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RESUMEN

Cantidades variables de dos sistemas multienzimaticos de tripsina-quimotripsina-peptidasa y pepsina-pancreatina, fueron utilizados
para evaluar el efecto de los taninos provenientes de frijol Carioca (Phaseolus vulgaris L.) sobre la digestibilidad de la faseolina, en las
formas nativa y denaturalizada. Esta evaluacién hecha por los métodos de caida de pH, de hidrolisis en medio tamponado con posterior
medicién del grado de hidrélisis con ninhidrina y por la técnica electroforética, demostro el efecto adverso de los taninos condensados
sobre la digestibilidad de la faseolina, después de producirse una significativa inhibicién en el grado de hidroélisis de esa proteina por los
dos sistemas multienzimaticos. Se comprobd la dificultad de hidroélisis de la faseolina cuando esta unida al tanino en el punto de
saturacién (proporcién 5/20 tanino/proteina p/p y mayores), después de detectarse en los perfiles electroforéticos, péptidos de 45.7 y
24KDa, resistentes a la hidroélisis hasta por prolongados periodos de incubacién. Esto se debié a la existencia de un complejo de
naturaleza refractaria no digerible, incluso en condiciones excesivas de enzima. Los resultados sugieren la unién simultanea del tanino
con mas de un ligante a través de sus multiples grupos hidroéxilos libres, formando un complejo proteina-tanino-enzima (PTE)* que
corresponderia a la fraccion no digerible de la faseolina.
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SUMMARY

INHIBITORY EFFECT OF CARIOCA BEAN TANNINS ON PHASEOLIN DIGESTIBILITY ASSESSED BY TWO MULTI-ENZYMATIC SYSTEMS.
Variable amounts of the two multienzymatic systems, trypsin-chymotrypsin-peptidase and pepsin-pancreatin, were utilized for evaluating
the effect of Carioca’s bean tannins on the digestibility of native and denatured phaseolin. Three methods were used for this evaluations:
the pH drop method, measurement of degree of hydrolysis by the ninhidrin reaction, and by electrophoretic techniques. The results
showed the adverse effect of condensed tannins on phaseolin digestibility, for the two multienzymatic systems. Ours results strongly
indicate that phaseolin is dificult to be hydrolysed when saturated with tannins (5/20 tannin/protein ratio w/w or higher). Resistant
peptides of 45.7KDa and 24KDa, that remained intact even after prolonged digestion were detected. This was due to the presence of
very resistant tannin/protein complexes, which were not hydrolysed even at high enzyme concentrations. These results suggested the
simultaneous reaction of tannins in a specific manner with more than one site on the protein, forming a protein-enzyme-tannin
complex (PTE*) producing an undigestible phaseolin fraction.
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1-INTRODUCCION

Los frijoles (Phaseolus vulgaris L.) son leguminosas
comunmente consumidas en grandes cantidades en Bra-
sil y en el mundo. Estudios de fraccionamiento de la
proteina del P.vulgaris L. han generado tres fracciones
de proteinas solubles: la faseolina o globulina G, la
globulina G,y la albumina, siendo la faseolina la mas
abundante proteina de reserva del frijol (36-46%).

La utilizacién de las proteinas en animales y huma-
nos es afectada adversamente por los taninos
condensados, presentes en la cascara de los frijoles,
encontrandose en semillas secas entre 0-2%, variando
segln la espécie y el color de la cascara [5, 9]. Este efecto
adverso de los taninos se deriva de la habilidad de asociarse
y precipitar proteinas [2] mediante interacciones
hidrofébicas [8, 11] y por puentes de hidrégeno [11].

El principal objetivo de este trabajo es determinar el
efecto de los taninos condensados sobre la digestibilidad
de la faseolina del frijol Carioca (Phaseolus vulgaris L.),
en las formas nativa y desnaturalizada, en sistemas
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modelo conteniendo faseolina, procianidinas y cantidades
variables de enzima.

2-MATERIALES Y METODOS

2.1-Frijol

Fue estudiado el frijol variedad Carioca (Phaseolus
vulgaris L.) adquirido en los supermercados de la ciudad
de Sao Paulo. Posteriormente, los taninos fueron extra-
idos de las cascaras del frijol y purificados segin
HAGERMAN & BUTLER [1], entre tanto para la
obtenciéon de la faseolina, fueron utilizados los
cotiledones sin cascara y luego, la proteina fué aislada
segin MC LEESTER et al. [6].

2.2 - Enzimas utilizadas

e Tripsