T

web10.unl.edu.ar:8080

Fuente de Internet

-~

1o

e

Fuente de Internet

eprints.uanl.mx <1 o

H Submitted to Universidad de Burgos UBUCEV 1
Trabajo del estudiante < %
repositorio.chapingo.edu.mx
Fuer'?te de Internet p g <1 0/()




s - UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE [ “CATOLICA

TESIS UCSM -« DE SANTA MARIA

DEDICATORIA

A Dios por darme la vida, por iluminarme y guiarme en cada paso de este camino. La fuerza

v sabiduria que me brindas me permite enfrentar cualquier reto con esperanza, confianza y

fe.

A mis padres, por su amor incondicional, sacrificio y apoyo constante en cada etapa de mi
vida. Gracias por sus ensefianzas, paciencia y por las oportunidades que me han podido

brindar, siendo un gran ejemplo para mi.

A mis hermanos, por su carifio, comprension y por estar siempre presentes, brindandome

animo en cada etapa de este camino.

A mi pareja Romina, que siempre me motiva a ser mejor en cada aspecto de mi vida. Gracias

por tu carifio, apoyo y por estar a mi lado en los momentos mas dificiles.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOQSITORIO DE

TESIS UCSM

AGRADECIMIENTOS

Mi completo agradecimiento a la Dra. Lena Gélvez Ranilla, por brindarme la oportunidad
de ser su tesista, por su mentoria, confianza, dedicacion y apoyo durante todo el desarrollo

de mi tesis, Su orientacion fue fundamental en cada etapa del proceso.

Mis sinceros agradecimientos a la Dra. Rosana Chirinos Gallardo y al Mg. Andrés Figueroa
Merma del Instituto de Biotecnologia (IBT) de la UNALM, por su compromiso con el

proyecto y sus valiosas contribuciones en el desarrollo de esta investigacion.

Al Ing. Jestis Poccohuanca Gutiérrez, por su disposicion, conocimientos y colaboracion que

hizo que este proceso fuera mas llevadero, contribuyendo a la culminacion de mi tesis.

También me gustaria agradecer a mis compafieros del Laboratorio de Ciencia de los
Alimentos de la UCSM, a Michaell, Alessandra, Jefferson, Itzeli y Daniela, por su apoyo y
los momentos de compafierismo que permitieron que las jornadas en el laboratorio fueran

mas amenas.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-3#%,. UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE Qs CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

AGRADECIMIENTO A PROCIENCIA-CONCYTEC

Mi completo agradecimiento al Fondo Nacional de Desarrollo Cientifico, Tecnologico y de
Innovacion Tecnoldgica (FONDECYT), por el financiamiento para el desarrollo de la
presente investigacion como parte del proyecto “Una alternativa de la fortificacion con
hierro: Obtencién, purificacion y caracterizacion de péptidos con capacidad queladora de
Fe?*, A partir de la proteina de tarwi (Lupinus mutabilis), Empleando enfoques in vitro e in

silico” con contrato N° PE501082412-2023-PROCIENCIA.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




vgT%,- UNIVERSIDAD

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar la capacidad quelante de Fe** de los
hidrolizados proteicos de tarwi (Lupinus mutabilis Sweet) obtenidos de digestion
gastrointestinal estatica in vitro siguiendo el protocolo INFOGEST. Adicionalmente, se
analizaron el contenido de proteina soluble y el grado de hidrélisis durante las etapas de
digestion géstrica e intestinal, incluyendo a la caseina como proteina control con fines

comparativos.

Se implement6 el modelo de digestion estatico in vitro INFOGEST, permitiendo simular las
condiciones de digestion gastrointestinal humanas a través del uso de enzimas digestivas
como pepsina y pancreatina, fluidos simulados gastrico e intestinal, bilis y controlando

parametros fisiologicos relevantes.

El contenido de proteina soluble y la capacidad quelante de Fe** de los hidrolizados
generados a partir de la proteina de tarwi se incrementd moderadamente en la fase gastrica,
alcanzando valores superiores a los observados en la proteina control (caseina) al final de la

digestion (7,87 mg/mL y 2,97 ug Fe*’/mg ASB respectivamente).

En la etapa de digestion intestinal, los hidrolizados de la proteina de tarwi presentaron un
mayor grado de hidrdlisis al final de la digestion (32,81 %), frente a la caseina (18,61 %).
La capacidad quelante de Fe** también fue superior en los hidrolizados de la proteina de
tarwi alcanzando un valor méximo de 48,84 pg Fe?*’/mg ASB a los 100 min, en comparacion
con la caseina (32,56 pug Fe*’/mg ASB a los 80 min), para finalizar en valores de 34,29 ug
Fe**/mg ASB y 22,98 ug Fe**/mg ASB al final de la etapa intestinal respectivamente. Por lo
anterior, la proteina de tarwi genera hidrolizados con mayor capacidad quelante de Fe?" que

la caseina a nivel intestinal.

Estos resultados constituyen la base cientifica preliminar para investigaciones futuras a nivel
in vivo e investigacion aplicada dirigida al disefio de nuevos suplementos de hierro con base
en los péptidos de la proteina de tarwi. Esto podria contribuir a las estrategias nutricionales
orientadas a mejorar la absorcion de hierro y combatir la anemia, ademas de revalorar

cultivos andinos subutilizados como alternativa funcional frente a la desnutricion.

Palabras clave: Digestion in vitro, tarwi, capacidad quelante de Fe?".
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the Fe**-chelating capacity of hydrolysates derived from tarwi
(Lupinus mutabilis Sweet) protein subjected to static in vifro gastrointestinal digestion
following the INFOGEST protocol. Additionally, soluble protein content and degree of
hydrolysis were assessed during the gastric and intestinal phases, including casein as a

control protein for comparative purposes.

The static INFOGEST in vitro digestion model was implemented to simulate human
gastrointestinal conditions using digestive enzymes like pepsin and pancreatin, simulated

gastric and intestinal fluids, bile and by maintaining physiologically relevant parameters.

Both the soluble protein content and Fe**-chelating capacity of tarwi protein hydrolysates
moderately increased during the gastric phase, reaching values higher than those of the
control protein (casein) at the end of digestion (7.87 mg/mL and 2.97 png Fe**/mg BSA,

respectively).

In the intestinal phase, tarwi protein hydrolysates exhibited a higher degree of hydrolysis at
the end of digestion (32.81%) compared to casein (18.61%). The Fe?*'-chelating capacity was
also greater in tarwi hydrolysates, with a maximum value of 48.84 ng Fe**/mg BSA at 100
minutes, compared to 32.56 ug Fe**/mg BSA for casein at 80 minutes. Final values were
34.29 pg Fe*’/mg BSA for tarwi and 22.98 pg Fe*’/mg BSA for casein, confirming the

superior chelating potential of tarwi protein hydrolysates at the intestinal level.

These findings provide a preliminary scientific basis for future in vivo studies and applied
research aimed at the development of iron supplements based on tarwi-derived peptides.
This could support nutritional strategies to improve iron absorption and combat anemia,
while also promoting the revalorization of underutilized Andean crops as functional

alternatives to address malnutrition.

Keywords: In vitro digestion, tarwi, Fe**-chelating capacity.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-v==2 . UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE [ - B CATOLICA
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA
INDICE
DEDICATORIA
AGRADECIMIENTOS
RESUMEN
ABSTRACT
INTRODUCCION .....oooomiiimiiiieiiseeeie s ss st 1
HIPOTESIS ..ottt 3
OBUJETIVOS ...ttt ettt ettt sttt ettt et sbtesae et e eaeesae e 4
ODJetivo SeNeral ..........ccoooiiiiiiiiiiiiii ettt et 4
ODbjetivos eSPecIfiCOS. ............coiiiiiiiiiiieiie e 4
TABLA DE VARIABLES E INDICADORES .........cccooooiiiiiiinineeeeee 5
CAPITULO L.ttt st 6
1. MARCO TEORICO .........ooiivireiiriineiiiesseseeeissssssssssssasssesssessssesssssssssssssoes 7
1.1, Lupinus mutabiliS SWEEL........cccucccuieviieeiieeieeeiieceeeteeeteeeteesreesaeeieeeaeeseessseenseas 7
1.1.1. Taxonomia y deSCIIPCION ........cecueereiieriieeieeiieeiteesieeeteesteeereeseeeeseesaneens 7
1.1.2. ProdUCCION ..ottt 8
1.1.3. Biodiversidad ..........cocoiiiiiiiiiiii e 9
1.1.4. COMPOSICION QUIMICA .veenereeniieenieenieeieesieeereenieeeteeseeeeseesieesseesseeeneas 11
1.1.5. Proteina de tarwi .........ovieriiiiiriiiiiicreeee e 13
1.2.  Estrategias para contrarrestar 1a anemia............cceceevueeeeneenieneeneeneenieneeeeneens 14
1.2.1. V12 INITAVENOSA ...ttt et 15
1.2.2. Via fortificacion de alimentos...........cccceeeiiiiiiiiiiiiiniieeeeeee 16
1.3, Capacidad quelante de Fe? " 18
1.4.  Digestion gastrointestinal ............ccccueieiiiieiiiieeiiie et 20
1.4.1. Fase oral ..o 20
1.4.2. S T o2 1 1 o Lo PSSP 21
1.4.3. Fase Intestinal..........coceviiiiiiiiieeeieneeeee e 21

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-v==2 . UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE [ - B CATOLICA
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA
1.4.4. Sistema de digestion i VItIO........ceevieeieeriieeiieniieeieesie e eseeeeveeseee e 21
1.5, INFOGEST .....iotiiiiieeeet ettt ettt sttt s 23
1.5.1. Amilasa Salival........cccovieiiiiiiiiee e 24
1.5.2. POPSING .....eiiiiiiiecie et 24
1.5.3. LIPASA GASIIICA .eueeeiiieiieeiieeiee ettt ettt ettt 24
1.5.4. PanCreating.......cc.cevieieiieniieiecieeee e 24
1.5.5. SAlEs DIIATES ....veieiiieiiiiiiee e 24
CAPITULO TL...coooooiiee et 26
2. MATERIALES Y METODOS ...........cooooiiiiiieiaeeeineessseiseeeesseseseessessesn 27
2.1.  LUGAR DE EJECUCION ......ccooomruurimmrearinmasesnaeesesessssssesssssssssessssesesssesees 27
22, "MATERBQUFSE, ....... 0 N BN L e 27
2.2.1. Material de eStUAIO......cc.eevueriiriiiiiiieiicie et 27
2.2.2. ReactiviBR......... - oecernt ... oo R AR e 28
2.2.3. SAlES DIHATES .....eovveieinieriieniieieriesiee ettt 28
2.24. ERM S R B SRR Y A W e 29
2.2.5. Material de 1aboratorio...........ceeevueriiriiniiniinieecicseeece e 29
2.2.6. EQUIPOS .ttt 29
2.3, METODOLOGIA..........cooiiieieeeieiieeeeeeeeeeeeee e, 30
2.3.1. Implementacion del método de digestion gastrointestinal estatico in
111 (o SOOI v’ SUOUUTI: % v SRR OSSO YRR OIPPRRRTRIP 30
2.3.2. Etapas previas al método INFOGEST .........ccccooveviiiiiiieeieeeeee, 30
2.3.3. Implementacion y aplicacion del método de digestion gastrointestinal
INFOGEST para la evaluacion de la proteina de tarwi y proteina de control .......... 38
2.3.4. Meétodos de andlisis de los hidrolizados...........cccecevieviiiiniencnncnnne 37
2.3.5. ANALISTS €StAdISTICO. .. .veveeniieiiiiieie ettt 42
CAPITULO TIL.....cooovioiiiii sttt 43
3. RESULTADOS Y DISCUSION.........ccooocomiriiriiiririinneesesseseessssssesssssessesnees 44

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




MR UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE Q% CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

3.1. Implementacion del método de digestion gastrointestinal in vitro

INFOGEST ...ttt ettt et ettt et beeaees 44
3.1.1. Actividad enzimatica de Pepsina ..........cceeeveeevveeeiieeeiiieeeiee e 44
3.1.2. Actividad enzimatica de tripsSina..........ceeeveerieriiienieerieenie e 45
3.1.3. Concentracion de sales biliares ..........ccceveeeiiienieiiiienieiiieeeceeeen 46
3.1.4. Ajuste de pH y proporciones a usar en los tubos de reaccion del
MEtOdO INFOGEST ......ooiiiiiiiiieee ettt 47

3.2. Evaluacion del contenido de proteina soluble, el grado de hidrdlisis y la

capacidad quelante de Fe?" en los hidrolizados derivados de la proteina de tarwi y

la proteina control (caseina) durante etapas de digestion oral y gastrica ..................... 47
3.2.1. Contenido de proteina soluble ...........c.coocveveiiiiiieiieniieieeeeee e, 48
3.2.2. Grado de hidrOliSiS.....cc.eerueeiiriiriieieie e 50
323 Capacidad quelante de Fe i 53

3.3. Determinacion del contenido de proteina soluble, el grado de hidrdlisis y la

capacidad quelante de Fe?" en los hidrolizados derivados de la proteina de tarwi y

la proteina control (caseina) durante la etapa de digestion intestinal ........................... 57
3.3.1. Contenido de proteina soluble ............ccocceeiiiiiiiiiiiniiicee, 57

3.3.2. Grado de hidroliSiS.....c..cevueeiiriiniiiinieieeiese e 59

333 Capacidad quelante de Fe¥ i 63
CONCLUSITONES. ...ttt ettt ettt ettt s e beeseese e st et entensensessennens 68
RECOMENDACIONES........ooiiiiiiiiieieere ettt sttt sensesaeenes 69
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..........ooooviiviiioieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 70
ANEXOS ..ottt ettt ettt a ettt st st n et e b et e reeteeseeneene e st et e tenaenns 86

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-s==x . UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE : CATOLICA
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA
INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Variabilidad fenotipica de planta y semilla de tarwi ...........cccoeeveeeiieniienieennennen. 10

Figura 2. Hidrolisis enzimética de hemoglobina bovina ...........cccccceeeieiniiniiiiniceienieeee, 30

Figura 3. Hidrolisis enzimatica del TAME ... 32

Figura 4. Reaccion redox de los 4cidos biliares y NAD........cooiiiiiiiiiniiiiiieeeeeeeee, 34

Figura 5. Protocolo general del método de digestion estatico in VItro ..........cecceeeeeereeennnen. 38

Figura 6. Disefio experimental aplicado en la presente investigacion ..............cccceevueenneen. 39

Figura 7. Digestion in vitro fase oral y gastrica aplicado a la proteina de tarwi y la

PIOtEINA CONMEIOL...cuuiiiiiiiiieiiieite ettt et stteete et ee bt esteeebeeteeesbeensaeenseessneesseesseenseensseenseennns 35

Figura 8. Digestion in vitro hasta fase intestinal aplicado a la proteina de tarwi y la

PTOLEINA COMEIOL .....iiiiieiie ittt ettt ettt ettt e et et e st e et e e saeeenbeeenbeenbeesabeenseesneeenseas 36
Figura 9. Formacion del complejo Ferrozina-Fe? s 37
Figura 10. Reaccion de la proteina con el 10n CUPIICO........coveevuirieriiiiieniinieieneeeeieneeene 39
Figura 11. Reaccion de TNBS con grupos aminos Primarios .............c.eeeeeeeeeeseeeeneeseeennnens 40
Figura 12. Relacion entre la concentracion de pepsina y su actividad enzimatica.............. 45
Figura 13. Cinética de la actividad enzimatica de la tripsina ...........cccceveeeveenerieenceniennnnns 46

Figura 14. Contenido de proteina soluble durante la digestion a nivel gastrico de la

proteina de tarwi (a) y 1a caseina (D) ....oooveeeeiiiiiiiiieieeee e 48

Figura 15. Grado de hidrolisis durante la digestion a nivel gastrico de la proteina de

tarwi (@) ¥ 12 CASEINA (D)..eueieiieiiieiie it e 50

Figura 16. Capacidad quelante de Fe** durante la digestion a nivel gastrico de la

proteina de tarwi () y 12 CaSEINa (D)...ceouveeeiuieeeiieeeiiieeiie ettt et 53

Figura 17. Contenido de proteina soluble durante la digestion a nivel intestinal de la

proteina de tarwi (2) y 1a caseina (D) ..cc.eevveeeiiierieeiieiieeieee e 57

Figura 18. Grado de hidrolisis durante la digestion a nivel intestinal de la proteina de

tarwi (2) ¥ 12 CASEINA (D)..eeeieeieeiiieeiiie ettt e e e e naee e 60

Figura 19. Capacidad quelante de Fe** durante la digestion a nivel intestinal de la

proteina de tarwi () y 12 CaSEINa (D)...ceouveeeiuieeeiieeeiiieeiie ettt et 63

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-s#=2( . UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE - &l ~CATOLICA
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA
INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Cuadro de variables € Indicadores............cceeuerinirininieieiiineeeeeeeeceeeee 5

Tabla 2. Produccion de tarwi en el Perti al 2022.........cooiiiiiiiiiniiniiiiiiciecceeccceecee 8

Tabla 3. Macronutrientes en la semilla del tarwi y SOya.........ccocceeviiiiiiniiiiiiniiceeee, 11

Tabla 4. Minerales presentes en la semilla de tarwi por cada 100 g de base seca............... 12

Tabla S. Contenido de aminoédcidos esenciales en tarwi.........ccceeceeveevenienienenieeneeniennens 13

Tabla 6. Métodos para la evaluacion de la capacidad quelante de Fe*" en péptidos de

diferentes fUBNIES PIOTEICAS .......coueetiruiirieeieriiete ettt ettt ettt ettt et s saeens 19
Tabla 7. Concentraciones de 1as SOIUCIONES StOCK. ....covveeiiieeeieieiieie 35

Tabla 8. Volumen de solucion stock y concentracion final de las sales en los fluidos

simulados. .. L. .. RN e ... 0 T . B N N . L e 36
Tabla 9. Actividad enzimatica de PEePSING.........cerveerieriiiieiiieiie ettt 44
Tabla 10. Actividad enzimatica de 1a tripSina ............eeoeeeiienieiiiienie e 46
Tabla 11. Determinacion del contenido de sales biliares en la bilis.............ccceeeeeiennen. 47
Tabla 12. Proporciones para la obtencion de FSS IX.......cccoviiiiiiiiiniiienieeeeeeee, 86
Tabla 13. Proporciones para la obtencion de FSG 1X.......cccoovivviiniieiiieniiieiieieeeeee e, 86
Tabla 14. Proporciones para la obtencion de FSI 1X.......ccccoeviiiiieniiiiiiniiiiieiceeee e, 86
Tabla 15. Proporciones por tubo para la Fase oral ............ccccovevvieniiiiiiniiieiieiceeeee e, 87
Tabla 16. Proporciones por tubo para 1a Fase gastrica...........c..cceeveeeviienieeiienieeieeeie e 87
Tabla 17. Proporciones por tubo para la Fase intestinal.............c.cccceeeiiriieeciienieenienieenen. 87

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-v==% . UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE [ - B CATOLICA
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA
INDICE DE ANEXOS
ANEXO 1. Proporciones de los fluidos simulados para el ajuste de pH...........c.ccceeeueenneee. 86
ANEXO 2. Proporciones por tubo de las fases de digestion...........ccceceeveeeiienicenceniennnen. 87
ANEXO 3. Curvas de calibracion de los métodos analiticos ...........eeceeveeriiienieeseeniennnen. 88
ANEXO 4. Analisis estadisticos de proteina de tarwi en fase gastrica .......c..ccccevcvereenenee. 89
ANEXO 5. Andlisis estadistico de proteina de tarwi en fase intestinal............ccccceeveenneee. 90
ANEXO 6. Analisis estadistico de caseina en fase gastrica......c..coceveevveececneencniicneeneenne. 92
ANEXO 7. Anélisis estadistico de caseina en fase intestinal...........c.ccoceveeevieneniencenenne. 93
ANEXO 8. Resolucion Directoral N° 001-2025-INIA-DGIA .......cccocoeviviiinieninieneeenee, 95

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




V#7%_- UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE e TOT N

TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA

INTRODUCCION

La salud publica ha presentado varios desafios en los ultimos afios, especialmente en
regiones rurales de muchos paises, entre ellos destaca el problema de la desnutricion. En el
caso de Latinoamérica la desnutricion cronica en ninos menores de 5 anos alcanzo el 11,3%
en el afio 2020 (1,2). Esto conlleva a una deficiencia de micronutrientes muy importantes
para el desarrollo del ser humano, como el hierro, yodo y zinc, presentando consecuencias
adversas, desde el bajo peso al nacer, bajo desarrollo, incluyendo el aumento del riesgo de

enfermedades cronicas al llegar a una edad avanzada (3).

La anemia por deficiencia de hierro o anemia ferropénica, es un problema que afecta
principalmente a la poblacion infantil (4,9). En el caso de nuestro pais, la anemia ferropénica
afecta al 43,1% de los nifios de 6 a 35 meses, siendo Puno y Ucayali las regiones mas
afectadas, mientras que Arequipa hasta el 2023 present6 un 40,2% (5-7). Se han
implementado algunas estrategias aceptadas como la fortificacion con sales de hierro, pero
las desventajas que presentan han llevado a la busqueda de alternativas mas eficaces (8).
Una de las alternativas que estd en constante investigacion es el uso de moléculas organicas,
especificamente péptidos con capacidad quelante de Fe**, provenientes de la hidrélisis de

diversas fuentes proteicas como una posible solucién (8,9).

El tarwi (Lupinus mutabilis Sweet), es una leguminosa nativa de los Andes que presenta un
contenido proteico superior incluso al de la soya dependiendo de la variedad, y podria ser
una fuente importante de péptidos con capacidad quelante de Fe?*, sin embargo, no existe
informacion cientifica sobre este aspecto, y ademas este recurso, es muy poco aprovechado
a nivel productivo y comercial (10,11). Se ha reportado que el tarwi posee propiedades
bioactivas beneficiosas para la salud humana, ademés de presentar una buena adaptabilidad
para crecer en diversos ecosistemas (12,13). A pesar de este potencial, no se le ha dado una
adecuada atencion.

En la presente investigacion se implement6 el método estatico de digestion gastrointestinal
in vitro segin el protocolo INFOGEST, se evalué la capacidad quelante de Fe?" de los
hidrolizados generados a partir de la proteina de tarwi bajo este sistema in vitro, y se
determiné su variabilidad durante las diferentes etapas de la digestion.

Los resultados de esta investigacion constituyen la base cientifica para futuros trabajos que
permitan la identificacion de los péptidos asociados con esta propiedad, los mecanismos

moleculares involucrados, y estudios de biodisponibilidad a nivel in vitro e in vivo. La
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importancia de la implementacion del protocolo INFOGEST en esta investigacion, radica en
que es un método consensuado a nivel internacional elaborado con el objetivo de
estandarizar y simular con precision las condiciones digestivas in vitro, permitiendo

comparaciones mas adecuadas de los resultados entre diferentes investigaciones (15).

Los resultados de este estudio contribuirdn con las iniciativas de la investigacion cientifica
sobre la diversidad alimentaria del Perti, como es el caso del tarwi, y abren una linea de
investigacion importante que podria derivar en una alternativa prometedora en la lucha
contra la anemia ferropénica y la desnutricion infantil. No solo dando un valor agregado a
este cultivo, sino que también se resalta la importancia de aprovechar los recursos de nuestro

pais como solucion potencial a problemas de alcance global.
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HIPOTESIS

La proteina del tarwi sometida a un sistema de digestion gastrointestinal estatico in vitro
implementado, es una fuente de hidrolizados con capacidad quelante de Fe**. Esta propiedad,
junto con el contenido de proteina soluble y el grado de hidrolisis proteica serdn variables
en el tiempo y en las diferentes etapas de la digestion gastrointestinal simulada. Lo anterior

permitira dar un mayor valor agregado al tarwi.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Obtener hidrolizados proteicos de tarwi (Lupinus mutabilis Sweet) utilizando un método de

digestion gastrointestinal estatico in vitro y evaluar su capacidad quelante de Fe*'.

Objetivos especificos

1. Implementar el método consensuado cientificamente y denominado “INFOGEST”
de digestion gastrointestinal estatico in vitro incluyendo las etapas correspondientes
a la fase oral, géstrica e intestinal.

2. Evaluar la capacidad quelante de Fe*", el grado de hidrélisis proteica y la proteina
soluble en los hidrolizados derivados de la proteina de tarwi durante la etapa de
digestion oral y géstrica.

3. Determinar la capacidad quelante de Fe?*, el grado de hidrélisis proteica y la proteina
soluble en los hidrolizados derivados de la proteina de tarwi durante la etapa de

digestion intestinal.
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TABLA DE VARIABLES E INDICADORES

A continuacion, se presenta el cuadro con las variables dependientes e independientes que

fueron evaluadas en este proyecto.

Tabla 1. Cuadro de variables e indicadores

VARIABLES VARIABLE INDICADORES UNIDADES
Implementacion
del método Método -
gastrointestinal in INFOGEST
Vitro
Digestion en fase pH 3, enzima
gastrica pepsina porcina, -
INDEPENDIENTES FSG*
Digestion en fase pH 7, enzima
intestinal pancreatina -
porcina, FSI*
Tiempo Tiempo del proceso min
Cantidad de hierro
quelado por el
Capacidad quelante  hidrolizado ug Fe**/mg de ASB
de Fe** proteico de tarwi
Concentracion de
proteina que mg/mL
DEPENDIENTES . .
Contenido de reacciona con el
proteina soluble reactivo de Folin
Ciocalteu
Porcentaje de %
Grado de hidrolisis  proteina
hidrolizada
*Elaboracion propia

*FSG: Fluido simulado gastrico, FSI: Fluido simulado intestinal.
*ASB: Albumina sérica bovina
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CAPITULO1
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1. MARCO TEORICO

1.1. Lupinus mutabilis Sweet

1.1.1. Taxonomia y descripcion
Reino : Vegetal
Subreino :  Fanerogamae
Division : Espermatophitas
Clase : Dicotyledoneae
Orden : Rosales
Familia : Fabaceae
Subfamilia  : Faboideae
Tribu : Genisteae
Género : Lupinus
Especie : Lupinus mutabilis Sweet

El tarwi o chocho es una leguminosa de origen andino que es cominmente cultivada en
paises de Sudamérica como Peru, Ecuador y Bolivia. Se sugiere que se origin6 de una
mutacion de la especie Lupinus piurensis y que tuvo una rapida expansion gracias a la
poblacion de la época a lo largo de los Andes, desde Colombia hasta el norte de
Argentina (16). Esta leguminosa presenta una planta de raiz vigorosa profunda con tallo
lefioso, hojas ovaladas a lanceoladas compuestas y una flor que presenta corola con
pétalos (17). La planta de tarwi también destaca por su atractivo ornamental, siendo una
buena opcion para la decoracion de ambientes, algunos de sus ecotipos presentan colores
muy variados en sus flores que van desde tonos azules hasta rosados, por esta razon es
que se le conoce como “mutabilis” (18).

Las semillas de tarwi tienen forma ovalada encontrandose dentro de una vaina cubierta
por un tegumento duro, dependiendo del ecotipo puede presentar diferentes colores
como blanco, amarillo, gris, castafio, etc. Estas semillas destacan por contener altas
concentraciones de proteinas, lipidos y minerales, convirtiéndolas en una excelente
fuente de estos macronutrientes y micronutrientes, en comparaciéon con algunas
leguminosas cominmente consumidas, como la soya (17,19). Por esta razén la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO)

considero al tarwi como una semilla muy nutritiva y completa (20). Ademas, presenta
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un alto contenido de alcaloides, lo que lo hace resistente a ataque de plagas o
contaminacion bacteriana (16).

El tarwi tiene una muy buena adaptabilidad a diferentes condiciones de cultivos, aunque
su desarrollo Optimo se observa en lugares secos de suelos franco arenosos y climas
calidos con escasas lluvias, pero también tiene la capacidad de crecer en zonas con bajas
temperaturas donde predominan las precipitaciones. Sin embargo, estas variaciones
ambientales pueden influir en el tamafio final de la planta (13,19).

A pesar de contar con estas ventajas en comparacion a otros cultivos, el poco

conocimiento del sector agricola limita su produccion en los paises de origen.

1.1.2. Produccion
En los ultimos afios, la produccion del tarwi ha presentado un notorio aumento, siendo

cultivadas aproximadamente 1 384 964 toneladas (t) en todo el mundo durante el afio
2021. América del Sur destaca como el continente lider en la produccion de este cultivo,
con paises con ecosistemas favorables como lo son Ecuador, Chile, Bolivia y Peru. El
cultivo en Peru se da en gran parte en ciertas zonas de la sierra como las regiones de La
Libertad y Cusco (20). La importancia del tarwi como cultivo no se limita solo en sus
paises de origen, ya que despierta un interés considerable en otros continentes,

especialmente en Europa y Oceania (21).

Lamentablemente la pandemia causada por el COVID-19 fue un factor que produjo una
disminucioén en la produccion de tarwi en el Perd, llegando a pasar de 16 481 toneladas
en 2018 a 15 809 toneladas hasta finales del afio 2020 (22). Segun el MIDAGRI, hasta
finales del afo 2022 el Pert produjo un total de 15 084 toneladas de tarwi, siendo el
segundo mayor productor en Sudamérica siendo precedido por Chile. En la Tabla 2 se

presentan los departamentos que tuvieron una mayor produccion hasta el afio 2022:

Tabla 2. Produccion de tarwi en el Peru al 2022

Produccion
Departamentos © Porcentaje
La Libertad 4532 30,04%
Cusco 3913 25,94%
Apurimac 1 695 11,24%
Puno 1 545 10,24%
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Huanuco 1407 9,33%
Otros 1992 13,21%
TOTAL 15 084 100%

*Adaptado de MIDAGRI 2022 (20).

Australia es el mayor productor de tarwi alrededor del mundo, ocupando el 63% de toda
la produccion del ano 2022 segun las estadisticas, aunque no se especifica si es
unicamente del mutabilis, ya que posiblemente se incluya otras especies de lupino
(albus, luteus, angustifolius, etc.). Esto indica que lugares fuera de Ameérica, como
Oceania y Europa estan teniendo un buen manejo de esta leguminosa (20).

Por el momento, ninguno de los continentes ya mencionados comercializa sus cultivos
de tarwi, ya que paises como Rusia, Alemania, Polonia estan investigando y realizando
experimentos con Lupinus mutabilis para probar las mejores condiciones de cultivo para
su adaptabilidad en cada pais. A pesar de ello, algunos de los desafios que enfrentan son
la baja produccion, el largo ciclo de cultivo, factores bidticos prevalentes en el

continente europeo, eso incluye la posible presencia de plagas y enfermedades (13,23).

1.1.3. Biodiversidad
El tarwi tiene un alto nivel de polimorfismo, debido a su alta variabilidad genética,

siendo una especie autdgama y alégama, esto quiere decir que su reproduccion puede

llevarse a cabo en la misma flor o entre flores de diferentes plantas (18,24).

Las caracteristicas fenotipicas que puede presentar el tarwi son muy variadas, esto
depende de su forma de reproduccion o las condiciones de cultivo como el suelo o clima,
las partes que presentan cambios mas representativos son las flores, algunas de ellas
pueden presentar varios colores como azul, lilas, blancas, como se muestra en la Figura

1, esta variabilidad es considerada macroscopica (19).

Las semillas, por su parte, también exhiben variabilidad fenotipica manifestandose con
la presencia de dos colores: uno primario y otro secundario, con una distribucion diversa
de patrones o manchas. En el caso del color primario, las semillas pueden presentar

tonalidades como blanco, amarillo, marrdon, negro o verde, mientras que el color
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secundario suele inclinarse hacia tonalidades mas oscuras, como se observa en la Figura

1(25).

Figura 1. Variabilidad fenotipica de planta y semilla de tarwi. Tomado de Gulisano
(26).

La preservacion in situ del tarwi se lleva a cabo a través de bancos de germoplasma,
cuya finalidad es salvaguardar la diversidad genética de este recurso, el cual es bastante
amplio. Los bancos de germoplasma tienen como propoésito fundamental establecer una
reserva estratégica de material genético con el fin de facilitar procesos como
mejoramiento genético, preservacion y propagacion de ecotipos que enfrentan amenazas

de extincion (17).

Asimismo, al mantener una coleccion diversa de germoplasma, se brinda la posibilidad
de estudiar y utilizar recursos genéticos valiosos para abordar desafios ambientales,
agricolas y de seguridad alimentaria contribuyendo asi la sostenibilidad a largo plazo,
gracias a estos bancos de germoplasma muchos paises europeos realizan sus
investigaciones clave en agricultura, aprovechando valiosos recursos genéticos para

avanzar en este campo (17,23).

En comparacion con otros paises andinos, Peru destaca por conservar la mayor cantidad
de accesiones 0 muestras registradas en bancos de germoplasma. Bolivia, por ejemplo,
reporta alrededor de 595 accesiones en bancos de germoplasma en las ciudades de La
Paz y Cochabamba (27). Ecuador, por su parte, cuenta con una notable coleccion de més
de 634 accesiones resguardadas en el Instituto Nacional de Investigaciones

Agropecuarias (INIAP) (28). En el caso de Peru, la conservacion abarca cifras de
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aproximadamente 4 532 accesiones, de los cuales 1800 accesiones se encuentran en el
Centro de Investigaciones en Cultivos Andinos (CICA-CUSCO) de la Universidad
Nacional de San Antonio Abad del Cusco (UNSAAC) (27). Sin embargo, se ha
avanzado muy poco con la caracterizacion integral de esta biodiversidad a diferentes
niveles.

1.14. Composicion quimica

En los ultimos afos, las semillas de tarwi han tomado mayor importancia en el ambito
alimenticio, esto es debido a que su composiciéon quimica es bastante completa, con

propiedades beneficiosas para la salud gracias a su alto contenido de nutrientes (26).

La composicion de las semillas destaca en su elevado contenido de proteinas y lipidos,
siendo las proteinas las mas importantes debido a su valor nutricional fundamental para
el cuerpo (29,30).
a) Macronutrientes
En la actualidad, el tarwi se ha integrado como un ingrediente clave en la produccion
de diversos alimentos, tales como pan, pastas, leche, papillas y purés (31). Esto tiene
como objetivo aumentar los niveles de proteinas y reducir la presencia de gluten en
algunos productos alimenticios, ofreciendo opciones mas diversas y accesibles para la
dieta. Ademas, se ha convertido en una alternativa para reducir el consumo de la
proteina animal, desempefiando el papel de sustituto como fuente proteica (32).
Aunque por el momento el comercio de productos derivados de esta leguminosa en

nuestro pais es muy bajo.

En la Tabla 3, se presenta una comparacion en la composicion de macronutrientes entre
el tarwi, frente a la leguminosa més consumida y comercializada alrededor del mundo,
la soya (Glycine max), con estos datos se puede observar que el contenido de las
proteinas y carbohidratos, es mayor en comparacion al de la soya, esto depende de

muchos factores como el ecotipo y la condicion de cultivo:

Tabla 3. Macronutrientes en la semilla del tarwi y soya

Macronutrientes (%) Lupinus mutabilis Sweet Glycine max
Proteinas 55.00 40.00
Lipidos 20.00 20.00
Carbohidratos 19.00 15.00

*Adaptado de diversas fuentes (33,34).
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b) Minerales
En el caso de los minerales, el tarwi posee una amplia gama de ellos, en la Tabla 4, se

presenta la cantidad de minerales presentes en el tarwi:

Tabla 4. Minerales presentes en la semilla de tarwi por cada 100 g de base seca

Mineral Cantidad (mg)
Potasio (K) 1130 - 1400
Fosforo (P) 600 - 880

Magnesio (Mg) 240 - 330
Calcio (Ca) 120 - 180
Hierro (Fe) 5,0-73

Zinc (Zn) 34-36

*Adaptado de Campos et al. (31).

¢) Alcaloides
El tarwi también tiene un contenido elevado de alcaloides del tipo quinolizidinico con

un aproximado de 28,0 g/kg de producto; estos compuestos estan presentes de manera
natural siendo sintetizadas por la misma planta como mecanismo de defensa contra las
plagas, aunque esto dificulta el consumo por ser toxico para el ser humano, debido a
ello se han propuesto diversas estrategias para su eliminacion a través del
mejoramiento genético, uso de procesos de remojo, lavados continuos, etc. Sin
embargo, Ultimamente se estd asociando a estos compuestos con una serie de

propiedades saludables dependiendo de su concentracion (17,31).

d) Otros compuestos
Adicional a ello, se ha registrado la presencia de algunos compuestos en

concentraciones mas bajas, sin embargo, estos estan altamente relacionados con
propiedades funcionales de gran relevancia para la salud desempefiando un papel
crucial como antioxidantes, entre estos compuestos se encuentran los carotenoides con
4,51 mg/kg; tocoferoles con 249,8 mg/kg y polifenoles con 12,1 mg/g (35).

En resumen, el tarwi es un alimento con un gran potencial como fuente de nutrientes y

compuestos beneficiosos para la salud.
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1.1.5. Proteina de tarwi
Como se menciond en el punto 1.1.4., las semillas de tarwi destacan por su alto

contenido de proteinas, alcanzando aproximadamente un 55%, aunque se debe tener en
cuenta que este porcentaje puede variar significativamente segin diversos factores,
como la ubicacion geografica de cultivo, la variedad de tarwi, asi como otros factores
agroclimaticos y genéticos.

Por ejemplo, las semillas originarias de Ecuador poseen un promedio de 41.40% de
proteinas, mientras que las provenientes de Chile poseen un promedio de 51,00% (31).
Las globulinas representan la mayor parte de las proteinas en las semillas del tarwi,
alcanzando un aproximado de 91-94%, mientras que el 6.4% es de albliminas y existe
la posibilidad de que haya presencia de prolaminas y glutelinas, pero en fracciones
minimas (26).

El tarwi también es una fuente rica de aminoacidos esenciales, esto se encuentra mas

detallado en la Tabla 5:

Tabla 5. Contenido de aminoacidos esenciales en tarwi

Aminoacido Cantidad (g/100 g)
Leucina 7.0
Lisina 5.8
Isoleucina 42
Valina 3.8
Fenilalanina 3.5
Treonina 3.5
Histidina 3.5
Metionina 0.8
Triptofano 0.8

*Tomado de Gulisano et al. (26).

La proteina de tarwi presenta muchos beneficios, por ejemplo, dentro de la fraccion de
globulinas, se encuentran las conglutinas, las cuales han sido relacionadas con
propiedades que favorecen la salud cardiovascular, desempefian un papel en el control
de la resistencia a la insulina e influye en la regulacion de ferritina, favoreciendo el

almacenamiento adecuado de hierro (26). Ademas, la proteina de tarwi se ha utilizado
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en diversos estudios como complemento nutricional en la formulacion de varios
alimentos o para la mejora de algunas propiedades funcionales como la antioxidante
(36).

Estudios recientes confirman que la proteina de tarwi constituye una fuente de péptidos
con propiedades bioactivas y beneficiosas para la salud luego de ser obtenidos por un
proceso de hidrélisis. Una propiedad encontrada en ciertas fracciones peptidicas
generadas a partir de la hidrélisis de la proteina de tarwi es la capacidad antioxidante la
cual depende de la composicion de los aminoacidos; asimismo se ha reportado que
algunos péptidos de otras especies de lupinos ayudan a estabilizar los minerales,
facilitando su transporte y absorcion, por lo que el tarwi no seria una excepcion (12,60).
Se ha demostrado a nivel in vitro, que algunos hidrolizados derivados de la proteina de
tarwi tienen capacidad antidiabética, llegando a inhibir la dipeptidil peptidasa 1V,
enzima que modula la cantidad de glucosa en sangre de personas con diabetes tipo 2,
pudiendo ser una alternativa natural frente a los farmacos convencionales, cuyo uso
continuo produce efectos secundarios a largo plazo (12,37).

También, los hidrolizados proteicos y péptidos del tarwi han mostrado capacidad
antihipertensiva por su actividad inhibidora de la enzima convertidora de angiotensina
(ECA-I), que influye en el flujo sanguineo del cuerpo elevando la presion (38,39). Es
por ello que el tarwi se esta convirtiendo en un recurso de interés en el campo agricola

y nutracéutico.

1.2. Estrategias para contrarrestar la anemia

El hierro es un mineral importante ya que es participe en la regulacion de las vias
metabolicas de energia, el transporte de oxigeno, sistema inmune, mantenimiento de las
funciones hematopoyéticas, entre otros (9,40). Su deficiencia a largo plazo se encuentra
altamente relacionado con la debilidad muscular, problemas respiratorios y un desarrollo
motor y mental anormal (41). Ademas, estudios recientes determinaron que el hierro al
tener un papel crucial en el sistema inmunoldgico, se encuentra asociado con la
susceptibilidad a la infeccion causada por el Sars-CoV-2, asi también como otras
infecciones virales (42). Con la deficiencia de hierro se desencadena la anemia
ferropénica, que es una condicion donde la sangre carece de una cantidad de globulos
rojos sanos, viéndose implicado el poco transporte de oxigeno y desencadenando

sintomas como fatiga, dolores de cabeza, debilidad, poco apetito, etc. (43).
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Por esta razon se han propuesto algunas estrategias para disminuir los casos de anemia
en el mundo ya sea aplicando diferentes fuentes de hierro a nivel intravenoso o a través

de la fortificacion de los alimentos.

1.2.1. Via intravenosa
Los suplementos intravenosos de hierro no son la mejor alternativa para combatir la

anemia, por los efectos secundarios que estos podrian tener, como por ejemplo problemas
hepaticos. A pesar de los avances que han tenido, su uso es mayormente dado cuando
existe poca tolerancia y eficacia de las terapias comunes, ya que algunos de ellos
requieren de muchas dosis (44,45). Entre los suplementos intravenosos mas utilizados se

encuentran:

a) Hierro dextrano
Es un complejo de hierro con dextrano, que actia como envoltura. Existi6 una

presentacion de este suplemento que tenia alto peso molecular que fue sacada del
mercado por las reacciones anafilacticas que causaba. El que se usa actualmente, aunque
es de bajo peso molecular, se encuentra controlado. Antes de una dosis completa, el

paciente debe pasar por una prueba de monitoreo cuidadoso (44).

b) Gluconato férrico sodico
Es un complejo de iones hierro unidos con gluconato de sodio, cumpliendo el papel de

envoltura molecular de los iones hierro, varios estudios han demostrado buenos
resultados en pacientes hospitalizados con anemia e insuficiencia cardiaca, aunque
luego de su administracion puede dejar hierro libre, lo cual induce al estrés oxidativo
(46,47).

¢) Hierro sacarosa

Es un complejo de hierro en su forma férrica con sacarosa, si bien es de los que tiene
unos resultados favorables, sus efectos secundarios son muy variados pudiendo ser leves
como cambios en el gusto, a moderados como hipertension e hipotension. Hay
informacion que indica que el suplemento aumenta la susceptibilidad a infecciones

bacterianas, aunque es un tema contradictorio por el momento (48).

d) Carboximaltosa férrica
Es un complejo de hidroxido férrico estabilizado con maltosa, entre los suplementos

intravenosos es el que tiene mas efectividad, pero tiene un costo mas elevado. Tiene

efectos secundarios leves, parecidos al de los tratamientos tradicionales, se pueden
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presentar dolores de cabeza, mareos, nduseas, reacciones en el lugar de la dosis, etc.
(47,49).

1.2.2. Via fortificacion de alimentos

Otra estrategia muy aceptada es la fortificacion de alimentos, que consiste en la adicion
del hierro a alimentos que son comuUnmente consumidos por la poblacion como
vehiculos para suplementar las deficiencias nutricionales (50). Los compuestos mas

usados para fortificar alimentos a nivel comercial y algunos atin a nivel de estudio son:

a) Sales inorganicas de hierro
La fortificacion con sales de hierro es la estrategia mas utilizada para combatir la

anemia. Las sales se pueden dividir en solubles en agua, poco solubles en agua e
insolubles en agua. Las solubles en agua, tienen la ventaja de ser mas biodisponibles en
el organismo a comparacion de las poco solubles e insolubles, pero son muy reactivas
con los alimentos, entre las sales solubles en agua estan: el sulfato ferroso, el bisglicinato
ferroso, el lactato ferroso y el cloruro ferroso (50,51). Entre las poco solubles e
insolubles en agua, como el fumarato ferroso y el pirofosfato férrico respectivamente,
son menos absorbibles, pero tienen la ventaja de tener un menor costo (50).
A pesar de ser muy recomendadas y utilizadas, en general, las sales de hierro tienen una
baja biodisponibilidad, un alto costo y varios efectos secundarios. Por ejemplo, altas
dosis de estas sales de hierro pueden irritar y dafiar la mucosa géstrica a largo plazo
(40,52).
b) Complejos organicos
Estudios recientes indican que ciertas moléculas organicas, como péptidos o
polisacaridos derivados de la hidrélisis de diversas proteinas y carbohidratos
respectivamente, tienen la capacidad de “quelar” minerales como el hierro. Esto resulta
en la formacion de complejos estables con menos interacciones quimicas y de mayor
solubilidad (53).
i. ~ Complejo hierro - polisacaridos
Los complejos hierro polisacarido, son complejos de polisacaridos con atomos de
hierro férrico, su comercializacién y estudios estdn enfocados principalmente al
tratamiento de la anemia ferropénica. Tienen menos efectos secundarios que las sales
de hierro, pero con la desventaja de que el hierro liberado de estos complejos, tiene

menor biodisponibilidad (52).
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ii. ~ Complejo péptidos- F&**
Diversos péptidos de varias fuentes, ademas de presentar propiedades bioactivas

como antiinflamatorias, antioxidantes, anticancerigenas, antihipertensiva,
antidiabética, entre otros, han demostrado también ser un vehiculo potencial para
minerales como el Fe?* (12,54).

Gracias a estas propiedades, los complejos péptidos-Fe?* han sido objeto de
investigacion en los ltimos afios, siendo obtenidos a partir de péptidos derivados de
diferentes proteinas alimentarias (9). Estos complejos presentarian ventajas frente a
las fuentes de Fe?" convencionales como una mejor absorcién, una buena estabilidad,
buena biodisponibilidad y sobre todo ser seguras para el organismo (55).

El inicio del proceso para obtener estos complejos implica la seleccion de proteinas
mas adecuadas, que incluyan péptidos capaces de exhibir la propiedad de formar
complejos con el Fe**. Para ello, las proteinas, ya sea provenientes de hongos, fuentes
vegetales o fuentes animales, se someten a un proceso de hidrolisis enzimatica (9,54).
La hidrélisis no solo tiene como objetivo la obtencidon de estos péptidos, sino también
el aumento del valor nutricional de las proteinas y de sus propiedades funcionales,
quimicas y fisicas, para ello se utilizan enzimas con actividad endopeptidasa y
exopeptidasa (56).

La formacion de los complejos péptido-Fe?" también parece tener lugar de forma
natural durante el proceso de transito gastrointestinal, como resultado del consumo
de proteinas y la accion de las proteasas digestivas en el estbmago e intestino, sin
embargo, no existe mucha informacion cientifica sobre este tema y su formacion
dependeria de la fuente proteica, composicion, forma de consumo, entre otros
factores (57).

Después de confirmar esta funcionalidad, se avanza hacia la purificacion de los
péptidos con el objetivo de determinar las secuencias completas de aminodcidos. Para
ello se utilizan procesos de ultrafiltracion mediante el uso de membranas con
multiples repeticiones, seguido de lavados con soluciones especificas, y para la
identificacion se recurre a la cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a la
espectrometria de masa (LC-MS) (58,59).

También se ha prestado mucha atencion a la relacion estructura-actividad de los
complejos péptidos-Fe?*, incluyendo los sitios de union y el proceso dindmico. Los
métodos empleados para llevar a cabo este analisis incluyen la espectrometria de

masas por ionizacion de electrospray (ESI-MS), espectroscopia ultravioleta-visible
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(UV-vis), espectroscopia de fluorescencia, espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR), entre otros (55).

Debido a que esta fuente potencial de Fe?" atin est en investigacion, la absorcién y
biodisponibilidad aun no han sido evaluadas en ensayos clinicos debido a
consideraciones éticas, costos y las dificultades que estos pueden presentar. Sin
embargo, ya existe evidencia cientifica a nivel in vitro e in vivo con modelos
celulares o en animales, respectivamente (54). En un estudio in vivo, se evalu6 la
biodisponibilidad de los complejos péptido-Fe?" obtenido de la proteina de avena en
ratas inducidas a anemia ferropénica mediante una dieta baja en hierro, frente a un
control (ratas con dieta estandar) (63). Tras el tratamiento con estos complejos
péptido-Fe?’, se observd una mejora en la concentracion de hemoglobina, un
aumento en los niveles de ferritina y una alta actividad antioxidante, con valores
similares a la dieta control y contribuyendo al aumento de peso (63).

Se ha planteado tedricamente el proceso de absorcion del Fe*' a partir de los
complejos péptido-Fe?" en el sistema digestivo humano, donde tras su consumo, el
Fe?" seria liberado en el intestino delgado, donde es absorbido por los enterocitos y
transportado a los tejidos a través de la sangre (54). Factores como la estabilidad del
complejo, su liberacion intestinal, la presencia de proteinas transportadoras y las
necesidades nutricionales influyen en su absorcion (54).

Segun lo expuesto previamente, el tarwi, presenta un alto contenido proteico y exhibe
péptidos con diversas propiedades funcionales, por lo tanto, podria representar una
fuente alimentaria valiosa de péptidos con la capacidad de quelar Fe?". Aunque no
existen estudios cientificos especificos sobre esta propiedad en la proteina del tarwi,
investigaciones recientes han demostrado que las leguminosas con composicion
proteica similar, presentan esta capacidad tras ser sometidas a digestion

gastrointestinal in vitro (60).

1.3. Capacidad quelante de Fe?*
La capacidad de quelacion se relaciona con la habilidad del Fe** para unirse a otros

compuestos. Esta propiedad es importante en el tratamiento de personas con deficiencia
o exceso de Fe?", ya que su inestabilidad propicia la formacion de radicales libres. En el
ambito alimentario, la capacidad de quelacion juega un papel importante en la absorcion
del mineral (61,62). La eleccion y configuracion de sistemas de transporte para el Fe?*,

que incluyen la formacién de complejos que favorecen la absorcidon y el transporte
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eficiente del Fe?" en el organismo, demanda el uso de metodologias especificas para
evaluar esta propiedad (53).

La evaluacion de la capacidad quelante del Fe?" ha sido objeto de estudio en relacion con
diversos compuestos, considerando la unién del Fe?" con 4cidos organicos, polisacaridos,
sales y aminoacidos. Entre estos, se ha observado un desempeiio mas destacado en el
caso de los aminoacidos, considerando estos resultados, se ha incrementado la
exploracion en el uso de péptidos como compuesto de union para el Fe** por su
estabilidad y alta solubilidad (9,62).

La forma de medicion estandar de esta propiedad se realiza promoviendo la union de
Fe?" libre (que no se ha unido al agente quelante) con compuestos con la misma
propiedad. En la Tabla 6, se presentan algunos estudios respecto a la capacidad quelante
de Fe** de péptidos derivados de proteinas de diferentes fuentes y los métodos de

evaluacion respecto a esta propiedad:

Tabla 6. Métodos para la evaluacion de la capacidad quelante de Fe?" en péptidos de

diferentes fuentes proteicas

Sustrato Método de evaluacion Referencia

Ferrozina como quelador de

Lenteja (Lens culinaris L.) = - (14)
ierro libre

Fenantrolina como quelador de
Nuez (Juglans) (40)
& hierro libre

Avena (Avena sativa L.) Diferencia de masas (63)

Separacion de fases por
Frijol mungo (Vigna radiata) . _ _ (64)
filtracion y diferencia de masas

Ferrozina como quelador de
Colza (Brassica napus) (65)
hierro libre

Espectroscopia de emision
Levadura (S. cerevisiae) oOptica de plasma acoplado (66)

inductivamente (ICP-OES)

Ferrozina como quelador de
Maitake (Grifola frondosa) ) ) (67)
hierro libre

Fenantrolina como quelador de
Yema de huevo (68)
hierro libre
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o Ferrozina como quelador de
Tilapia (Oreochromis niloticus) (69)
hierro libre

* Adaptado de diversas fuentes.

Los resultados que se reportan en los estudios presentados en la Tabla 6, indican que
todos los sustratos analizados presentaron capacidad quelante de Fe?’, aunque con
variaciones dependiendo del método utilizado. Los péptidos derivados de la proteina de
frijol mungo, yema de huevo y tilapia mostraron la mayor capacidad quelante de Fe*",
seguidos de los provenientes de las demas proteinas presentadas en la tabla. Esto resalta
la diversidad de fuentes proteicas con potencial para la quelacion de Fe** (40,63-69).
En estos estudios, los péptidos utilizados para evaluar la propiedad se obtuvieron
mediante un proceso de hidrélisis utilizando enzimas comerciales y digestivas. Se
reporta también que la propiedad muestra una mayor eficacia en péptidos de bajo peso
molecular (40,67).

En general, existen mas estudios sobre capacidad quelante de Fe** en péptidos derivados
de proteinas animales, ya que han sido ampliamente investigados en términos de
nutricion, digestibilidad y bioactividad, como en el caso de las proteinas de suero,
caseina, huevo y tejido muscular (9,53,55). Sin embargo, en los tltimos afios ha crecido
el interés por péptidos provenientes de proteinas vegetales, lo que ha impulsado un
aumento en los estudios sobre las proteinas de legumbres, cereales y otras fuentes
vegetales como alternativas sostenibles para mejorar la biodisponibilidad del Fe?*
(40,60,63). Por ultimo, se destaca la posibilidad de evaluar esta propiedad en residuos
organicos industriales como medida para prevenir la contaminacion ambiental a largo
plazo (66).

1.4. Digestion gastrointestinal

La digestion es un proceso vital en el cual los alimentos son descompuestos tanto fisica
como quimicamente a macromoléculas, fragmentos mas pequeiios y otros componentes
para su absorcion, dando asi el aporte de energia necesaria para la supervivencia del ser

vivo en cuestion (70,71). La digestion se compone de 3 fases:

14.1. Fase oral
La fase oral inicia con la masticacion del alimento en la boca, donde el tamaiio del

alimento es reducido y se inicia la digestion oral con la secrecion de saliva. Se da la
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formacion del bolo alimenticio y luego de la descomposicion enzimadtica, pasa a través

del es6fago mediante la peristalsis (71).

1.4.2. Fase gastrica
El bolo alimenticio llega al estbmago por medio del cardias, que actia como valvula de

entrada, el estdbmago por su parte actiia como “biorreactor” y mezclador. Es ahi donde
se inicia la interaccion entre los fluidos géstricos y las enzimas digestivas en condiciones
acidas, promoviendo asi la hidrolisis de proteinas y formandose el quimo, para llegar al

piloro, que actiia como valvula de salida y seguir con la digestion (71).

1.4.3. Fase intestinal
El quimo llega al intestino delgado dividido en duodeno, ileon y yeyuno. Es aqui donde

se descomponen los alimentos en fragmentos pequefios partiendo de macromoléculas,
esto se da con ayuda de enzimas pancreaticas. Los movimientos peristalticos mezclan
el contenido y ocurre la absorcion de nutrientes. Terminado este proceso el colon
reabsorbe humedad, electrolitos y sales biliares, fermentando los residuos con ayuda de

la microbiota intestinal, para la posterior eliminacion por medio de las heces (71).

La digestion gastrointestinal es un proceso complejo e importante, y ha sido objeto de
investigacion a través de los afios con la finalidad de comprender su funcionamiento
molecular, anatomico y por su gran relevancia para la salud y nutricion. Sin embargo,
existen varios factores que dificultan su estudio utilizando modelos in vivo como la
necesidad de aprobacion de un comité de ética, los elevados costos y el requerimiento de
infraestructura especial, es por ello que surge la necesidad de implementar sistemas in
vitro que faciliten los estudios cientificos, que permitan el trabajo con un mayor nimero

de muestras, y que se asemejen lo mas posible a un sistema in vivo (71,72).

1.44. Sistema de digestion in vitro
Los sistemas de digestion in vitro tienen como objetivo comprender la bioaccesibilidad,

que se refiere a la fraccion del nutriente que podria ser liberada dentro de la matriz
alimentaria y su biodisponibilidad, que corresponde a la fracciébn bioaccesible
disponible para la absorcion; siendo su mayor proposito el emular de manera mas
precisa posible un modelo in vivo al proporcionar condiciones similares a los que los
alimentos de estudio experimentarian en los 6rganos que conforman el tracto digestivo,
estas condiciones incluyen factores como el tiempo, el movimiento de los 6rganos, la

temperatura, la presencia de sales biliares, enzimas y el pH (72,73).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-s==x( . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE LR -caToLIc

TESIS UCSM —¢Z  DE SANTA MARIA

Los estudios en sistemas de digestion in vitro ofrecen beneficios notables, como la
facilidad de uso, su simplicidad, su costo mas econdémico y su alto rendimiento, y
permite el analisis de un gran nimero de muestras de interés, a comparacion de estudios
en modelos in vivo. Aunque los sistemas in vitro no pueden replicar con precision todas
las condiciones in vivo, siguen siendo una herramienta valiosa para la investigacion (72).

Los sistemas de digestion in vitro se basan en modelos los cuales se dividen en:

a) Modelo de digestion in vitro dinamico
Los modelos de digestion in vitro dinamicos tienen como objetivo simular las

condiciones lo mas semejante posible a un modelo in vivo, que, a pesar de ser
compleja, representa una gran ventaja frente a los modelos estaticos (74). Este
modelo permite ser controlado por una computadora, que dirige todo el proceso para
simular con la mayor fidelidad posible todo el proceso digestivo, lo que garantiza
una mayor precision en los resultados obtenidos (73). Este modelo puede establecer
condiciones tanto fisiologicas como mecdnicas y fisicoquimicas. Ademads, ofrece
informacion sobre la cinética de la digestion, incluyendo posibles cambios
estructurales en lipidos o proteinas (70,74).

El modelo se puede clasificar en monocompartimental, donde las reacciones y
movimientos ocurren en una Unica camara, o en multicompartimental, donde se
utilizan varias cdmaras de reaccion para simular las distintas partes que componen el
tracto gastrointestinal (74). La principal desventaja de este modelo radica en su
elevado costo y la complejidad que implica, incluso desde la configuracion de la

computadora de trabajo (75).

b) Modelo de digestion in vitro estdtico
Un modelo de digestion in vitro estatico se configura para imitar de manera precisa

las fases de digestion humana: oral, gastrica e intestinal. Su utilidad principal esta
enfocada en la evaluacion, analisis y formulacion de hipotesis, contribuyendo asi al
estudio de problemas mas amplios y a la creacion de productos industriales de interés
(73,75).

La principal diferencia de este modelo respecto a uno dindmico es que en todas las
etapas de la digestion se llevan a cabo mediante el uso de material de laboratorio,
bajo la supervision y manejo directo del personal a cargo (74). Esto implica que todas
las reacciones enzimaticas y las condiciones que afectan la digestion, tales como el

pH y la temperatura, son manipuladas por intervenciéon humana (74,75). En el caso
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de los procesos que requieren fuerza mecdnica, como la simulacion de los
movimientos peristéalticos, se realizan de forma automatizada mediante dispositivos
especializados (70).

Las principales ventajas de un modelo estatico en comparacion a uno dindmico se
centran en su simplicidad operativa, la facilidad para evaluar cada fase, su costo
accesible y la capacidad de correr un extenso nimero de muestras, esto ultimo resulta
beneficiosa al momento de evaluar los cambios fisicoquimicos, la bioaccesibilidad y
la biodisponibilidad (70,74).

La principal desventaja que tiene este tipo de modelo es que, al ser mas simple, no
puede replicar con precision los procesos mas complejos que ocurren de forma in
vivo, especialmente los aspectos dinamicos presentes en la digestion, por ese motivo
su capacidad se encuentra limitada al momento de analizar algunas de las etapas mas
complejas de este proceso fisiologico (73,74). Existen varios modelos de digestion
estatico in vitro, como los métodos de la Farmacopea de EE.UU. y el método
unificado BARGE. Sin embargo, estos fueron desarrollados para otros fines y no
especificamente para la evaluacion de productos alimenticios. Por ello, se ha
desarrollado el modelo estatico in vitro INFOGEST, el cual ha ganado amplia

aceptacion en la comunidad cientifica (74).

1.5. INFOGEST
Debido a la dificultad en la comparacion de resultados por variaciones en la metodologia

y con la finalidad de estandarizar los parametros que forman parte de la conformacion
de un sistema gastrointestinal estatico in vitro, se crea el protocolo “INFOGEST 1.0”,
presentado por el grupo del mismo nombre en el afio 2014 (74,76).

Con una version del protocolo actualizada en el afio 2019 (INFOGEST 2.0), es el
resultado del trabajo colaborativo de cientificos de al menos 17 paises (Irlanda, Suiza,
Suecia, Portugal, Noruega, Luxemburgo, Francia, Espafia, Dinamarca, Reino Unido,
Nueva Zelanda, Turquia, Israel, Polonia, Estados Unidos, Paises Bajos, Alemania), que
se desarroll6 con la finalidad de estandarizar cada proceso semejante al modelo in vivo
para que pueda ser reproducible alrededor del mundo (15).

La digestion in vitro hecha con el protocolo INFOGEST es muy efectiva ya que los
resultados que se reportan tienden a asemejarse a los experimentos in vivo en animales,
aunque para simular una digestion verdadera se debe hacer una combinacion con todos
los nutrientes que intervienen, pero el método no deja de ser una gran herramienta de

estudio (15).
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Es por ello que, para lograr la mayor semejanza posible a una digestion in vivo, el
protocolo INFOGEST incluye biocomponentes que participan en la digestion de los
alimentos para permitir una correcta descomposicion de los mismos. Los

biocomponentes a considerar son:

1.5.1. Amilasa salival
La amilasa salival es una enzima que participa en la fase oral, siendo secretada por las

glandulas pardtidas de la boca y tienen como funcidon principal empezar con la

descomposicion de carbohidratos a azucares mas simples (77).

1.5.2. Pepsina
La pepsina es una enzima participe en la fase gastrica, siendo secretada por las células

principales de la mucosa gastrica en su forma inactiva, siendo activada por el acido

gastrico y tiene como funcion la descomposicion inicial de proteinas (78).

1.5.3. Lipasa gastrica
La lipasa géstrica es una enzima que participa en la fase gastrica y es secretada por las

células principales de la mucosa géstrica, tiene como funciéon principal la
descomposicion inicial de lipidos (79).

1.54. Pancreatina

La pancreatina es un conglomerado de enzimas secretadas por el pancreas y de gran
importancia en terapias digestivas. Este conglomerado incluye enzimas que participan
en la fase intestinal de la digestion, entre estas enzimas se encuentran la amilasa
pancredtica encargada de descomponer carbohidratos, la lipasa pancreatica encargada
de descomponer lipidos y proteasas como la tripsina, quimotripsina y carboxipeptidasa,

encargadas de descomponer proteinas (80,81).

1.5.5. Sales biliares
Las sales biliares son producidas en el higado, participan en la fase intestinal de la

digestion cumpliendo roles importantes en este proceso respecto al microbiota intestinal,
la secrecion hepatica de lipidos, asi también como la digestién y absorcion de grasas

dietéticas (82).

Muchos de estos biocomponentes usados en el método, son obtenidos a partir de
animales como el porcino o bovino, los cuales presentan una composicion semejante al
humano.

Ademas, al igual que en otros modelos de digestion, en el protocolo INFOGEST también

se toman en consideracion parametros estandarizados como pH, temperatura, tiempo,
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etc. Aunque existen pasos criticos antes de poder llevar a cabo este método tales como
la determinacion de actividad enzimética de las enzimas participes y pruebas de ajuste
de pH para cada fase de digestion en funcion a las muestras a evaluar (15).

En publicaciones recientes, se ha observado un aumento en el uso del método
INFOGEST en el campo nutracéutico. Este método demuestra una gran versatilidad al
aplicarse tanto en alimentos ricos en proteinas (83), como en pruebas para evaluar la
digestion de hongos filamentosos (84). Ademas, destaca como un excelente método para
la evaluacion de diversas propiedades de compuestos alimentarios obtenidos después del

proceso digestivo (83).
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CAPITULO 11

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOQSITORIO DE

TESIS UCSM =@ DE SANTA MARIA

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. LUGAR DE EJECUCION

La presente investigacion se realizé en el Laboratorio de Ciencia de los alimentos (F-
404) del Pabellon F del campus central de la Universidad Catolica de Santa Maria
(UCSM).

2.2. MATERIALES
2.2.1. Material de estudio

La proteina de tarwi fue proporcionada por el Area de Biotecnologia Industrial y
Bioprocesos del Instituto de Biotecnologia (IBT) de la Universidad Nacional Agraria la
Molina (UNALM, Lima). La proteina ha sido elaborada a partir del tarwi ecotipo “Cholo
Fuerte” procedente del Programa de Leguminosas y Oleaginosas (UNALM, Lima). Para
la obtencion de la proteina de tarwi, los granos del ecotipo mencionado fueron
sometidos a un proceso inicial de molienda y tamizado, obteniendo una harina que luego
fue desgrasada. Posteriormente, la harina pasdé por procesos de centrifugacion,
precipitacion isoeléctrica y recoleccion para la extraccion de la proteina. Para finalizar
la proteina fue suspendida en agua destilada y liofilizada, obteniendo un concentrado
proteico de tarwi con un 76.6% de proteina y 6.8% de grasa. Los granos de tarwi
utilizados para la obtencion de la proteina, han sido accedidos bajo la RESOLUCION
DIRECTORAL N° 001-2025-INIA-DGIA (Instituto Nacional de Innovacion Agraria-
Direccién de Gestion de la Innovacion Agraria), donde se ha dado autorizacion a la
Universidad Nacional Agraria La Molina para el acceso, sin fines comerciales, a los
recursos genéticos y sus derivados contenidos en la especie cultivada Lupinus mutabilis
(tarwi), cuya titularidad y soberania es ejercida exclusivamente por el Estado Peruano,
con el objeto de su uso exclusivo para la ejecucion del proyecto: “Una alternativa en la
fortificacion con hierro: Obtencion, purificacion y caracterizacion de péptidos con
capacidad queladora de Fe**, a partir de proteina de tarwi (Lupinus mutabilis),
empleando enfoques in vitro e in silico” (Anexo 8).

Se consider6 el uso de una proteina lactea Caseina (C3400, Sigma Aldrich), como
proteina control con fines comparativos para el ensayo de digestion y los métodos de

analisis. Esta proteina esta compuesta de todas sus fracciones principales (asl, as2, By

K).
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2.2.2. Reactivos
- Acido clorhidrico (Merck)
- Acido tricloro-acético (TCA) (Sigma-Aldrich)
- Albumina sérica bovina (ASB) (Sigma-Aldrich)
- Bicarbonato de sodio (Sigma-Aldrich)
- Buffer Tris (Sigma-Aldrich)
- Buffer Tris-HCI (Sigma-Aldrich)
- Carbonato de amonio (Sigma-Aldrich)
- Carbonato de sodio (Sigma-Aldrich)
- Cloruro de calcio dihidratado (Merck)
- Cloruro de magnesio hexahidratado (Sigma-Aldrich)
- Cloruro de potasio (Sigma-Aldrich)
- Cloruro de sodio (Sigma-Aldrich)
- Ferrozina  (Acido  (3-(2-piridil)-5,6-difenil-1,2,4-triazina-p,p’-disulfonico,
hidrato de sal monosddica)) (Sigma-Aldrich)
- Folin Ciocalteu 2N (Merck)
- Fosfato de sodio dihidratado (Merck)
- Fosfato hidrogeno dibésico (Merck)
- Fosfato monopotasico (Sigma-Aldrich)
- Hemoglobina de sangre bovina (Sigma-Aldrich)
- Hidréxido de sodio (Merck)
- Kit de ensayo de 4cidos biliares (Sigma-Aldrich)
- Lauril sulfato de sodio (SDS) (Sigma-Aldrich)
- Leucina (L-leucine) (Sigma-Aldrich)
- Sulfato cuprico anhidro (Sigma-Aldrich)
- Sulfato de hierro (II) heptahidratado (Fisher Scientific)
- TAME (N-a-p-tosil-L-arginina metil éster) (Sigma-Aldrich)
- Tartrato de sodio y potasio (Sigma-Aldrich)
- TNBS (Solucion de acido 2,4,6-trinitrobencenosulfonico) (Sigma-Aldrich)

2.2.3. Sales biliares
- Bilis Bovina (EC 232-369-0), de bovino — seca, no fraccionada. (Sigma-Aldrich,

Alemania).
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2.2.4. Enzimas
- Enzima pancreatina porcina (EC 232-468-9), de pancreas porcino — 8 x USP,
(Sigma-Aldrich, Alemania).
- Enzima pepsina porcina (EC 3.4.23.1), de mucosa gastrica porcina — liofilizado

en polvo, > 2500 U/mg proteina, (Sigma-Aldrich, Alemania).

2.2.5. Material de laboratorio
- Barra de agitacion magnética
- Beakers de 50, 100 y 250 mL
- Cintas Parafilm
- Cubetas de cuarzo de 1.4y 3.6 mL
- Cubetas desechables de poliestireno de 4.5 mL
- Cuchara de plastico
- Cucharas y espatulas de metal
- Fiolas de 10, 25, 50, 100 mL
- Micropipetas de 0.1-2.5, 2-20, 20-200, 100-1000, 500-5000 pL
- Microplacas de poliestireno de 96 pocillos, rango UV-VIS
- Microplaca de poliestireno negras con fondo claro de 96 pocillos
- Papel filtro Whatman N° 1
- Probetas de 10 y 50 mL
- Puntas de micropipetas de 20, 200, 1000, 5000 uL.
- Tubos eppendorf de 2 mL
- Tubos coénicos de 15 y 50 mL.

2.2.6. Equipos
- Agitador magnético (Cimarec+, Thermo Scientific, EE.UU.)
- Agitador termomixer (Thermomixer 2.0, Eppendorf, Alemania)
- Agitador vortex (Wizard Advance IR, Velp Scientifica, Italia)
- Balanza analitica (Explorer, Ohaus, EE.UU.)
- Balanza de precision (Pioneer, Ohaus, EE.UU.)
- Centrifuga (Universal 320R, Hettich, Alemania)
- Congelador (LT51SGD, LG, Corea del Sur)
- Congelador -25°C (BDF-25V268, Biobase, China)
- Espectrofotometro UV-VISIBLE (Genesys 150, Thermo Scientific, EE.UU.)
- Estufa (UF55, Memmert, Alemania)
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- Incubadora (WIG-32, Witeg, Alemania)

- Lector de microplacas (Synergy HTX, BioTek, EE.UU.)
- Potenciémetro (HI 3220, Hanna, Italia)

- Rotador (Tube Revolver, Thermo Scientific, EE.UU.)

- Sonicador (Branson CPX2800-E, Bransonic, EE.UU.)

2.3. METODOLOGIA
2.3.1. Implementacion del método de digestion gastrointestinal estdtico in vitro

El método fue implementado de acuerdo al protocolo propuesto por el grupo cientifico
INFOGEST publicado por Minekus (76), con modificaciones adicionales hechas por
Brodkorb (15) y se adapto6 para la evaluacion de muestras del tipo proteina. El proceso

de implementacion fue dividido en las siguientes etapas:

2.3.2. Etapas previas al método INFOGEST
a) Determinacion de la actividad enzimatica de pepsina
El objetivo de este ensayo fue conocer la actividad especifica expresada en unidades
de actividad enzimatica por miligramo (U/mg), lo que permiti6 definir la cantidad
necesaria de pepsina a utilizar en el ensayo para alcanzar una actividad de trabajo de

2000 U/mL en la fase gastrica de la digestion in vitro (15).

OH OH

Pepsina
RN HN
Q
R'- Tyr-R? Tyr-R?

0

Figura 2. Hidrolisis enzimatica de hemoglobina bovina. Adaptado de Brodkorb et

al. (15).

Este ensayo se basa en la hidrélisis de la hemoglobina bovina en medio acido, lo que
permite la liberacion de restos peptidicos que contienen tirosina, tal como se muestra
en la Figura 2. Estos restos peptidicos son solubles en 4cido tricloro-acético (TCA)
y sus absorbancias son leidas a 280 nm, donde una unidad (U) produce 0,001 de

absorbancia a pH 2 y a 37°C (76).
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Para llevar a cabo este ensayo, fue preparada una solucion stock de pepsina
disolviendo 10 mg en 10 mL de buffer tris a un pH de 6.5 (preparada por la mezcla
de Tris 10 mM y NaCl 150 mM, ajustando su pH con HCI 5 M y 1 M) alcanzando
una concentracion de 1 mg/mL de pepsina. A partir de la solucion stock se prepararon
diferentes concentraciones de enzima (10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 pg/mL) utilizando
como solvente HC1 10 mM, las cuales se mantuvieron sobre hielo hasta su uso. Como
sustrato se utiliz6 hemoglobina bovina al 2% cuyo pH fue ajustado a 2 con HCI 300
mM y para detener la reaccion se prepard una solucion de TCA al 5%. Se tomo en
consideracion la preparacion de blancos para cada una de las concentraciones
(cambiando el orden de adiciéon de cada reactivo, iniciando con la hemoglobina,

seguida del TCA Yy al final la concentracion de enzima respectiva).

La reaccidn inici6 con la incubacion y centrifugacion de 500 pL de hemoglobina al
2% a 37°C por 5 min y a 500 rpm en un equipo Thermomixer. Transcurrido el tiempo,
se agregaron 100 pL de cada una de las concentraciones y se incubd por 10 min a
37°C (exceptuando los blancos). Luego de este tiempo, para detener la reaccion se
agregd 1 mL de TCA al 5% (en el caso de los blancos, luego de la adicion del TCA,
se agregaron los 100 pL de cada una de las concentraciones de enzima). Se
centrifugaron todas las muestras a 6000 x g por 30 min a 20°C, se recolectaron los
sobrenadantes y la lectura se hizo a 280 nm en el espectrofotometro utilizando

cubetas de cuarzo (15,85).

Para que los resultados sean expresados en unidades de actividad enzimatica por

miligramo (U/mg), se utilizo6 la siguiente ecuacion:

(A280Muestra — AzsoBlanco) * 1000
At * X *0.001

U/mg =

Donde:

U/mg = Actividad especifica de pepsina.
Azgo = Absorbancia a 280 nm.
At = Tiempo de reaccion.

X = Cantidad de pepsina en polvo (ng) en 1 mL de la solucion de ensayo.
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1000 = Factor de dilucion para la conversion de pug a mg.

0.001 = AAzg0 por unidad de pepsina (seglin hoja de especificacion del producto).

b) Determinacion de la actividad enzimatica de tripsina

El objetivo de este ensayo fue conocer la actividad especifica de la tripsina expresada
en unidades de actividad enzimatica por miligramo (U/mg), que permiti6 definir la
cantidad necesaria de pancreatina a utilizar para alcanzar una actividad enzimatica

de trabajo para la tripsina de 100 U/mL en la fase intestinal de la digestion in vitro

(15).

_CHj NH
HEN./JJ\ /\/\/‘I\O Tripsina )LN/\/\I/‘I\OH

N
H HN_ O + H,0 ——— HiN

TAME

Figura 3. Hidro6lisis enzimatica del TAME. Adaptado de Hummel (86).

El método se basa en la hidrélisis del TAME en medio alcalino (siendo el TAME un
sustrato especifico para la tripsina), liberandose metanol y residuos de p-Tolueno-
sulfonil-L-arginina, como se muestra en la Figura 3.

Las absorbancias del producto son leidas a 247 nm en un tiempo de 10 min con
intervalos de lectura de 10 s, generandose una curva cinética en funcién a los cambios
en la absorbancia a través del tiempo, se toman las pendientes, considerando
unicamente la parte lineal de la curva para los calculos, donde una unidad (U)

hidroliza 1 umol de TAME por minuto a 25°C a pH 8.1 (76,86).

Para llevar a cabo este ensayo, se prepard una solucidon stock de pancreatina
disolviendo 10 mg en 1 mL de HCl 1 mM por medio de vortex, esta dilucion fue
sometida a ultrasonido por 5 min y fue centrifugada a 3000 x g por 5 min a 20°C,
recolectandose el sobrenadante. A partir de la solucion stock se prepararon diferentes
concentraciones de enzima (450, 500, 550 pg/mL) utilizando HCl 1 mM como
solvente, las cuales se mantuvieron sobre hielo hasta su uso. Se preparé un buffer
Tris-HCl a pH 8.1 (Preparada por la mezcla de Tris-HC1 46 mM y CaClz(H20)2 11,5
mM, ajustando su pH con NaOH 5 M) para proporcionar el medio alcalino para la

enzima y como sustrato TAME a 10 mM.
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Lareaccion inicid con la mezcla de 2.6 mL de buffer Tris-HCI con 300 pL de TAME
a 10 mM, siendo mezclada por inversion e incubada a 25°C por 5 min. Terminado el
tiempo de incubacion, se agregod 100 pL de la concentracion de enzima analizada de
la cual rdpidamente se recolectdé 1 mL y se llevo a una cubeta de cuarzo para su
lectura a 247 nm por un tiempo de 10 min con intervalos de lectura de 10 s. A partir
de las lecturas de absorbancia, se generd una curva cinética siendo el eje de las
abscisas el tiempo y el eje de las ordenadas las absorbancias. A partir de esta curva
se calculd la pendiente de la porcion lineal inicial. Para el Blanco del ensayo se
reemplazo los 100 pL. de enzima por buffer Tris-HCI (15,85).

Para que los resultados sean expresados en unidades de actividad enzimatica por

miligramo (U/mg), se utilizo la siguiente ecuacion:

(AAza7Muestra — AAz47Blanco) * 1000 * 3
540 * X

U/mg =

Donde:

U/mg = Actividad especifica de Tripsina

AA»47 = Pendiente de la porcion inicial de la curva

540 = Coeficiente de extinciéon molar (L* mol! * cm™') del TAME a 247 nm.
X = Cantidad de tripsina en la mezcla de la reaccion final (mg).

3 =Volumen (mL) de la mezcla final de reaccion (TRIS-HCI + TAME + enzima).

¢) Determinacion del contenido de sales biliares en la bilis

El objetivo de este ensayo fue conocer los milimoles de sales biliares por gramo de
bilis (mmol/g), lo que permitié definir la cantidad necesaria de bilis para alcanzar
una concentracion de trabajo de 10mM en la fase intestinal de la digestion in vitro de

acuerdo al protocolo INFOGEST (15).

Acido biliar NAD* NADH
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Figura 4. Reaccion redox de los 4cidos biliares y NAD+. Adaptado de Hanson et
al. (87)

El método se divide en dos reacciones redox. La primera inicia por la reaccion de la
3a-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3a-HSD) con los doce 4cidos biliares presentes
en la bilis bovina, utilizando NAD" como cofactor, el cual es reducido a NADH, tal
como se muestra en la Figura 4.

La segunda reaccion redox se da por parte del NADH generado, el cual reacciona
con la diaforasa, siendo oxidado a NAD" y transfiriendo electrones al agente
fluordgeno, emitiendo una senal de fluorescencia siendo proporcional a la cantidad

de NADH que a su vez es proporcional a la concentracion de 4cidos biliares (87,88).

Para llevar a cabo este ensayo se utilizé el kit de determinacion de acidos biliares
(MAK309) de Sigma-Aldrich, el cual contiene un estandar interno (colato de sodio),
a una concentracion de 80 uM, y se prepar6 una dilucion de 4 pL del estandar en 46
uL de agua ultrapura. Se preparo6 un reactivo de trabajo, mezclando 450 uL de buffer
de ensayo, 48 uLL de NAD, 24 uL de probe (agente fluorégeno), 6 uL. de enzima A
(30-HSD) y 6 uL de enzima B (diaforasa). Ademads, se prepar6 un reactivo blanco
con la misma composicion del reactivo de trabajo, pero sin la inclusion de la enzima
A.

La reaccion se llevo a cabo en microplacas negras de fondo plano y transparente,
reservando tres pocillos para la muestra, el blanco y el estandar respectivamente. En
cada pocillo se colocaron 20 pL de bilis bovina a una concentracion de 15 pg/mL. A
los pocillos correspondientes a la muestra y blanco se les afiadieron 5 uLL de agua
ultrapura, mientras que al pocillo del estandar se le afiadi6 5 uL del estandar interno.
Luego, se afiadieron 80 pL del reactivo de trabajo a los pocillos de la muestra y
estandar interno, mientras que al de blanco se le afiadié 80 pL del reactivo blanco.
Se aplicé agitacion por 10 s en el lector de microplacas, seguido de una incubacién a
25°C durante 20 min. Finalizado el tiempo de incubacidn, se realizo la lectura de
fluorescencia con longitudes de excitacion de 530 nm y de emision de 585 nm en una
microplaca oscura/negra con fondo claro (88).

Para que los resultados sean expresados milimoles por gramo de bilis (mmol/g), se

utiliz6 la siguiente ecuacion:
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Fy—Fg
Fr—Fu

mmol/g = ( *20) x X

Donde:

mmol/g = Milimoles por gramo de bilis.

Fum = Fluorescencia de la muestra.

Fg = Fluorescencia del blanco.

F1 = Fluorescencia del estandar interno.

20 = Concentracion efectiva del estandar interno (WM)

X = Concentracién inversa de bilis bovina (mL/ug)

d) Preparacion de fluidos simulados

El objetivo de la preparacion de los fluidos simulados, es poder alcanzar las
concentraciones de iones secretados por los dérganos que participan en la digestion,
basandose en la informacion de los sistemas in vivo. Ademas, los fluidos simulados
proporcionan el medio acuoso necesario para el correcto desempefio de las enzimas
(76).

Los fluidos simulados se dividen en Fluido Simulado Salival (FSS), Fluido Simulado
Gastrico (FSG) y Fluido Simulado Intestinal (FSI). Estos fluidos estdin compuestos
en su totalidad por sales, que partiecron de soluciones stock a diferentes

concentraciones tal como se indica en la Tabla 7:

Tabla 7. Concentraciones de las soluciones stock.

Sal Concentracion

Cloruro de potasio - KCI 0,5M
Fosfato monopotasico - KH2PO4 0,5M
Bicarbonato de sodio - NaHCOs3 IM
Cloruro de sodio - NaCl 2M
Cloruro de magnesio hexahidratado -

MgCl(H20)s 1M
Carbonato de amonio - (NH4)2CO3 0,5M
Cloruro de calcio dihidratado - CaCl2-(H20)2 0,3M

*Adaptado de Brodkorb et al. (15).
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A partir de estas soluciones stock se prepararon los tres fluidos simulados utilizando

las siguientes proporciones:

Tabla 8. Volumen de solucion stock y concentracion final de las sales en los fluidos

simulados.

Fluido simulado Fluido simulado  Fluido simulado

Sal salival (FSS) gastrico (FSG) intestinal (FSI)
mL mM mL mM mL mM
KCl 1,51 15,1 0,69 6,9 0,68 6,8
KH2PO4 0,37 3,7 0,09 0,9 0,08 0,8
NaHCOs3 0,68 13,6 1,25 25 4,25 85
NaCl - - 1,18 47,2 0,96 384

MgCL(H20)e 0,05 0,15 0,04 0,12 0,11 0,33
(NH4)2COs3 0,006 0,06 0,05 0,5 - -
Agua ultrapura 37,34 - 36,70 - 33,92 -

*Adaptado de Brodkorb et al. (15).

Estas concentraciones corresponden a un volumen final de 40mL alcanzando una
concentracion de 1,25x para cada uno de los fluidos simulados.

El cloruro de calcio dihidratado no formé parte de los fluidos simulados con la
finalidad de evitar su precipitacion, por lo que, esta sal fue anadida exclusivamente
durante el ajuste de pH y al momento del ensayo de digestion in vitro alcanzando las
concentraciones deseadas para las fases oral, géstrica e intestinal (1,5 mM, 0,15 mM
y 0,6 mM respectivamente).

En el ensayo de digestion in vitro, las enzimas, bilis, CaCl>.(H20),, acido clorhidrico
(HCI) e hidroxido de sodio (NaOH), completaron la composicion de los fluidos

simulados, alcanzando la concentracion de 1x (15).

e) Ajuste de pH en cada fase de digestion
El objetivo del ensayo del ajuste de pH, fue conocer las cantidades exactas y
necesarias de HCI y NaOH para obtener los valores de pH adecuados para cada fase

de digestion (gastrica: pH 3, intestinal: pH 7), con la finalidad de proporcionar el
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medio adecuado para las enzimas y tengan un correcto desempeio en el proceso
hidrolitico (15).

Para el ajuste de pH es necesario utilizar cada componente del proceso de digestion
(incluyendo la muestra de interés), a excepcion de las enzimas. En 5 tubos conicos
de 15 mL, se pesaron 50 mg de la proteina de tarwi que fue suspendida en 950 pL,
completando 1 g de muestra. Segtn lo indicado por Brodkorb (15), las proporciones
al momento de ingresar a cada una de las fases de digestion debe ser de 1:1 (muestra
: fluido simulado). Por lo anterior, se utilizaron las proporciones descritas en el Anexo
1, las cuales permitieron que los fluidos simulados se encuentren a la concentracion
de 1x, el CaCl,.(H20); alcance la concentracion adecuada para cada fase y se cumpla

la mezcla de 1:1.

A cada uno de los tubos con 1 g de la proteina de tarwi resuspendida se le anadio 1
mL de FSS siendo llevados a incubacion a 37°C en el rotador de tubos a una velocidad
de 40 rpm por 2 min. Pasado este tiempo a cada tubo se le afiadié 2 mL de FSG siendo
homogenizados por inversion y tomando el valor inicial de pH. Luego, segun el valor
inicial de pH, se procedi6 a agregar volumen en microlitros de HC1 5 My 1 M,
cerrando y mezclando por inversion para luego ir midiendo el pH, esto fue repetido
varias veces, hasta que se encontrd un volumen exacto que dio un valor de pH 3. Para
confirmar que el volumen fue el adecuado, a los tubos restantes se le afiadid la misma
cantidad de HCIS My I M.

Para la fase intestinal, el proceso fue repetido partiendo desde el anadido del FSS a
1g de muestra, seguido del FSG y el valor de HC1 5 M y 1 M para alcanzar el pH
deseado. Luego, los tubos fueron llevados a incubacion a 37°C en el rotador de tubos
a una velocidad de 40 rpm por 2 h. Pasado este tiempo a cada tubo se le afiadié 4 mL
de FSI, siendo homogenizados por inversion y tomando el valor de pH inicial. Segiin
el valor inicial de pH, se agregd volumen en microlitros de NaOH 5 M, cerrando y
mezclando los tubos por inversion para ir midiendo el pH, esto fue repetido en varias
ocasiones hasta que se alcanzo el valor de pH 7. A modo de confirmacion, a los tubos
restantes se le afladio la misma cantidad de NaOH 5 M (15). Todo este procedimiento

fue repetido para la proteina control (caseina)
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2.3.3. Implementacion y aplicacion del método de digestion gastrointestinal
INFOGEST para la evaluacion de la proteina de tarwi y proteina de control
Para la implementacion del método INFOGEST, se llevo a cabo el proceso digestivo

incorporando la muestra de interés (proteina de tarwi y proteina de control caseina)
segun lo indicado por Brodkorb (15) con algunas modificaciones. Dado que el material

de estudio consistia casi su totalidad por proteina, se adaptd el protocolo segun la

siguiente figura:

e Aplicacion de nutriente/alimento de
interés

e Fluido Simulado Salival (FSS)

e Incubacién y mezcla (2 min, 37°C)

Fase Oral

_§ e Bolo Alimenticio

=z e Fluido Simulado Gastrico (FSG)
% e Pepsina (2000 U/mL)

é B e Incubacion y mezcla (2 h, 37°C)

T'és — e Quimo

“;‘S) e Fluido Simulado Intestinal (FSI)
£ [ e Pancreatina (actividad de tripsina
2 100 U/mL), sales biliares (10 mM)
=

e Incubacion y mezcla (2 h, 37°C)

Figura 5. Protocolo general del método de digestion estatico in vitro. Adaptado de

Brodkorb et al. (15).

El método de digestion in vitro fue aplicado a cada una de las proteinas de interés y se
evaluo el comportamiento de las variables en cada una de las fases de digestion (gastrica

e intestinal) a diferentes tiempos de hidrolisis. Se realizaron cuatro réplicas bioldgicas

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




v==x . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE ' CATOLICA

TESIS UCSM —2 DE SANTA MARIA

para cada tiempo seleccionado. El disefio experimental de la investigacion se presenta

en la Figura 6.

Tiempo Proteina de tarwi / Variables
Proteina control caseina dependientes

0 minutos
20 minut .
. 4 réplicas * Capacidad  quelante  de
40 minutos o .
P biologicas Fe
60 minutos
80 minutos 3 blancos * Proteina soluble
100 minutos INFOGEST « Grado de hidrolisis
120 minutos

Fase géstrica

0 minutos
/-/‘*W 20 minutos 4 réplicas « Capacidad quelante  de
qfﬁ 40 minutos biolégicas Fe*
‘ 60 minutos
% L W A * Proteina soluble
100 minutos INFOGEST * Grado de hidrélisis
120 minutos

Fase intestinal

Figura 6. Disefio experimental aplicado en la presente investigacion. Elaboracion propia.

El método de digestion in vitro con la proteina de tarwi y la proteina control, se inicio
con la suspension de 50 mg de la muestra en 950 pL de agua ultrapura en tubos conicos,
alcanzando 1 g de muestra (para cada uno de los tiempos evaluados se consideraron 3
blancos de digestion, los cuales consistian en 1 mL de agua reemplazando el gramo de

muestra).

Se prepararon los fluidos simulados y se calentaron por medio de incubacion a 37°C
hasta su uso. Terminado los procesos descritos previamente, se procedio a la digestion

in vitro siendo dividido en las siguientes fases:

a) Fase oral

Esta fase marca el comienzo del proceso de digestion. En esta fase, la muestra
suspendida en agua se mezcld con el FSS, CaCly.(H20): y agua, en diferentes
proporciones (Anexo 3) y se colocaron en el rotador de tubos a condiciones
adecuadas. Al terminar esta fase se dio la formacion del bolo alimenticio.

b) Fase gastrica

En esta fase se llevo a cabo la mezcla del bolo alimenticio con el FSG, HCI,

CaCly.(H20),, agua y pepsina porcina, en diferentes proporciones (Anexo 3) y se
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colocaron en el rotador de tubos a condiciones adecuadas. Terminada el tiempo de

esta fase se dio la formacion del quimo.

¢) Fase intestinal

En esta fase, se llevo a cabo la mezcla del quimo obtenido en la fase anterior con el
FSI, NaOH, CaCl-(H20), sales biliares, agua y pancreatina, a diferentes
proporciones (Anexo 3), fueron colocados en el rotador de tubos a condiciones

adecuadas.

El procedimiento fue dividido en dos partes con el objetivo de evaluar la variabilidad
de la capacidad quelante de Fe*", el contenido de proteina soluble y el grado de hidrolisis

proteico en cada fase digestiva a los diferentes tiempos segun lo indicado en la Figura
6.

Las fases digestivas evaluadas fueron la digestion hasta la fase gastrica y una digestion
completa. Al finalizar el proceso digestivo en los tiempos establecidos los hidrolizados
se sometieron a inactivacion enzimatica en agua a 95°C durante 10 min. Luego, se
enfriaron en un bafio de agua fria por 5 min y se centrifugaron a 5000 % g por 15 min a
5°C. Finalmente, se recolectaron los sobrenadantes, se prepararon alicuotas y se
almacenaron a -20°C. Las Figuras 7 y 8 muestran los procesos de digestion de las fases

evaluadas.
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FSG, Cloruro de
calcio, HCL, aguay
pepsina porcina

FSS, Cloruro de | : Bolo alimenticio

1 g de muestra calcio, agua

Fase oral, incubacién a
37°C por 2 min a 40

pm

munn

| %

000~

Inactivacion en agua

Preparacion de alicuotas Centrifugacion a 5000 x g Baiio frio por 5 min R
en tubos eppendorf'y por 15 min a 5°C hirviendo a 95°C por Fase gastrica, incubacién
almacenamiento a -20°C 10 min a 37°C por el tiempo
evaluado a 40 rpm

Figura 7. Digestion in vitro fase oral y gastrica aplicado a la proteina de tarwi y la proteina control. Elaboracion propia.
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) FSI, NaOH, cloruro de
Qu1m0 calcio, sales biliares, agua
y pancreatina

1 g de muestra

Fase oral, incubacién a Fase gastrica,
37°C por 2 min a 40 incubacion 37°C por
pm 2h a 40 rpm

| %

Preparacion de alicuotas Centrifugacién a 5000 x g Baiio frio por 5 min II.lac.tivaci(’)n en agua
en tubos eppendorf'y por 15 min a 5°C hirviendo a ?5°C por
almacenamiento a -20°C 10 min

Fase intestinal, incubacion
37°C por el tiempo
evaluado a 40 rpm

Figura 8. Digestion in vitro hasta fase intestinal aplicado a la proteina de tarwi y la proteina control. Elaboracion propia.
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2.34. Meétodos de analisis de los hidrolizados
a) Capacidad quelante de Fe**
La capacidad queladora fue determinada por el método utilizado por Arise (89) con
algunas modificaciones. Esta metodologia se basa en la reaccion de la Ferrozina con
el hierro libre presente en la muestra de estudio, luego de que se le haya suministrado

una fuente ferrosa (sulfato ferroso).

?H
0=5=0

RQ-F Q
o]
Feo' + /

Nﬁ}@

Hierro libre Ferrozina

Complejo Ferrozina-Fe?*

Figura 9. Formacion del complejo Ferrozina-Fe?". Tomado de Smith et al. (90).

La ferrozina actia como agente quelante del hierro en su forma ferrosa, al reaccionar,
se formara un complejo que presenta coloracion violeta tal como se muestra en la
Figura 9. La absorbancia de este complejo es medida por medio de un lector de
microplacas a una longitud de onda de 562 nm. En el caso de los péptidos, la
capacidad quelante de Fe?* se determiné de forma indirecta y se expreso6 en funcion
de la menor formacion del complejo Ferrozina-Fe?". Una menor intensidad de color
indica una mayor capacidad quelante, calculada como la diferencia entre el valor

obtenido y un control (91).

Para llevar a cabo este andlisis, se mezclaron 1000 pL de la muestra diluida, con un
factor de dilucion obtenido previamente, con 50 pL de sulfato ferroso heptahidratado
2 mM, iniciando su tiempo de reaccion de 60 min. Dentro del tiempo de reaccion, se
afnadio 1,85 mL de agua ultrapura y se mantuvo cubierto de la luz. Al final de los 60
min, se afiadio 100 uL de Ferrozina 5 mM vy se transfirio 200 pL de la solucion de
reaccion a una microplaca que fue leida a una longitud de onda de 562 nm. Para una

mayor especificidad, se realizé el mismo ensayo para el tubo blanco del método de
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digestion, llamado control solvente de extraccion, en el que se utilizé el mismo factor
de dilucion de la muestra y siguiendo el mismo procedimiento descrito previamente.
Para este ensayo se incluyd un control, reemplazando la muestra por agua ultrapura.
Ademas, se hizo un blanco de reaccidn, en el que se reemplazé la muestra y la fuente
de hierro por agua ultrapura. Se realizé una curva de calibracion utilizando diferentes

concentraciones de sulfato ferroso como fuente de hierro (89).

Los resultados fueron expresados como microgramos de hierro (II) por miligramos
de proteina expresada como ASB (ug Fe*’/mg ASB), para lo cual se realizé la

siguiente serie de calculos:
HNQM = (HC — HM) — (HC — HCSE)

Donde:

HNQM: Hierro neto quelado por la muestra (ug de Fe?").

HC: Hierro del control (ug de Fe*", hallado por medio de la curva).
HM: Hierro de la muestra (ug de Fe?*, hallado por medio de la curva).

HCSE: Hierro del blanco de digestion (ug de Fe?*, hallado por medio de la curva).

Para la expresion final fue necesario conocer el valor de proteina soluble, el cual fue
determinado por el método de Lowry (descrito en el siguiente punto) resultado es
expresado en mg ASB/mL. Luego, se determino la cantidad de proteina que ingreso6

en la reaccion de capacidad queladora, utilizando la siguiente ecuacion:
1
P=PS§S*x—
FD

Donde:

P: Cantidad de proteina que ingreso a la reaccion (mg ASB).
PS: Contenido de proteina soluble en funcion al ASB (mg/mL).
FD: Factor de Dilucion.

Por ultimo, se realizo el siguiente célculo:

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOQSITORIO DE
TESIS UCSM

Donde:
CQ = Capacidad quelante de Fe** (ug Fe?*"/mg ASB).
HNQM = Hierro neto quelado por la muestra (ug de Fe?").

P = Cantidad de proteina que ingreso a la reaccion (mg ASB).

Ademas, los resultados también fueron expresados como porcentaje de inhibicion

(%), para ello se utilizo la siguiente ecuacion:

Ac ~J Am
Ac

PI = ( ) % 100

Donde:
PI: Porcentaje de inhibicion (%, porcentaje de hierro quelado por la muestra).
A.: Absorbancia neta del control a 562 nm.

An: Absorbancia neta de la muestra a 562 nm.

b) Determinacion del contenido de proteina soluble

El contenido de proteina soluble fue determinado por el método planteado por Lowry

(92).
H
H Q ~ 9
| [l 2+ /N'--., zN‘x..ﬁ
~CH—C-NH- | ¥+ Cu  —— e
\N' - :: M, zN/
i P
Proteina -
H

Figura 10. Reaccion de la proteina con el ion cuprico. Adaptado de Lowry et al.

(92).

Este método se divide en dos partes y ocurre en condiciones alcalinas. La primera
parte del ensayo inicia con la reaccion de la proteina con iones cuprico (Cu™?),
resultando en la formacion de un complejo de proteina y cobre en su estado cuproso

(Cu"), tal como se muestra en la Figura 10.
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En la segunda parte del ensayo ocurre una reaccion redox en la cual el reactivo Folin-
Ciocalteau se reduce en presencia de ciertos aminoéacidos aromaticos y Cu',
produciendo Cu*? y un complejo reducido de coloracién azul, cuya absorbancia es

medida a una longitud de onda de 750 nm (93).

Para llevar a cabo este analisis, se mezclaron 400 pL de la muestra diluida, con un
factor de dilucion obtenido previamente, con 2 mL de Reactivo C. El Reactivo C es
una mezcla de soluciones de carbonato de sodio al 2% (preparado en 0.1 M de
NaOR)), tartrato de sodio y potasio al 1% y sulfato cuprico al 0.5%, en una proporcioén
de 100:1:1. La mezcla de la muestra y el Reactivo C se dejo en reposo por 10 min.,
pasado este tiempo se le anadio 200 pL del reactivo Folin Ciocalteau 1N. La solucién
fue incubada por 60 min a temperatura ambiente y protegida de la luz.
Posteriormente, se realizé la lectura de absorbancia en el espectrofotometro a una
longitud de onda de 750 nm. El contenido de proteina soluble de la muestra se calcul6
mediante una curva de calibracion usando Albumina Sérica Bovina (ASB), como
muestra a diferentes concentraciones y los resultados fueron expresados en

miligramos por mililitro (mg/mL) en funcion a la ASB (Anexo 3a) (92).

¢) Determinacion de grado de hidrdlisis proteico

La determinacion del grado de hidrdlisis proteico fue realizado por el método de

Adler-Nissen (94).
NOQ NOz
O 0
0,N SO, + HZ.N/\{/ = O,N NH/\T// + 50, + H'
NO, OH NO, OH
TNBS Aminoacido

Figura 11. Reaccion de TNBS con grupos aminos primarios. Tomado de Adler-

Nissen (94).

Como se muestra en la Figura 11, la reaccion se da entre la solucion del acido 2,4,6-
trinitrobencenosulfonico (TNBS) con los grupos aminos primarios presentes en los
hidrolizados en condiciones alcalinas, haciendo que el TNBS libere su ion 2,4,6-

trinitrofenil (TNF), que al unirse a los grupos aminos, forma un derivado trinitrofenil-
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amino, que resulta en la formacion de un complejo coloreado, cuya absorbancia es

medida a una longitud de onda de 340 nm (94,95).

Para llevar a cabo este analisis, se mezclaron 63 pL de la muestra diluida, con un
factor de dilucion obtenido previamente, con 0,5 mL de buffer fosfato de sodio
0,2125 M (pH 8,2). Posterior a ello, se afiadieron 0,5 mL de TNBS al 0,1% con vortex
y se dejo a incubar a 50°C por 60 min protegido de la luz en un bafio maria. La
reaccion fue detenida con 1 mL de HC1 0,1 N y se mantuvo en reposo durante 20 min
aun protegido de la luz, luego se agregd 2 mL de agua ultrapura y se dejo reposar por
10 min protegido de la luz. La lectura de absorbancia se hizo a una longitud de onda
de 340 nm. Se realiz6 una curva de calibracion usando L-leucina a diferentes
concentraciones para calcular el contenido de aminoacidos derivados de la reaccion
hidrolitica como mM de leucina (Anexo 3b) (94).

Posteriormente, los resultados fueron expresados en “mg de Leucina/g de proteina”,

para ello se utilizo la siguiente ecuacion:
, : V
mg de Leucina/g de proteina = mM * 131,17 * (5) x FD1 * FD2

Donde:

mM: mmoles de Leucina por litro, obtenidos a partir de la curva de calibracion
(mmol/L)

131,17: Peso molecular de L-leucina (g/mol)

V: Volumen de reaccion del proceso hidrolitico (L)

G: Cantidad de proteina presente en la muestra inicial (g), en base al porcentaje
proteico (determinado por micro Kjeldahl de la mezcla total del tubo de digestion).
FD1: Factor de dilucion del proceso hidrolitico.

FD2: Factor de dilucion aplicado en el ensayo.

Para que los resultados sean expresados en términos de porcentaje (%), fue necesario
conocer el valor de una hidrdlisis total de todos los reactivos y biocomponentes que
forman parte de la digestion. Este procedimiento se realizd por medio de una
hidroélisis quimica total de la muestra, los fluidos simulados, las enzimas y las sales
biliares. Esta hidrolisis quimica total se realiz6 con HCl 6M a 110°C por 24 horas,

para luego pasar por un proceso de filtracion en papel Whatman N° 1 y ser
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neutralizado con NaOH 2N. Una vez obtenido este dato, se utilizo la siguiente

ecuacion:

HI
GH = (—) * 100
HQ

Donde:

GH = Grado de hidro6lisis en porcentaje (%).

HI = Muestra hidrolizada por el proceso hidrolitico de interés (mg de Leucina/g de
proteina)

HQ = Muestra hidrolizada completamente por un proceso quimico (mg de Leucina/g

de proteina)

2.3.5. Anadlisis estadistico
Los analisis estadisticos se realizaron con el software R (version 4.4.1.). Primero se

evaluaron los supuestos de normalidad (prueba de Shapiro-Wilk) y homogeneidad de
varianzas (test de Levene). Cuando ambos supuestos se cumplieron, se aplicd un analisis
de varianza (ANOV A) de una via. En los casos donde no se cumplieron, se uso la prueba
no paramétrica de Kruskal-Wallis. Posteriormente, cuando se encontraron diferencias
significativas (p<0,05), se realizaron pruebas de comparacion multiple: test HSD de

Tukey para ANOVA y Bonferroni para Kruskal-Wallis.
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CAPITULO III
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Implementacion del método de digestion gastrointestinal in vitro INFOGEST
3.1.1. Actividad enzimatica de pepsina
Tal como se menciona en el punto 2.3.2., la actividad enzimatica de la pepsina fue
evaluada a diferentes concentraciones y, los resultados son presentados en la Tabla 9.
Como se observa, se ve un comportamiento similar respecto a la actividad entre cada
una de las concentraciones, dando un valor promedio de 3143,7 U/mg + 102,8, valor

superior a lo obtenido por Wang (84), quienes obtuvieron una actividad especifica de

2661 U/mg.

En la Figura 12 se observa la relacion entre la concentracion de pepsina y su actividad
enzimatica, mostrando una tendencia lineal, lo que indica que la actividad se mantiene
constante con el incremento de la concentracion de la enzima. El valor promedio
mencionado fue utilizado para determinar la cantidad necesaria de la enzima a utilizar

en todos los ensayos de digestion en la fase gastrica.

Tabla 9. Actividad enzimatica de pepsina. Elaboracion propia.

Concentracion A Abs. Actividad
(ng/mL) (280 nm) (U/mg)
10 0.301 3010.0
15 0.486 3240.0
20 0.616 3080.0
25 0.794 3176.0
30 0.916 3053.3
35 1.103 31514
40 1.318 3295.0

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




- UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE »+  §~"CATOLICA

TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA

5000.0 -
4500.0 A
4000.0 A
3500.0 A
3000.0 - é

2500.0 A

Actividad (U/mg)

2000.0 A

1500.0 A

1000.0 T T T T T T T )
5 10 15 20 25 30 35 40 45

Concentracion de pepsina (ug/mL)

Figura 12. Relacion entre la concentracion de pepsina y su actividad enzimatica.

Elaboracion propia.

3.1.2. Actividad enzimatica de tripsina

La actividad enzimatica de la tripsina fue evaluada a 3 diferentes concentraciones, la
cinética enzimatica se puede observar en la Figura 13. Los resultados de este ensayo se
observan en la Tabla 10. Los valores oscilaron entre 7,25 y 7,40 U/mg, obteniendo un
valor promedio de 7,33 U/mg £ 0,08, este valor fue superior a lo obtenido por Costa-
Santos (96) y por Wang (84) quienes encontraron un valor de 5,4 U/mg y 6,1 U/mg
respectivamente. Por lo que la determinacion de las actividades enzimaticas es crucial
para el célculo de la cantidad de enzima a utilizar en la fase intestinal y géstrica en el
caso de la pepsina, ya que puede ocurrir variabilidad de la actividad por lote de
produccion aun del mismo fabricante, o por otros factores (15). Este valor de actividad
especifica fue utilizado para la preparacion de la enzima en todos los ensayos de

digestion.
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Tabla 10. Actividad enzimadtica de la tripsina

Concentracion Cantidad de  Pendiente del Pendiente de Actividad
(mg/mL) tripsina (mg) blanco la enzima (U/mg)
0,450 0,045 0,059 7,34
0,500 0,050 0,00 0,066 7,40
0,550 0,055 0,072 7,25

* Elaboracion propia.

----- Blanco =—— 0.450 0.500 0.550

1.70000

\
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1.50000 -

1.40000 -

Absorbancia 247 nm

1

1.30000

1

1.20000

1.10000 T — = T
0 D) 4Tlempo (min) 6

Figura 13. Cinética de la actividad enzimatica de la tripsina. Elaboracion propia.

3.1.3. Concentracion de sales biliares

Utilizando el kit y el procedimiento segiin Sigma-Aldrich (88), luego de la lectura y los
calculos respectivos, se logré encontrar la concentracion especifica de sales biliares en
la bilis bovina con valores que son presentados en la Tabla 11, del cual se obtuvo un
valor promedio de 1,64 mmol/g, valor cercano a lo obtenido por Sabet (97) con una
concentracion de 1,4 mmol/g, aunque superior a lo obtenido por Costa-Santos (84)
quienes obtuvieron una concentracion de 0,667 mmol/g. Este valor fue utilizado para

calcular la cantidad de bilis bovina a utilizar en todos los ensayos de digestion.
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Tabla 11. Determinacion del contenido de sales biliares en la bilis

Fluorescencia Concentracion Concentracion
Réplica
Muestra Blanco Estandar (uM) (mmol/g)
1 25572 3275 42745 25,97 1,73
2 26096 3163 45932 23,12 1,54
*Elaboracion propia.
3.1.4. Ajuste de pH y proporciones a usar en los tubos de reaccion del método
INFOGEST

El ajuste de pH fue el paso final como parte de las etapas previas y de la implementacion
del método INFOGEST, resultando en un valor de 17 pLy 24 pLde HC1S5My 1 M
respectivamente para la proteina de tarwi, mientras que para la caseina fue de 12 pL y

20 uL, esto correspondiente al ingreso de la fase gastrica de ambas proteinas.

Para la fase intestinal, fue necesario usar 19 pL. de NaOH 5 M para la proteina de tarwi,

mientras que para la caseina se utiliz6 0,5 pL. de NaOH 1 M.

Luego de obtener los valores de 4cido y base para alcanzar el pH objetivo, se pudo
determinar las proporciones que se utilizaran en cada tubo de reaccion para la proteina

de tarwi y para la caseina (Anexo 2).

Lo que corresponde al término de la implementacion del método INFOGEST, que
incluye la digestion en cada una de las fases, las proporciones de cada componente y
todo el proceso que forma parte del mismo, se encuentra detallado en el Capitulo 2 de

Materiales y métodos (Punto 2.3.3.)

3.2. Evaluacion del contenido de proteina soluble, el grado de hidrélisis y la
capacidad quelante de Fe?* en los hidrolizados derivados de la proteina de tarwi
y la proteina control (caseina) durante etapas de digestion oral y gastrica
Luego de la implementaciéon del método de digestion gastrointestinal in vitro
INFOGEST, la proteina de tarwi fue sometida a este proceso de digestion estatico y se
contrastd con una proteina de control como la caseina (origen animal). En la fase oral no
se utilizo la enzima alfa amilasa por la naturaleza de las muestras (proteina de tarwi y
caseina) las cuales tuvieron un 76% y 99% de contenido de proteina respectivamente,
por lo que Gnicamente las muestras fueron homogenizadas por 2 min. Por lo tanto, no

hubo digestion en esta fase.
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Durante el proceso de digestion gastrica, se tomaron muestras de los hidrolizados
generados de cada proteina y se evaluaron el contenido de proteina soluble, el grado de

hidrélisis y la capacidad quelante de Fe*".

3.2.1. Contenido de proteina soluble
En la Figura 14 se presenta la evolucion del contenido de proteina soluble en las

muestras de hidrolizados de la proteina de tarwi y caseina durante la digestion en la fase

gastrica.
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Figura 14. Contenido de proteina soluble durante la digestion a nivel gastrico de la
proteina de tarwi (a) y la caseina (b). Los valores se presentan como media + desviacion
estandar (n = 4). Letras distintas indican diferencias significativas entre tiempos de

digestion (p < 0.05). Elaboracion propia.

El contenido de proteina soluble en el caso de la proteina de tarwi tuvo una tendencia
casi constante desde el tiempo 0 min (6,25 mg/mL £ 0,15) hasta los 80 min (6,39 mg/mL
+ 0,17), para luego aumentar significativamente a los 100 min (7,84 mg/mL * 0,20),
permaneciendo constante hasta el final de la digestion gastrica. Por otro lado, en el caso
de la caseina la proteina soluble tuvo un aumento continuo desde el tiempo 0 min (1,49
mg/mL * 0,13) finalizando a los 120 min (5,44 mg/mL % 0,49), aumentando su valor en

aproximadamente 4 mg/mL al término del tiempo de digestion gastrica.

No se han encontrado estudios especificos sobre la evolucion del contenido de proteina

soluble durante la hidrdlisis de la proteina de tarwi o de otras leguminosas bajo la accion
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de pepsina. Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo fueron comparables a

los reportados en estudios previos para proteinas lacteas, como la caseina.

El aumento progresivo en el contenido de proteina soluble observado para el caso de la
caseina fue consistente con los hallazgos de Miltenburg et al. (103), quienes reportaron
un incremento similar al hidrolizar leche de vaca con pepsina, con un valor inicial de 7
% hasta alcanzar un valor de 30 % de proteina soluble al terminar los 60 min de
digestion, utilizando el método de 4cido bicinconinico (BCA). Respecto a otras
proteinas, la caseina, es una proteina menos resistente a la accion de la pepsina, debido
a su estructura menos compacta y conformacion mas desordenada, lo que facilita su
digestion en la fase géstrica (104). Asimismo, en otra investigacion, Ren et al. (105) al
hidrolizar una mezcla en proporcion de 80:20 de caseina y suero de leche con pepsina,
observo un leve aumento del valor de proteina soluble desde 4 mg/mL al iniciar la

digestion (0 min) hasta 5 mg/mL tras 60 min de digestion.

En el presente trabajo, el contenido inicial (0 min) de proteina soluble en el caso de la
proteina de tarwi fue mayor que el de la caseina. Esto puede ser debido a la naturaleza
mas hidrofilica de la proteina del tarwi, compuesta principalmente por globulinas y en
menor proporcion por albiiminas. Las albiminas son solubles en agua, mientras que las
globulinas, presentan solubilidad en soluciones salinas (26,120). La caseina, en cambio,
forma estructuras micelares compactas que resisten la solubilizacion inicial, lo que
limita la liberacion de proteina soluble al comenzar la digestion (115). La exposicion de
las proteinas a los fluidos simulados (INFOGEST) pudo haber promovido la apertura
parcial de sus estructuras tridimensionales por la accion de los iones, facilitando un leve

incremento de la solubilidad en el tarwi y un ascenso progresivo en la caseina (98,115).

Sin embargo, el contenido de proteina soluble fue mas estable en el tiempo en el caso
del tarwi en comparacion con la caseina, indicando un menor efecto de la accion de la
pepsina sobre esta proteina vegetal. Las proteinas animales presentan una mayor
digestibilidad a nivel gastrico en comparacion con las vegetales, lo que se atribuye a su
estructura menos compacta y una mayor accesibilidad a la accion de enzimas como la
pepsina (104,124). En contraste, componentes caracteristicos de las matrices vegetales,
como inhibidores de proteasas y antinutrientes (por ejemplo, fitatos y taninos), pueden
interferir con la actividad enzimdtica y reducir la eficiencia del proceso digestivo

(124,125). Estos resultados se relacionan con el menor grado de hidrdlisis observado en
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la proteina de tarwi versus la caseina al final del proceso gastrico, como sera presentado

mas adelante.

Durante la fase gastrica, el aumento de proteina soluble en ambas muestras (aunque
menor en el caso de la proteina de tarwi) se debid tanto a la accidon progresiva de la
pepsina, que hidroliza enlaces peptidicos, como a la desestabilizacion de las estructuras
proteicas (78). La pepsina tiene un rango de pH de actividad 6ptima de 1,5 — 2,5, cercano
al valor inicial observado en el presente estudio facilitando, por lo tanto, la hidrélisis
proteica y, por ende, la liberacion de fragmentos solubles (78). La caseina presentd un
incremento mas sostenido debido a la desestructuracion progresiva de sus micelas frente

a la accion de la enzima y por la acidificacion del medio (115).

3.2.2. Grado de hidrolisis
En la Figura 15 se presenta la evolucion del grado de hidrdlisis en las muestras de

hidrolizados de proteina de tarwi y caseina durante la digestion en la fase gastrica.
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Figura 15. Grado de hidrdlisis durante la digestion a nivel géstrico de la proteina de tarwi
(a) y la caseina (b). Los valores se presentan como media + desviacion estandar (n = 4).
Letras distintas indican diferencias significativas entre tiempos de digestion (p < 0.05).

Elaboracion propia.

El grado de hidrolisis de la proteina de tarwi por accion de la pepsina tuvo una tendencia
variable, aumentando levemente a los 100 min (1,43 % % 0,28), manteniéndose a un

valor similar hasta el final de la fase géstrica. Lo contrario fue observado en el caso de
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la caseina, donde el grado de hidrélisis tuvo un aumento progresivo al aumentar el
tiempo de digestion, alcanzando un nivel maximo a los 120 min (2,67 % % 0,26), valor
superior comparado al alcanzado en el caso de la proteina de tarwi. Las leves variaciones
en 60 y 100 min podrian deberse a fluctuaciones del sistema estatico in vitro, donde la
limitada difusioén y el menor contacto de la pepsina con el sustrato generan diferencias

puntuales.

Varios estudios han determinado el grado de hidrolisis de diversas proteinas vegetales
utilizando pepsina, lo cual permite establecer comparaciones con la proteina de tarwi.
Un valor similar al obtenido en el presente trabajo fue reportado por Reynaud et al.
(101), quienes evaluaron tofu (derivado de soya) utilizando el protocolo INFOGEST.
En dicho estudio, el grado de hidrodlisis fue de 0,5 % al primer minuto, alcanzando un
maximo de 1.9 % a los 120 min, con una tendencia variable a lo largo del tiempo de

forma similar a lo observado en la proteina de tarwi del presente estudio.

Asimismo, Budseekoad et al. (99), evaluaron la hidrdlisis con pepsina de la proteina de
frijol mungo (Vigna radiata L.) con un porcentaje proteico de 85 % de pureza,
obteniendo un grado de hidrélisis de aproximadamente 4 % a los 120 min. Mientras que
la hidrélisis con pepsina de un aislado proteico de frijol (Phaseolus vulgaris L.) de alta
pureza (88%), present6 una variacion del grado de hidroélisis de 4 % a 7% desde el inicio
al término de la digestion (90 min) (102). Las diferencias pueden deberse a diversos
factores como la naturaleza de cada tipo de proteina. Adicionalmente, las condiciones
de hidrolisis en los 2 estudios previos no corresponden a los utilizados en el método
INFOGEST, lo cual también puede explicar las diferencias observadas. Ademas, los
estudios de esta variable utilizando el método INFOGEST como modelo de digestion in

Vitro son escasos.

En cuanto a las proteinas lacteas, Abrahamse et al. (127) realizaron digestion por medio
del método INFOGEST a proteina de leche materna (lactoferrina, fracciones de caseina
y suero de leche) y formulas lacteas para infantes (compuesta en su mayoria por
fracciones de caseina y fracciones de suero), en ambos casos reportaron un grado de
hidrolisis del 6 % luego de 120 min de digestion a nivel gastrico. Wu et al. (106)
indicaron que la proteina de suero de leche alcanzé un 3 % de hidrolisis a los 60 min y

un 6 % a los 120 min bajo accion de pepsina, lo cual pone en evidencia la mayor
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susceptibilidad de las proteinas lacteas a esta enzima, posiblemente por su composicion

aminoacidica mas favorable.

Asimismo, Shun et al. (128) aplicaron el protocolo INFOGEST para evaluar la
digestibilidad de diversas fuentes proteicas, incluyendo tres aislados de proteinas
vegetales (soya, guisante y garbanzo) y dos proteinas lacteas (caseina y suero de leche).
Tras la fase gastrica, los grados de hidrdlisis obtenidos para los aislados vegetales fueron
de 3,60 %, 3,21 % y 3,32 %, respectivamente. En contraste, las proteinas lacteas
presentaron valores de 4,61 % para la caseina y 2,82 % para el suero, siendo notable la
mayor hidrélisis de la caseina. Adicionalmente, Jadhav et al. (129) evaluaron el grado
de hidrolisis de proteina de guisante y de suero de leche mediante el protocolo
INFOGEST, obteniendo valores al término de la fase géstrica de 2,63 % y 9,43 %,
respectivamente. Estos resultados confirman que las proteinas de origen animal
presentan una mayor susceptibilidad a la hidrdlisis gastrica en comparacion con las

proteinas vegetales.

Los resultados de la presente investigacion sugieren que la caseina es mas susceptible a
la hidrdlisis gastrica que la proteina de tarwi bajo las condiciones del método
INFOGEST, lo cual puede estar relacionado principalmente a la composicion
aminoacidica de cada proteina. La pepsina es una endopeptidasa, y actia
preferentemente sobre enlaces peptidicos adyacentes a aminoacidos aromaticos como
fenilalanina, tirosina y triptofano (99). La caseina presenta una mayor proporcion de
estos aminoacidos (11,28 %) mientras que la proteina de tarwi contiene un 7,8 %, lo que
representa una diferencia a favor de la proteina de origen animal (26,121). Esto sugiere
que las proteinas animales contienen una mayor cantidad de aminoacidos aromaticos en
comparacion con las proteinas vegetales, aunque esto puede variar segliin la fuente y

naturaleza de la proteina (126).

En general, el grado de hidrdlisis alcanzado para ambas proteinas evaluadas no supero
al 3 % al final de la fase géstrica, niveles bajos comparados con los alcanzados al final
de la fase intestinal. Estas diferencias en el grado de hidrdlisis al final de una digestion
gastrica e intestinal también fueron reportadas por Reynaud, Abrahamse y Shun (101,

127,128).

En el presente estudio se observo un aumento del pH de 3,10 (tiempo cero) a 4,22

(tiempo 120 min) durante la hidrolisis de la caseina, y de 3,02 (tiempo cero) a 3,76
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(tiempo 120 min) para el caso de la proteina de tarwi. El rango de actividad optima de
la pepsina gastrica varia de 1,5 y 2,5 (78), por lo que el cambio ligero de pH pudo haber
afectado la actividad de la pepsina en el sistema in vitro utilizado. En el organismo vivo,
el pH géstrico se incrementa tras la ingesta de alimentos, alcanzando un valor cercano a
pH 6 (100). Este valor se regula aproximadamente una hora después de la digestion,
descendiendo a pH 3,1 y posteriormente se estabiliza en un rango entre 1,5 y 2,5 hasta
finalizar la fase gastrica (100). Este ajuste dindmico no pudo reproducirse en el presente

estudio debido a que el método INFOGEST corresponde a un sistema cerrado y estatico.

Adicionalmente, los bajos niveles de grado de hidrolisis en ambas proteinas podria estar
relacionada con el estado fisico de las proteinas, ya que fueron utilizadas como sélidos
suspendidos en agua, sin ninglin pretratamiento previo. Esta condicion puede dificultar
la difusioén y acceso de la pepsina hacia los sitios especificos de corte, reduciendo su
hidrolisis (101). En el sistema in vitro, el movimiento generado por el rotador de tubos
es mas limitado y uniforme, caso contrario a lo que ocurre en un sistema iz vivo, donde
los movimientos peristalticos del estdmago permiten una mezcla intensa con secrecion
de fluidos continua, entre el contenido so6lido y la pepsina, facilitando su difusion
(122,123).

3.2.3. Capacidad quelante de Fe’*
En la Figura 16 se presenta la capacidad quelante de Fe?" evaluada en las muestras de

hidrolizados de proteina de tarwi y caseina durante la digestion en la fase géstrica.
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Figura 16. Capacidad quelante de Fe** durante la digestion a nivel gastrico de la proteina

de tarwi (a) y la caseina (b). Los valores se presentan como media & desviacion estandar (n
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=4). Letras distintas indican diferencias significativas entre tiempos de digestion (p <

0.05). Elaboracion propia.

La proteina de tarwi present6 capacidad quelante de hierro (4,10 pg Fe**/mg ASB #
0,23) altn antes de la digestion (tiempo cero), mientras que la caseina no mostrd esta
propiedad. Posiblemente la composiciéon aminoacidica de la proteina sea un factor
involucrado. La proteina de tarwi es rica en residuos como acido aspartico, glutdmico e
histidina, que tienen afinidad natural por el hierro, permitiendo la formacion de
complejos incluso sin ruptura en péptidos (9,26). Ademas, la proteina de tarwi empleada
en este estudio presenta un contenido proteico del 76%, pudiendo contener trazas de
compuestos bioactivos, como polifenoles y antioxidantes, asi como antinutrientes
caracteristicos de leguminosas, como fitatos y taninos, que pueden quelarse al hierro
(130,131). Por lo tanto, la capacidad queladora observada podria derivar no solo de las
proteinas o péptidos liberados durante la hidrolisis, sino también de estos compuestos.
En contraste, la caseina, al ser una proteina animal, carece de estos compuestos, lo que

podria explicar su menor capacidad queladora en condiciones no hidrolizadas.

En relacion a la tendencia de la capacidad quelante de Fe?* durante la hidrolisis géstrica,
el valor inicial presentado por los hidrolizados de la proteina de tarwi descendi6 a 2,92
ug Fe**/mg ASB * 0,30 a los 60 min, para luego casi estabilizarse hasta los 120 min
(2,97 ug Fe*'/mg ASB # 0,14). En general, la tendencia fue a la disminucién de este
pardmetro durante la digestion a nivel gastrico. Por otro lado, en el caso de la caseina,
se present6 una capacidad queladora casi nula, observandose un ligero incremento a los
40 min (0,22 pg Fe**/mg ASB % 0,13), pero con una disminucién progresiva posterior

hasta valores cercanos a cero al finalizar la digestion gastrica.

Budseekoad et al. (99), evaluaron la capacidad quelante de Fe*" de hidrolizados de frijol
mungo (Vigna radiata L.) a diferentes tiempos de hidrdlisis con pepsina. A pesar de
aplicar una digestion extendida por hasta 8 horas, la capacidad queladora que inici6é con
un valor de 0, permaneci6 constante con un valor de 0,144 mg/g proteina,
independientemente del tiempo de hidrdlisis. Asimismo, Jaiswal et al. (108) reportaron
una disminucién progresiva en la capacidad quelante de Fe?" al aumentar el tiempo de
hidrolisis de la a-caseina con enzimas comerciales (alcalasa, corolasa PP y

flavourzyme).
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Luo et al. (109) reportaron la misma tendencia de disminucidn respecto a la capacidad
quelante de Fe?* al aumentar el tiempo de la hidrolisis de caseinato de sodio utilizando
enzimas digestivas (pancreatina y tripsina) y una enzima vegetal (papaina). Aunque el
grado de hidrdlisis fue mayor con esta ltima enzima, la capacidad queladora fue menor
al final del proceso digestivo, demostrando que no necesariamente estas dos variables

se encuentran correlacionadas.

En la presente investigacion, no se observé correlacion entre esta propiedad y el grado
de hidrolisis para ambas proteinas (r = 0,16 y r = -0,63 para caseina y proteina de tarwi
respectivamente), lo que sugiere que un mayor grado de hidrolisis no necesariamente

estéd relacionado con una mayor capacidad quelante de hierro.

De acuerdo a estudios moleculares, la capacidad de quelacion de hierro estd mediada
por la interaccion entre ciertos grupos funcionales presentes en las cadenas laterales de
los péptidos y el ion Fe?*. Estos grupos como los tioles (—SH) de la cisteina, los grupos
carboxilo (-COOH), amino (—NH:) e imidazol (de la histidina) pueden actuar como
donadores de electrones, formando enlaces de coordinacion con el hierro (9,53). Estos
enlaces no son covalentes clasicos, sino interacciones reversibles, que pueden
debilitarse o romperse en funcion de cambios en el pH, la fuerza i6nica del medio o la
presencia de agentes quelantes competidores (como otros iones), provocando la

disociacion del complejo péptido-hierro (53,102).

En ambos hidrolizados se observo una tendencia a la baja de la capacidad quelante de
hierro. Esta disminucion podria atribuirse a varios factores, entre ellos la competencia
con otros iones divalentes presentes en los fluidos simulados, como el calcio (Ca**) o
magnesio (Mg®"), ademas de algunos antinutrientes que pueden estar presentes en la
proteina de tarwi, los cuales pueden interferir en la formacion de complejos péptido-

hierro (113,130).

Asimismo, la presencia de estas sales puede haber contribuido al aumento de la fuerza
16nica del medio. Segun lo reportado por Smialowska et al. (107), una alta fuerza idnica
puede inhibir la unién de hierro debido al efecto de salting out, que reduce la
disponibilidad de los sitios de interaccion en los péptidos. Esto podria explicar la
tendencia a la baja en la quelacion observada a lo largo del proceso digestivo gastrico

en ambas proteinas.
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Ademas, otro factor que podria haber afectado esta propiedad en ambos hidrolizados es
la protonacion de los grupos funcionales en condiciones de pH acido, como las que
predominan al final de la digestion gastrica. En esas condiciones, los grupos funcionales
queladores pueden encontrarse protonados, como los grupos carboxilo (-COOH), lo
cual limita su capacidad para actuar como donadores de electrones y, por tanto, formar
complejos con el hierro [107]. Segun lo reportado por Yuanging et al. (63), al evaluar la
quelacion de hierro con hidrolizados de proteina de avena bajo diferentes condiciones
de pH, se observod que el rango Optimo para una mayor capacidad quelante se encuentra
entre pH 6 y 7, mientras que en condiciones acidas (pH 3-4) la quelacion fue

significativamente menor.

Por otro lado, las diferencias observadas entre la proteina de tarwi y la caseina podrian
explicarse por la composicion y estructura de los péptidos liberados durante la hidrdlisis.
Si bien el grado de hidrélisis fue bajo en ambas proteinas, los péptidos derivados del
tarwi podrian poseer una estructura mas favorable para la quelacion, debido a su
composicion aminoacidica rica en residuos funcionales capaces de unirse al hierro (26).
Por ejemplo, la proteina de tarwi contiene aproximadamente un 65,1 % de aminoacidos
quelantes, mientras que la caseina presenta un 51,2 % de aminoacidos con capacidad
quelante de hierro (26,121). Esto sugiere que no solo la cantidad de péptidos generados,
sino también la composicion del hidrolizado y la accesibilidad de sus grupos funcionales

influyen significativamente en la capacidad queladora (9,53).

En contraste, los péptidos derivados de la caseina podrian presentar menos residuos
adecuados para la quelacion, como histidina y cisteina. En comparacion, la proteina de
tarwi contiene un 3,5 % de histidina y un 1,6 % de cisteina, mientras que la caseina
presenta solo un 2,6 % y 0,3 % respectivamente, lo que limita su eficiencia para unirse

al hierro (26,121).

Ademas, dado la actividad de la pepsina se dirige mayormente hacia residuos aromaticos
(fenilalanina, tirosina, triptéfano), es probable que la hidrélisis gastrica no haya
generado muchos péptidos que expongan residuos quelantes clave, como la histidina o
el acido aspartico, que son clave para una adecuada coordinacion con el Fe?* (99,102).
La proteina de tarwi contiene un 7,8 % de aminoacidos aromadticos, mientras que la

caseina tiene un 11,28 %, aunque en general las proteinas animales suelen tener mas
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aminoacidos aromaticos que las vegetales, esto puede variar segun la proteina especifica
(26,121,126).

Es importante sefalar que, hasta donde se tiene registro, no existen los estudios que
hayan abordado la evaluacién de la capacidad quelante de hierro en hidrolizados
proteicos de tarwi, por lo que los resultados de la presente investigacion son los primeros

en ser reportados.

3.3. Determinacion del contenido de proteina soluble, el grado de hidrdlisis y la
capacidad quelante de Fe?* en los hidrolizados derivados de la proteina de tarwi
y la proteina control (caseina) durante la etapa de digestion intestinal

Luego de la digestion gastrica se procedié inmediatamente a la digestion intestinal. Se

tomaron muestras de los hidrolizados generados de cada proteina y se evaluaron el

contenido de proteina soluble, el grado de hidrdlisis y la capacidad quelante de Fe*".

3.3.1. Contenido de proteina soluble
En la Figura 17 se presenta la evolucion del contenido de proteina soluble en las

muestras de los hidrolizados de proteina de tarwi y caseina durante la digestion en la

fase intestinal.
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Figura 17. Contenido de proteina soluble durante la digestion a nivel intestinal de la
proteina de tarwi (a) y la caseina (b). Los valores se presentan como media + desviacion
estandar (n = 4). Letras distintas indican diferencias significativas entre tiempos de

digestion (p < 0.05). Elaboracion propia.
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En el caso de la digestion intestinal, el contenido de proteina soluble presentd una
tendencia decreciente en ambas proteinas evaluadas. En la fase intestinal, el contenido
de proteina soluble mostr6 una tendencia decreciente en ambas proteinas evaluadas.
Para la proteina de tarwi, se observd un valor inicial de 3,08 mg/mL + 0,07 (0 min), el
cual descendi6 levemente hasta estabilizarse en 2,51 mg/mL + 0,15 al finalizar la
digestion. De manera similar, la caseina present6 una disminucion desde 3,24 mg/mL +
0,43 hasta 2,73 mg/mL + 0,33 (80 min), seguida de una ligera recuperacion,
estabilizandose en 3,00 mg/mL + 0,15 al término de la fase intestinal. A diferencia de lo
observado en la fase géstrica, donde ambas proteinas mostraron un aumento en su
solubilidad, en esta etapa se evidencié una disminucién general de esta variable. Sin
embargo, estadisticamente no se encontraron diferencias significativas por efecto del

tiempo en ninguno de los casos.

La disminucién del contenido de proteina soluble durante la digestion intestinal puede
explicarse principalmente por la accion de la pancreatina, cuyas enzimas (tripsina,
quimotripsina, carboxipeptidasas) hidrolizan tanto las fracciones solubles como
insolubles de las proteinas, generando péptidos de bajo peso molecular y aminoacidos
libres (137). Como resultado, los productos generados dejan de clasificarse como
proteinas intactas, lo que conlleva a una reduccién del contenido de proteina soluble

medido.

Este descenso no puede atribuirse al pH del medio, ya que el protocolo INFOGEST
establece un pH intestinal cercano a 7, mientras que el punto isoeléctrico (pI) de la
caseina y de la proteina de tarwi se encuentra entre pH 4 y 6 (132,133). A este pH, ambas
proteinas presentan carga neta negativa, lo que favorece su solubilidad. Por lo tanto, la
reduccion observada no se deberia a una precipitacion inducida por pH, sino a

mecanismos relacionados con la hidrolisis enzimatica y la formacion de agregados.

En el caso especifico de la proteina de tarwi, se ha reportado que sus globulinas
presentan una alta tendencia a formar agregados estables bajo ciertas condiciones de
fuerza i6nica y composicion del medio, lo que puede limitar su solubilidad y
digestibilidad durante la fase intestinal (120,132). Ademas, durante la hidrolisis se
liberan péptidos y aminoéacidos hidrofobicos caracteristicos de proteinas de legumbres,
que favorecen interacciones hidrofobicas y la formacion de agregados insolubles (98).

Estas interacciones podrian haberse intensificado tras la apertura estructural inducida en
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la fase gastrica, afectando negativamente la solubilidad proteica durante la digestion

intestinal (26,98).

En el caso de la caseina, la accion de enzimas pancredticas como tripsina y
quimotripsina, presentes en la pancreatina, promueve la liberacion de
caseinofosfopéptidos (CPPs), los cuales poseen afinidad por el calcio (130). La
interaccion de estos péptidos con los iones calcio presentes en los fluidos simulados
puede favorecer la formacion de complejos insolubles de fosfato de -calcio,
contribuyendo a la disminucién del contenido de proteina soluble (113-115). Asimismo,
estudios como el de Ren et al. (134) indican que, durante la digestion intestinal simulada,
las micelas de caseina pueden reorganizarse tras su desestabilizacion parcial en la fase

gastrica, formando agregados en presencia de calcio que reducen su solubilidad.

Finalmente, Zou et al. (104) también reportaron una mayor disminuciéon de proteina
soluble durante la fase intestinal en comparacion con la gastrica en diferentes tipos de
leche (materna, bovina y de camello), efecto atribuido principalmente a la caseina. En
ese estudio, se sugiere que la formacion de coagulos en el estdmago limita el acceso de
las enzimas pancredticas en la etapa intestinal, lo que disminuye la solubilidad de la

proteina residual.

3.3.2. Grado de hidrolisis

En la Figura 18 se presenta la evolucion del grado de hidrolisis en las muestras de

hidrolizados de proteina de tarwi y caseina durante la digestion en la fase intestinal.
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Figura 18. Grado de hidrolisis durante la digestion a nivel intestinal de la proteina de tarwi
(a) y la caseina (b). Los valores se presentan como media + desviacion estandar (n = 4).
Letras distintas indican diferencias significativas entre tiempos de digestion (p < 0.05).

Elaboracion propia.

El grado de hidrolisis de la proteina de tarwi por accion de la pancreatina en la fase
intestinal, tuvo un aumento progresivo al aumentar el tiempo de digestion alcanzando
un valor méximo a los 120 min (32,81 % * 1,00). Lo contrario fue observado en el caso
de la caseina, donde el grado de hidrdlisis tuvo una tendencia variable, aumentando
hasta los 40 min (14,73 % % 4,38), para luego descender levemente a los 60 min (11,04
% % 6,02), aumentando su valor hasta llegar a un valor maximo a los 120 min (18,61 %

+ 7,00), valor inferior comparado al alcanzado en el caso de la proteina de tarwi.

Varios estudios han reportado el grado de hidrdlisis de diversas proteinas vegetales
utilizando pancreatina, lo cual permite establecer comparaciones con la proteina de
tarwi. Un valor cercano al obtenido en el presente trabajo fue reportado por Reynaud et
al. (101), al hidrolizar de forma secuencial (gastrica-intestinal) 2 matrices por medio del
método INFOGEST, los cuales fueron tofu (derivado de soya) y un aislado de guisantes
comercial, iniciando con valores de grado de hidrdlisis de 14 % y 21 % respectivamente
luego del primer minuto de la fase intestinal, alcanzando valores méaximos de 33,1 %y
38 % respectivamente al finalizar la digestion. Por el contrario, Auer et al. (135),
reportaron valores de grado de 60,7 %; 80,2 % y 73,7 %, al evaluar de concentrados
proteicos comerciales de guisante, haba y soya, respectivamente, utilizando el método
INFOGEST vy al final de la hidrolisis gastrica-intestinal. Estos valores son superiores a

os obtenidos en el presente estudio.

Por otro lado, Budseekoad et al. (99), evaluaron la hidrélisis con pancreatina y alcalasa
(enzima comercial mayormente utilizada en hidrolisis enzimatica) de la proteina de
frijol mungo (Vigna radiata L.) con un porcentaje proteico de 85 % de pureza,
obteniendo un grado de hidrolisis de aproximadamente del 30 % para ambas enzimas.
En la investigacion de Chirinos et al. (12), se evalud la hidrolisis de proteina de tarwi
con un 89,2 % de pureza, utilizando tres enzimas comerciales: alcalasa, neutrasa y
flavourzyme. Los mejores resultados se obtuvieron con alcalasa, alcanzando un grado

de hidrdlisis de 36,93 % luego de los 120 min de hidroélisis, valor comparable al obtenido
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para la proteina de tarwi en el presente estudio con una concentracion de 76,6%. Esto
puede deberse a que, la alcalasa presenta afinidad por aminoacidos hidrofébicos,
caracteristica similar a una de las enzimas proteoliticas presentes en la pancreatina,

como es la quimotripsina (12,136).

Las diferencias que se presentan entre los resultados de los estudios previos y los del
presente trabajo, pueden deberse a diversos factores como la naturaleza de la proteina y
el tipo de procesamiento que se realizd para obtener las muestras empleadas en cada

estudio (135).

En el caso de las proteinas lacteas, Abrahamse et al. (127) evaluaron la digestibilidad de
proteina de leche materna y formulas infantiles mediante el protocolo INFOGEST.
Reportaron un grado de hidrolisis inicial del 6 % inmediatamente después de la fase
gastrica, alcanzando valores de 26,82 % y 42,92 % al cabo de 120 min de digestion
intestinal, para la leche materna y la formula infantil, respectivamente. Estos resultados
evidencian una hidrolisis progresiva y significativa durante la fase intestinal, de forma

similar a lo observado en el actual estudio.

Luo et al. (109) evaluaron la hidrolisis de caseinato de sodio (una forma salina de la
caseina) utilizando pancreatina como una de las enzimas principales, luego de 10 min
de digestion se obtuvo un valor de 9,42% de grado de hidrdlisis alcanzando un valor del
10,57% luego de 60 min de digestion, comparable al valor de 11,04 % (60 min) obtenido
en el presente estudio. Por otro lado, Jaiswal et al. (108) estudiaron la hidrélisis de alfa-
caseina empleando enzimas comerciales como alcalasa, flavourzyme y corolase,
obteniendo grados de hidrdlisis de 12 %, 15 % y 17 %, respectivamente, luego de 2
horas de digestion. Estos valores resultan inferiores al 18,61 % alcanzado en el presente
estudio mediante el uso de enzimas digestivas en el protocolo INFOGEST, lo que podria
atribuirse a diferencias en el tipo de enzimas, el sustrato utilizado o las condiciones

experimentales.

Asimismo, Ariéns et al. (111) aplicaron el protocolo INFOGEST para evaluar la
hidrolisis completa (oral, gastrica e intestinal) de un concentrado de proteina de guisante
experimental y concentrado de proteina de suero, obteniendo un 33% de grado de
hidrolisis para el concentrado proteico de guisante, y de 31,2 % para el concentrado de
suero. Jadhav et al. (129) evaluaron el grado de hidrélisis de proteina de guisante y de

suero de leche mediante el protocolo INFOGEST, obteniendo valores al término de la
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digestion intestinal de 53,62 % y 52,62 %, valores cercanos entre si, similar al estudio

previo.

Adicionalmente, Shun et al. (128), hidrolizé diferentes aislados proteicos vegetales
(soya, guisante y garbanzo) mediante el método INFOGEST, obteniendo valores de
grado de hidrdlisis de 13,28 %; 9,12 % y 9,09 % al término de la digestion intestinal.
En el mismo estudio, también se evaluaron dos proteinas lacteas (caseina y suero de
leche) con valores de grado de hidrdlisis de 15,71 % y 16,20%, respectivamente al

término de la digestion a nivel intestinal.

Sin embargo, la tendencia de los resultados de la presente investigacion fue diferente,
ya que el grado de hidrélisis alcanzado por la proteina de tarwi fue superior al de la
proteina control (caseina). Una posible explicaciéon podria estar relacionada con su
composicion aminoacidica, ya que las enzimas pancreaticas utilizadas tienen
especificidad por determinados residuos. Por ejemplo, la tripsina actiia sobre arginina y
lisina (presentes en un 19,4 % en tarwi y 11,1 % en caseina); la quimotripsina tiene
mayor afinidad por aminoécidos aromaticos (7,8 % en tarwi y 11,3 % en caseina); la
carboxipeptidasa reconoce residuos como leucina, alanina e isoleucina (14,8 % en tarwi
y 17,3 % en caseina); y la elastasa acttia sobre serina, leucina, alanina y valina (19,7 %
en tarwi y 23,5 % en caseina) (26,121,136). Estos valores sugieren que, si bien algunas
afinidades favorecerian a la caseina, el conjunto de la secuencia y accesibilidad
estructural pudo haber facilitado una hidrélisis mas eficiente en el tarwi, valores
comparables a los reportados por autores como Shun y Ariéns para proteinas de otras

leguminosas (111,128).

Otro factor por el cual la hidrélisis de caseina pudo verse afectada, se relaciona con los
procesos aplicados para obtener la caseina. Con la finalidad de preservar su composicion
y estabilidad, el uso de procesos adicionales a nivel industrial como el secado por
aspersion, tratamientos térmicos, precipitacion 4acida, hoogenizacion para su
comercializacion o incluso el almacenamiento prolongado pueden haber inducido
cambios estructurales, que podrian haber ocasionado una menor accesibilidad de la

accion enzimatica (101).

En general, en este estudio ambas proteinas tuvieron valores superiores respecto al grado
de hidrolisis alcanzado al final de la fase géstrica, esto se debe principalmente a la

hidrdlisis por parte de la pancreatina, que es un conglomerado de enzimas, conteniendo

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-v#=== . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM -« DE SANTA MARIA

enzimas como tripsina, quimotripsina, carboxipeptidasa y elastasa (80,81). Ademas, las
cuatro enzimas en conjunto cuentan con accidon endopeptidasa y exopeptidasa, lo que
permitid una mejor hidrélisis en ambas proteinas (99,136). En este estudio, el pH
durante la hidroélisis intestinal se mantuvo en 7,29 para la proteina de tarwi, mientras
que en la caseina descendi6 de 7,15 a 7,07 (120 min). Aunque estos valores no alcanzan
el optimo (7,5-8,5), las proteasas pancreaticas utilizadas ain conservan actividad en

este rango, permitiendo una hidroélisis eficiente (136).

La hidrdlisis proteica a nivel intestinal también se favorece por la presencia de la bilis.
Si bien la bilis, interviene principalmente en la digestion de los lipidos, también mejora
la solubilidad de otros macronutrientes, en este caso a ambas proteinas, permitiendo una
mejor difusion por parte de las proteasas de la pancreatina y por consiguiente un mejor

acceso a los sitios de corte de la proteina favoreciendo el proceso hidrolitico (101,110).

3.3.3. Capacidad quelante de Fe**
En la Figura 19 se presenta la capacidad quelante de Fe?* en las muestras de hidrolizados

de proteina de tarwi y caseina durante la digestion en la fase intestinal.
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Figura 19. Capacidad quelante de Fe?" durante la digestion a nivel intestinal de la proteina
de tarwi (a) y la caseina (b). Los valores se presentan como media + desviacion estandar (n
=4). Letras distintas indican diferencias significativas entre tiempos de digestion (p <

0.05). Elaboracion propia.
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La capacidad quelante de Fe?" durante la hidrolisis intestinal de la proteina de tarwi
mostr6 una tendencia variable. Esta propiedad inicié con un valor de 37,22 pg Fe**/mg
ASB £ 10,45 (tiempo 0), disminuy6 a los 40 min (24,26 ng Fe**/mg ASB + 7,27) y luego
presentod fluctuaciones, alcanzando un valor méximo de 48,84 ng Fe**/mg ASB + 3,57
a los 100 min, antes de descender nuevamente a 34,29 pug Fe**/mg ASB + 2,94 al final
del proceso (120 min). En contraste, la proteina control (caseina) mostr6 una capacidad
queladora mas estable a lo largo de la digestion intestinal, iniciando con 34,92 ug
Fe**/mg ASB + 4,83, con leves variaciones hasta alcanzar 32,56 pg Fe*/mg ASB + 2,71
a los 80 min, y disminuyendo a un valor de 22,98 ng Fe*’/mg ASB + 6,10 a los 120 min.

Las variaciones significativas (40, 80 y 100 min) podrian relacionarse con la limitada
difusion del sistema estatico in vitro, que provoca una liberacion heterogénea de
péptidos y un contacto irregular con la pancreatina, generando fluctuaciones en la

capacidad quelante de Fe?*, como el incremento puntual a los 100 min (101,122).

Udeh et al. (112) realizaron un estudio comparando la efectividad de los péptidos
liberados tras la hidrdlisis de proteina de frijol (Phaseolus vulgaris L.), utilizando
pepsina con pancreatina de forma secuencial, frente a la enzima comercial alcalasa. Los
resultados mostraron una mayor capacidad quelante de hierro en los hidrolizados
obtenidos con enzimas digestivas, alcanzando un valor del 30 %, en comparacion con
el 18 % obtenido con la enzima comercial. Esta diferencia podria explicarse por el hecho
de que la alcalasa act@ia Unicamente como endopeptidasa, generando una menor

diversidad de péptidos quelantes.

De manera similar, Budseekoad et al. (99) evaluaron la hidrolisis de proteina de frijol
mungo (Vigna radiata L.) con enzimas comerciales (alcalasa, flavourzyme) y digestivas
(pepsina, tripsina y pancreatina), con el objetivo de analizar la capacidad quelante de
hierro de los hidrolizados. Los resultados indicaron que los hidrolizados obtenidos con
pancreatina a los 90 min presentaron una alta capacidad de quelacion (1,84 mg Fe*'/g
de proteina), con una ligera disminucion a los 120 min (1,73 mg Fe*/g de proteina), sin
embargo, este valor fue mayor a los niveles obtenidos con otras enzimas (1,27 mg Fe*'/g
de proteina para alcalasa; 0,70 mg Fe**/g de proteina para flavourzyme; 0,25 mg Fe*'/g

de proteina para tripsina y 0,18 mg Fe**/g de proteina para pepsina).

En cuanto a las proteinas lacteas, Mandecka et al. (118) evaluaron la capacidad quelante

de hierro en hidrolizados de caseina obtenidos mediante hidrolisis con una proteasa de
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serina. Se observo un valor de 64,4 pug Fe?*/mg a los 60 min, el cual aumento ligeramente
conforme avanzo la digestion, alcanzando un méximo de 66,1 png Fe**/mg a los 180 min.
Este comportamiento se atribuye a la accion especifica de la proteasa con un residuo de
serina en su sitio activo, favoreciendo la liberacion de péptidos ricos en este aminoacido.
La serina ha sido asociada como uno de los aminodcidos con mayor capacidad de

quelacion de Fe?* (53,119).

Por otro lado, Luo et al. (109) evaluaron la capacidad quelante de hidrolizados de
caseinato de sodio utilizando enzimas digestivas (pancreatina y tripsina) y una enzima
vegetal (papaina). Los resultados mostraron que los hidrolizados obtenidos con enzimas
digestivas presentaron una mayor capacidad queladora, alcanzando aproximadamente
el 80 % en ambos casos, mientras que los obtenidos con papaina mostraron valores
ligeramente menores, en torno al 70 %. Sin embargo, en los tres tratamientos se observo

una disminucion progresiva en la capacidad queladora con el tiempo de hidrdlisis.

Respecto al presente estudio, ambas proteinas mostraron resultados favorables en
comparacion con la fase gastrica, lo que puede atribuirse a una mayor disponibilidad de
sitios de union para el hierro debido a una hidrélisis mas eficiente por parte de la
pancreatina. Este proceso libera péptidos que contienen aminoacidos con capacidad
quelante, como la histidina, cisteina, acido glutdmico y acido aspartico, los cuales
poseen grupos funcionales capaces de formar enlaces de coordinacion con el hierro de
manera efectiva (99,102). La liberacion de estos péptidos facilita la formacién de
complejos estables con el mineral, aumentando asi la capacidad de quelacion observada

en los hidrolizados (53).

Otro factor que favorece la quelacion de hierro es el tamafio de los péptidos generados
durante la hidrolisis enzimatica. En el caso de la caseina y la proteina de tarwi, la accion
de la pancreatina permiti6 liberar péptidos de menor tamafio y peso molecular, lo que
posiblemente ha mejorado su accesibilidad para interactuar con el hierro (40). Estos
péptidos de bajo peso molecular también se asocian con una mayor solubilidad y

estabilidad del mineral, lo que favorece su quelacion (62).

Por otro lado, un pH neutro del sistema de reaccion evita la protonacion de los grupos
funcionales de los aminoécidos involucrados en la quelacion de hierro (107). En este
estudio, los rangos de pH en el sistema de digestion intestinal variaron entre 7,29y 7,07.

Estos valores son cercanos a la neutralidad, lo que ha favorecido la desprotonacion de
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los sitios de coordinacion, promoviendo una mayor capacidad quelante en comparacion
con los hidrolizados obtenidos tras la fase géstrica, en donde el pH acido produjo la
protonacion de dichos sitios, reduciendo la afinidad de los péptidos de los hidrolizados

por el hierro (58,116).

Las variaciones observadas en la capacidad de quelacion, mas notorias en la proteina de
tarwi, podrian estar influenciadas por el aumento de la fuerza idnica durante la fase
intestinal. En esta etapa, la adicion de sales como el carbonato de sodio en el fluido
intestinal incrementa la concentracién de iones en el medio, lo que puede afectar
negativamente la interaccion entre los péptidos y el hierro. Segiin Smialowska (107),
una alta fuerza i6nica puede provocar un efecto de salting out, reduciendo la
disponibilidad de los grupos funcionales responsables de la union metélica y, con ello,

la eficiencia de la quelacion.

Asimismo, Jaiswal et al. (108) sefialo6 que la hidrolisis excesiva puede afectar
negativamente la capacidad quelante de Fe**, ya que el sobrecorte de los péptidos puede
comprometer su estabilidad estructural y modificar sitios funcionales importantes como
los de fosforilacion. En linea con ello, Zambrowicz et al. (117) reportaron que, tras
hidrolizar proteina de yema de huevo con enzimas digestivas como tripsina y pepsina,
los péptidos generados con tripsina mostraron una mayor capacidad quelante de hierro,
alcanzando un pico de 40 pg Fe*/mg de proteina tras una hora de digestion. Sin
embargo, esta actividad disminuy6 ligeramente con el tiempo, alcanzando 38 pg
Fe*/mg a las dos horas y 34 pg Fe?"/mg a las tres horas, con una leve recuperacion al
finalizar las cuatro horas (39 pg Fe**/mg), evidenciando un comportamiento fluctuante

durante la digestion.

Si bien ambas proteinas presentaron una capacidad quelante de hierro luego de la
hidrolisis, la proteina de tarwi alcanzo6 un valor superior en comparacion con la caseina.
Esta diferencia, en parte, puede atribuirse a su perfil aminoacidico, posiblemente a la
mayor presencia de aminodacidos hidrofilicos como serina, arginina y lisina (24,9 % en
tarwiy 16,33 % en caseina), los cuales han sido expuestos por las enzimas pancreaticas
(26,121,136). Diversos estudios han reportado que estos aminoacidos, especialmente la
lisina, poseen grupos funcionales capaces de interactuar con iones metalicos,
favoreciendo la formaciéon de complejos estables con el hierro, incrementando la

capacidad quelante del hidrolizado (9,53,68).
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Asimismo, aunque en menor cantidad, la proteina de tarwi contiene mas cantidad de
aminoacidos como acido aspartico, acido glutamico, histidina y cisteina, cuyas cadenas
laterales (carboxilo, grupos amina o sulfhidrilo respectivamente) muestran alta afinidad
por metales de transicion como el hierro. Esta diferencia en la composicion podria
contribuir a su mayor capacidad queladora, ya que estos aminoacidos representan el

37,7% del total en tarwi, frente al 30,24 % en la caseina (26,53,121).

Por otro lado, la hidrdlisis de la caseina en la fase intestinal promueve la liberacion de
caseinofosfopéptidos (CPPs), péptidos reconocidos por su afinidad hacia minerales
como el hierro, aunque también capaces de unirse a otros minerales, lo que podria
contribuir a la variabilidad de esta proteina respecto a la capacidad quelante observada
a diferentes tiempos (113,114). Ademas, como ha sido sefialado previamente, los CPPs
generados por la accion de algunas enzimas pancredticas (tripsina y quimotripsina)
muestran una afinidad predominante por el calcio, lo cual puede influir en su interaccion
con otros minerales (130). Para dilucidar adecuadamente el efecto de la composicion de
aminoacidos de los péptidos de los hidrolizados generados durante la fase intestinal,
serian necesarios estudios a futuro con técnicas de espectrometria de masas, que

permitan revelar las respectivas secuencias aminoacidicas.
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CONCLUSIONES

1. Se logr6 implementar el método in vitro de digestion gastrointestinal estatico
INFOGEST, adaptado para muestras con altos contenidos de proteina,
permitiendo una simulacién de la digestion gastrointestinal, y la obtencion de
resultados, reproducibles. Con este método, se pudo evaluar la digestion de dos
tipos de proteina (tarwi y control-caseina) y monitorear pardmetros como el
contenido de proteina soluble, el grado de hidrélisis y la capacidad quelante de
Fe?" en cada fase digestiva y a diferentes tiempos de proceso.

2. El contenido de proteina soluble, el grado de hidrolisis proteica y la capacidad
quelante de Fe?" de los hidrolizados derivados de la proteina de tarwi fueron
variables durante la etapa de digestion géstrica, alcanzando valores de 7,87
mg/mL, 1,04 %y 2,97 ug Fe*"/mg ASB respectivamente. Los valores de proteina
soluble y capacidad quelante de Fe** fueron superiores a los alcanzados por la
proteina control (caseina).

3. En la etapa de digestion intestinal, el contenido de proteina soluble de los
hidrolizados del tarwi mostré una disminucion progresiva debido a la accion de
la pancreatina, alcanzando un valor de 2,51 mg/mL, al final de la digestion, el
grado de hidrolisis aumento6 significativamente (32,81 %) y la capacidad quelante
de Fe?" alcanzd un valor méximo de 48,84 pg Fe?"/mg ASB. Estos valores fueron
superiores a los obtenidos con la proteina control (caseina), sugiriendo un mayor
potencial funcional de los péptidos liberados de la proteina de tarwi en relacion a
la capacidad quelante de Fe** respecto a la caseina en esta fase.

4. La capacidad quelante de Fe** de los hidrolizados obtenidos a partir de las
proteinas de tarwi y la caseina fue mayor en la fase intestinal respecto a la fase
gastrica. Esto sugiere que las enzimas intestinales desempefian un papel mas
efectivo en la generacion de péptidos bioactivos con potencial de quelacion de

Fe?*
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RECOMENDACIONES

e Evaluar otras propiedades funcionales y compuestos bioactivos en los alimentos al
final del proceso de digestion in vitro mediante el protocolo INFOGEST.

e Analizar la capacidad quelante de los péptidos generados de la proteina de tarwi
frente a otros metales de interés nutricional como zinc, calcio o cobre.

e Aplicar técnicas de caracterizacion e identificacion de péptidos, como la
espectrometria de masas y otras metodologias complementarias, con el fin de
determinar la secuencia especifica de aminoacidos y posibilitar su sintesis.

e Evaluar la capacidad quelante de hierro de los péptidos derivados de la proteina de
tarwi mediante estudios in vivo, con el fin de confirmar su funcionalidad y
biodisponibilidad en condiciones fisiologicas reales.

e Promover la revalorizacion de cultivos andinos poco aprovechados, como el tarwi,
fomentando su uso en la industria alimentaria y contribuyendo al incremento de su

produccién y consumo.
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ANEXOS

ANEXO 1. Proporciones de los fluidos simulados para el ajuste de pH. Adaptado de
Brodkorb et al. (15)

Tabla 12. Proporciones para la obtencion de FSS 1x

Componente Volumen
FSS a 1,25x 40 mL
CaCl2.(H20),0,3M 250 uL

Agua Ultrapura 9,750 mL
FSS a 1x 50 mL

Tabla 13. Proporciones para la obtencion de FSG 1x

Componente Volumen
FSGa 1,25x 40 mL
CaClz.(H20)2 0,3M 25 ulL

Agua Ultrapura 9,975 mL
FSG a 1x 50 mL

Tabla 14. Proporciones para la obtencion de FSI 1x

Componente Volumen
FSIa1,25x 40 mL
CaClz.(H20)20,3M 100 uL

Agua Ultrapura 9,900 mL
FSI a 1x 50 mL
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ANEXO 2. Proporciones por tubo de las fases de digestion. Adaptado de Brodkorb et al.

(15).
Tabla 15. Proporciones por tubo para la Fase oral
Componente Cantidad
Muestra de estudio lg
FSSa1,25x 800 uL
CaClx.(H20),0,3M 5uL
Agua ultrapura 195 pL
Volumen final 2 mL

Tabla 16. Proporciones por tubo para la Fase géstrica

Componente Cantidad
Bolo alimenticio 2mL
FSGa 1,25x 1600 pL
HCl a5My 1M (tarwi / caseina) e
pLy 20 uL
CaClz.(H20)20,3M 1 uL
Agua ultrapura (tarwi / caseina) 258 nL /267 puL
Pepsina porcina en agua (2000 U/mL) 100 uL
Volumen final 4 mL

Tabla 17. Proporciones por tubo para la Fase intestinal

Componente Cantidad
Quimo 4 mL
FSIa 1,25x 1700 pL
NaOH 5M / 1M (tarwi / caseina) 19 ul./ 0,5 uL
CaCl;.(H20)20,3M 8 uL
Agua ultrapura (tarwi / caseina) 773 uL /792 nLL
Bilis bovina en FSI (10mM) 500 pL
Pancreatina en FSI (Tripsina: 100 U/mL) 1000 uL
Volumen final 8 mL
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ANEXO 3. Curvas de calibracion de los métodos analiticos. Elaboracion propia.

Anexo 3a. Curva de calibracion de albumina sérica bovina para proteina soluble
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Anexo 3b. Curva de calibracion de leucina para grado de hidrolisis
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ANEXO 4. Analisis estadisticos de proteina de tarwi en fase géstrica. Elaboracion

propia.
Anexo 4a. Capacidad quelante de Fe?*
e ANOVA
Grados de libertad Suma de cuadrados Medias F Pr(>F)
f ratamiento 6 8.062 1.344 21.31 6.4E-08
e HSD TUKEY
Tratamiento Grupos
CER a
VEI ab
OCH be
CUA cd
CVE cd
SES cd
CIE d
Anexo 4b. Proteina soluble
e ANOVA
Grados de libertad Suma de cuadrados Medias F Pr(>F)
1 ratamiento 6 10.563 1.7605 64.66 1.89E-12
e HSD TUKEY
Tratamiento Grupos
CVE a
CIE a
SES b
CUA be
VEI cd
OCH cd
CER d
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Anexo 4c¢. Grado de Hidrolisis

e ANOVA

Grados de libertad Suma de cuadrados Medias F Pr(>F)
f ratamiento 6 5.765 0.9608 10.51 2.03E-05

e HSD TUKEY

Tratamiento Grupos

CIE a

CVE ab
SES ab
VEI be
OCH be
CUA be
CER c

ANEXO 5. Analisis estadistico de proteina de tarwi en fase intestinal. Elaboracion

propia.
Anexo 5a. Capacidad quelante de Fe**
e ANOVA
Grados de libertad Suma de cuadrados Medias F Pr(>F)
1 ratamiento 6 2054.1 3423 8.566 8.84E-05
e HSD TUKEY
Tratamiento Grupos
CIE a
SES ab
CER abc
VEI abed
CVE bed
CUA cd
OCH d
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Anexo 5b. Proteina soluble

e ANOVA

Grados de libertad Suma de cuadrados Medias F Pr(>F)
f ratamiento 6 1.088 0.18129 2.733 0.0402

e HSD TUKEY

Tratamiento Grupos
CER a
CUA ab
VEI ab

SES ab
OCH ab
CVE ab
CIE b

Anexo 5c¢. Grado de Hidrolisis

e SHAPIRO-WILK: TEST DE NORMALIDAD

data: GIT
W =0.92351 p-value = 0.04238
e KRUSKAL-WALLIS
Kruskal-Wallis chi-cuadrado = 24.982 df=6 p-value = 0.0003441

e DUNN’S TEST BONFERRONI

Tratamiento Grupos
CVE a
CIE ab
OCH ab
SES ab
CUA ab
VEI b
CER b
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ANEXO 6. Analisis estadistico de caseina en fase gastrica. Elaboracion propia.

Anexo 6a. Capacidad quelante de Fe?*

e SHAPIRO-WILK: TEST DE NORMALIDAD

data: GIT
W =0.77736 p-value = 0.00004367
e KRUSKAL-WALLIS
Kruskal-Wallis chi-cuadrado = 22.53 df=6 p-value = 0.00097

e DUNN’S TEST BONFERRONI

Tratamiento Grupos
CUA a
SES a
OCH ab
CVE ab
CIE ab
VEI ab
CER b
Anexo 6b. Proteina soluble
e ANOVA
Grados de libertad Suma de cuadrados Medias F Pr(>F)
1 ratamiento 6 54.05 9.009 90.53 6.61E-14
e HSD TUKEY
Tratamiento Grupos
CVE a
CIE a
OCH ab
SES b
CUA c
VEI d
CER e
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Anexo 6c¢. Grado de hidrolisis

e TEST DE LEVENE: HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS

Grados de libertad F Pr(>F)
Tratamiento 6 5211 0.002008
e KRUSKAL-WALLIS
Kruskal-Wallis chi-cuadrado = 25.488 df=6 p-value = 0.00002772

e DUNN’S TEST BONFERRONI

Tratamiento Grupos
CVE a
CIE ab
OCH abc
SES abc
CUA abc
VEI bc
CER c

ANEXO 7. Anélisis estadistico de caseina en fase intestinal. Elaboracion propia.

Anexo 7a. Capacidad quelante de Fe**

e ANOVA
Grados de libertad  Suma de cuadrados Medias F Pr(>F)
1 ratamiento 6 581.5 96.92 5.238 0.00195
e HSD TUKEY
Tratamiento Grupos
CER a
OCH ab
SES ab
CUA b
VEI b
CIE b
CVE b
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Anexo 7b. Proteina soluble

¢ ANOVA
Grados de libertad Suma de cuadrados Medias F Pr(>F)
1ratamiento 6 0.6804 0.11340 1.63 0.188
Tratamiento Grupos
CER a
CIE a
CUA a
CVE a
OCH a
SES a
VEI a
Anexo 7c¢. Grado de hidroélisis
e ANOVA
Grados de libertad Suma de cuadrados Medias F Pr(>F)
iratamientg 6 509.1 84.86 3.804 0.0101

e HSD TUKEY

Tratamiento Grupos
CVE a
CUA a

CIE ab
VEI ab
OCH ab
SES ab
CER b
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ANEXO 8. Resolucidon Directoral N° 001-2025-INTA-DGIA

INSTITUTO NACIONAL DE INNOVACION AGRARIA

RESOLUCION DIRECTORAL N° 001-2025-INIA-DGIA

Lima, 29 de abnl de 2025

VISTA: La solicitud s/n recepcionada con fecha 13 de diciembre de 2023
presentada por la UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA y demas
documentos vinculados a dicha solicitud; y,

COMNSIDERANDO:

Que, la Constitucion Politica del Perd establece en su articulo 66 y 68 que los
recursos naturales, renovables y no renovables, son Patrimonio de la Nacion; siendo el
Estado soberano en su aprovechamiento y estableciendo que es su obligacidn
promover la conservacion de la diversidad bioldogica;

Que, el Convenio sobre la Diversidad Biologica y su acuerdo complementario,
el Protocolo de Magoya sobre Acceso a los Recursos Genéticos y Participacion Justa y
Equitativa en los Beneficios que se deriven de su utilizacion; se orientan enfre ofros, a
la participacidn justa y equitativa en los beneficios que se deriven de la utilizacion de
los recursos geneticos;

Que, el Régimen Comun de Acceso a los Recursos Genéticos aprobado por la
Decisién N* 391 de la Comunidad Andina de Naciones tiene por objeto regular el acceso
a los recursos geneticos de los Paises Miembros y sus productos derivados, sefialando
en su articulo 16 que, todo procedimiento de acceso reguerira de la presentacidn,
admision, publicacidn y aprobacion de una solicitud, de la suscripcion de un contrato,
de la emision y publicacion de la cormrespondiente Resolucion y del registro declarativo
de los actos vinculados con dicho acceso;

Que, el articulo 38 del citado Régimen Comidn establece gue, una vez adoptado
y suscrito el confrato, en unidad de acto, se emitira la Resolucion comespondiente; la
que se publicara junto con un extracto del contrato en el Diario o Gaceta Oficial o en
un diaric de amplia circulacion nacional y a partir de ese momento se entendera
perfeccionado el acceso;
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Que, el Reglamento de Acceso a los Recursos Genéticos y sus derivados
(RARG), aprobado mediante Decreto Supremo N* 019-2021-MINAM, en su articulo 12
literal b) establece al Instituto Macional de Innovacion Agraria (INIA) como Autoridad
MNacional Competente para los recursos genéticos y sus derivados de las especies
cultivadas o domesticadas continentales, asi como los microorganismos asociados a
estas, que se encuenfran en el temtorio nacional, incluyendo las areas naturales
protegidas de administracion nacional, las areas de conservacion regional y las dareas
de consemnvacion privada;

Que, el citado Reglamento en su articulo 16 establece que, la eficacia de las
autorizaciones de acceso a los recursos genéticos y sus derivados sin fines
comerciales se encuentra sujeta a la suscripcion de un contrato entre la solicitante y la
Autoridad Nacional Competente. Asi, en el marco de lo previsto por el RARG, mediante
Resolucion Ministeral N° 006-2022-MINAM =& aprobd el "Formato de contrato para
efectos de la eficacia de las autorizaciones de acceso sin fines comerciales”;

Que, el RARG, en su arficulo 17 numeral 17.1 establece que, la autorizacion de
acceso a los recursos genéticos y sus derivados sin fines comerciales es otorgada por
las Autoridades Macionales Competentes para todas aguellas actividades de
investigacion cientifica ylo desarrollo tecnoldgico de indole no comercial, que no
comprendan la comercializacion o industrializacion de un producto o un proceso;

Que, el Texto Integrado del Reglamento de Organizacion y funciones del INLA,
aprobado mediante Resolucidn Jefatural M* 006-2025-1M 14, establece en su articulo 50
numeral 50.2 que, la Direccion de Gestion de la Innovacidn Agraria (DGIA), es el érgano
de linea a través del cual el INIA gjerce la autoridad administrativa y de registro en las
distintas materias bajo su competencia. Asimismo, el articulo 51 literal q) del referido
instrumento de gestion estipulada que, la DGIA tiene por funcion especifica dirigir la
implementacion de las disposiciones técnicas de acceso a los recursos genéticos y sus
derivados en el ambito de su competencia y conforme a la normativa vigente en la
materia;

Que, a través del articulo 6 literales b) y c) de la Resolucion Jefatural N° 243-
2024-INIA, |a Jefatura del INIA delega en el Director General de la DGIA, |a facultad de
suscribir autorizaciones de acceso a los recursos genéticos y sus derivados sin fines
comerciales, contratos y formatos que se requiera para su eficacia y aplicacion; asi
como emitir el acto administrativo que corresponda, durante el Ejercicio Fiscal 2025;

Cue, mediante solicitud s/n recepcionada con fecha 13 de diciembre de 2023,
la UNIWVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA solicito al INIA el acceso a
recursos geneticos y sus denvados contenidos en la especie cullivada Lupinus
mutabilis (tarwi) sin fines comerciales;

CQue, mediante Memorando N* 061-2024-MIDAGRI-INIA-DGIA/SDRIA y en
concordancia con lo estipulado en el articulo 30 del RARG, se solicito la publicacion
del| extracto de |a citada solicitud por el plazo de quince (15) dias calendario en &l
portal institucional del INIA (www_gob.pefinia) para fines de su difusién;

Que, mediante el Informe N* 122-2024-MIDAGRI-INIA-DGIA/SDRIA-ARAPOWV
e Informe MN* 125-2024-MIDAGRI-IMIA-DGIA/SDRIA-ARAPOV los especialistas
técnico y legal en acceso a recursos genéticos de la Subdireccion de Regulacion de
la Innovacion Agraria (SDRIA), respectivamente, evallan que la solicitud ha cumplido
con el procedimiento y requisitos estipulados en la normativa vigente, emitiendo
opinién favorable a la solicitud y recomendando su aceptacion;
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RESOLUCION DIRECTORAL N° 001-2025-INIA-DGIA
-3-

Que, a partir de dicha evaluacién técnica-legal esta Direccion General declarg
APROBADA la solicitud de la UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA a
través del Oficio N° 359-2024-MIDAGRI-INIA-DGIA/D y, posteriormente mediante
suscripcion  de documento denominado “ACTA REUMION VIRTUAL DE
NEGOCIACION DE BENEFICIOS", de fecha 09 de enero de 2025, se acordaron los
detalles y forma de la entrega de los beneficios derivados del acceso y utilizacion de
los recursos genéficos y sus derivados contenidos en la especie cultivada Lupinus
mutabilis (tarwi), a otorgarse al INIA en representacion del Estado Peruano;

Que, las autorizaciones de acceso a los recursos genéticos y sus derivados sin
fines comerciales deberan contener como minimo las disposiciones sefaladas en el
articulo 18 del RARG; las cuales han sido evaluadas mediante Informe Técnico Legal
N® 012-2025-MIDAGRI-INIA-DGIA/'SDRIA-ARAPOV a fines de la motivacion de la
presente resolucion administrativa;

CQue, mediante Informe WN* 235-2025-MIDAGRI-INIA-GGIOAY, la Oficina de
Asesoria Juridica del INIA emite opinidn favorable para continuar con el tramite para la
suscripcion del contrato de aceceso;

Con el visto de la Subdireccion de Regulacidn de la Innovacion Agraria;

De conformidad con las facultades conferidas en el Reglamento de Organizacion
y Funciones del INIA, aprobado mediante Decreto Supremo N 014-2024-MIDAGRI que
aprueba su Seccidn Primera; la Resclucion Jefatural N® 234-2024-INIA que aprueba su
Seccion Segunda y, la Resolucion Jefatural N° 006-2025-INIA que aprueba su Texto
Integrado; el Reglamentc de Acceso a los Recursos Genéticos y sus derivados,
aprobado mediante Decreto Supremo N* 019-2021-MINAM v la Resolucion Jefatural N*
243-2024-IM1A,;

SE RESUELVE:

Articulo 1.- Autorizar a la UNIVERSIDAD MACIONAL AGRARIA LA MOLINA
el acceso, sin fines comerciales, a los recursos genéticos y sus derivados contenidos en
la especie cultivada Lupinus mutabdis (tarwi), cuya titularidad y soberania es ejercida
exclusivamente por el Estado peruano, con el objeto de su uso exclusivo para la
ejecucion del proyecto: “"Una aifernativa en la fortificacion con hierro: obfencion,
purificacion y caracienzacion de péptidos con capacidad queladora de Fe+2, a partir de
profeina de farwi (Lupinus mutabilis). empleando enfogues in vifro e in silico™ por las
razones expuestas en los considerandos de la presente Resolucion Directoral.
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Articulo 2.- Suscribir el Contrato para el acceso a los recursos genéticos y sus
derivados sin fines comerciales N° 001-2025-MIDAGRILINIA/DGIA con la
UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA, el cual tiene por objeto dotar de
eficacia a la Autorizacion contenida en el articulo 1 de la presente Resolucion Directoral,
conforme a lo dispuesto en el articulo 16 del Reglamento de acceso a los recursos
genéticos y sus derivados, aprobado mediante Decreto Supremo N® 019-2021-MINAM;
el cual se ajusta en su integridad a la estructura desarrollada por el Ministerio del
Ambiente en la Resolucién Ministerial N* 006-2022-MINAM de fecha 10 de enero de
2022,

Articulo 3.- Establecer como prohibiciones para la UNIVERSIDAD NACIONAL
AGRARIA LA MOLINA las siguientes:

a) No ceder o transferir a terceros el acceso. manejo o utilizacion de los recursos
geneticos y sus dernivados, sin contar con la autorizacion del IMIA.

b) Mo reclamar cualguier tipo de propiedad sobre los recursos genéticos y sus
denvados.

c) Mo utilizar los recursos genéticos y sus derivados para fines distintos a lo
establecido en la presente Resolucidn Directoral.

Articulo 4.- Establecer como derechos de la UNIVERSIDAD NACIOMAL
AGRARIA LA MOLINA en &l marco de |a presente autorizacion, &l acceso a los recursos
genéticos y sus derivados contenidos en la especie cultivada Lupinus mutabilis (tarwi)
sin fines comerciales, asi como todos aguellos derechos que le oforga la normativa
vigente &n la materia.

Articulo 5.- Establecer como obligaciones de la UNIVERSIDAD NACIONAL
AGRARIA LA MOLINA para el uso exclusivo sefialado en el articulo 1 de la presente
Resolucion Directoral, [as siguientes:

a) Mo ceder o transferir a terceros los derechos y las obligaciones emanadas de la
presente autorizacion.

b) Mo trasladar las muesiras del recurso genético y sus derivados, fuera del pais,
sdlvo para los supuestos contemplados en el Plan de investigacion, de
comesponder.

c)  Presentar al INIA los informes anuales yfo extraordinarios, en idioma espaiiol, que

le sean solicitados.
Presentar obligatoriamente al INIA un (1) informe final sobre los resultados de la
investigacion y el cumplimiento de la totalidad de obligaciones asumidas en el
marco de la presente Resolucion, denfro del plazo maximo de sesenta (60) dias
hébiles siguientes a la culminacion del proyecto de investigacién, en idioma
espaficl. Dicho informe debera incluir copia de un (01) ejemplar de todas las
publicaciones generadas a partir de la ejecucion del proyecto de investigacion
donde se debera incluir el reconocimiento al origen peruano de los recursos
genéticos v sus derivados accedidos; asi como, los datos yo informacion de estos
¥ la mencion del contrato de acceso comespondiente y de la presente Resolucion
Directoral.

d)  Incluir en los resultados yio presentacion de resultados, el reconocimiento al
origen peruano de los recursos genéticos y sus dernvados accedidos; asi como,
los datos yio informacidn de estos y, |la mencion del contrato de acceso
correspondiente y de la presente Resolucidn Directoral.

e) Otorgar los beneficios no monetarios determinados en el articulo 6 de la presente
Resolucion Directoral.

f) Informar al INIA cualguier cambio o modificacion a lo establecido en la
autorizacion o contrato de acceso.
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g)  Cumplir con la totalidad de las obligaciones asumidas en el Contrato de acceso a
recursos genéticos y sus derivados sin fines comerciales N® 001-2025-MIDAGRI-
INIA/DGIA; asi como cumplir con la totalidad de las cbligaciones asumidas en los
contratos accesorios suscritos con los proveedores de los recursos biologicos, de
corresponder.

h)  Cumplir con las obligaciones pendientes culminado el plazo de vigencia de |a
presente autorizacion, sin perjuicio de la facultad del INIA de exigirlas.

i) Realizar el tramite para el traslado de muestras o colecta para el acceso
autorizado, cuando comesponda.

] Destruir los remanentes de los recursos geneticos y sus derivados accedidos,
resultado de la ejecucion yo culminacion del proyecto de investigacion con la
finalidad de ewvitar el uso indebido de tales recursos, bajo responsabilidad. Se
debera acreditar la referida destruccion con un informe documentado que incluya
la prueba fehaciente de tal hecho.

k)  Sidela ejecucion del proyecto se identifica un potencial uso comercial o industrial,
la UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA debera solicitar al INIA la
suscripcion de un contrato de acceso con fines comerciales, en concordancia con
el procedimiento establecido en el Reglamento de acceso a los recursos
genéticos y sus derivados, aprobado con Decreto Supremo N° 019-2021-MINAM.

1) Brindar las facilidades al INlA de manera oportuna, para la efectiva supenvision,
vigilancia y control e inspeccion del adecuado uso de los recursos genéticos y sus
derivados accedidos.

m) Hacer de conocimiento del INIA cualquier circunstancia, evento o hecho sobre los
recursos genéticos y sus derivados accedidos. que represente una infraccion al
Reglamento de acceso a los recursos genéticos vy sus dervados. a la Decision
391 de la CAN ylo a las demas disposiciones legales vigentes sobre acceso
a los recursos genéticos y sus derivados.

n}) Las demas obligaciones que establezcan las normas sobre [a materia.

Articulo 6.- Determinar como beneficios no monetarios que otorgara a la
UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA al INIA, en representacion del
Estado peruano, por el acceso a los recursos genéticos y sus derivados sefialados en
el articulo 1 de la presente Resolucion Directoral, sin fines comerciales, aquellos
establecidos en el articulo 49 numeral 49.1 y numeral 49.2 literal b) del Reglamento de
acceso a los recursos genéticos y sus derivados, aprobado mediante D_S5. N° 019-2021-
MINAM. La distribucidn justa y equitativa de dichos beneficios se realizarda de
conformidad con a lo acordado en documento denominado "ACTA REUNION VIRTUAL
DE NEGOCIACION DE BENEFICIOS", de fecha 09 de enero de 2025.
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Articulo 7.- Establecer como vigencia de la autorizacion del articulo 1 de la
presente Resolucion Directoral, el plazo de veinticuatro (24) meses, otorgando a la
UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA un plazo adicional de ciento veinte
{120) dias habiles para cumplir con los beneficios no monetarios referidos en el articulo
precedente. Este plazo se establece sin perjuicio de la facultad del INLA de exigir, por
los medios que permite la Ley, el cumplimiento de las obligaciones vencidas.

Articulo 8.- Reconocer e derecho de la UNIVERSIDAD MACIOMAL
AGRARIA LA MOLINA de tramitar los eventuales derechos de propiedad intelectual
que pudieran generarse a partir del proyecto de investigacion que le comespondan.
Dicha tramitacion debera ser comunicada al INlIA dentro de los quince (153) dias
calendaric de iniciado el procedimiento, bajo responsabilidad. Las condiciones
especificas relativas a la distribucion de beneficios derivados de los eventuales
derechos de propiedad intelectual que se generen a pariir de los proyecios de
investigacion para los que se autoriza el acceso a los recursos geneticos y sus
derivados, se establecen en el contrato de acceso al que se hace referencia en el literal
I} del articulo 5 de la presente Resolucidn de autorizacion.

Articulo 9.- Otorgar tratamiento confidencial a los resultados obtenidos con
la metodologia experimental expuesta en el proyecto, en conformidad a las
disposiciones contenidas en el articulo 28 del Reglamenio de acceso a los recursos
genéticos y sus derivados, aprobado mediante Decreto Supremo N° 019-2021-MINAM.

Articulo 10.- Establecer que las modificaciones a las condiciones de la
autorizacion que se otorga por el articule 1 de |a presente Resolucion Directoral; asi
como la suspension, cancelacion, resolucion y extincion se realizara de acuerdo a lo
establecido en el Capitulo IV del Titulo IV del Reglamento de acceso a los recursos
genéticos y sus derivados, aprobado mediante Decreto Supremo N° 019-2021-MINAM,
en lo gque corresponda. Las modificaciones a los términos y condiciones establecidas en
la presente Autorizacion se realizan mediante resolucion, la cual debe ser publicada
dentro de la vigencia de la presente autorizacion.

Articulo 11.- Encargar a la Subdireccion de Regulacion de la Innovacidn
Agraria (SDRIA), la supervision y control del cumplimiento del Contrato de acceso a
recursos geneéticos y sus derivados sin fines comerciales N° 001-2025-MIDAGRI-
INIA/DGIA, el cual debera incorporarse en el Registro de Acceso a los Recursos
Genéticos a cargo de dicha Subdireccion.

Articulo 12.- Disponer que la Unidad de Informatica publique la presente
Resolucidon Directoral junto con un extracto del Contrato de acceso a recursos genéticos
y sus derivados sin fines comerciales N* 001-2025-MIDAGRI-INIA/DGIA, en el portal
institucional de la entidad (www.gob.pe/inia).

Articulo 13.- Remitir una copia de la presente Resolucidn Directoral al
representante de la UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA, para su
conocimiento y fines.

REGISTRESE, COMUNIQUESE Y PUBLIQUESE.
[P R e v

JESUS FRANCISCO CALDAS CUEVA
Director General
Direccidn de Gestidn de |a Innovacian Agrana
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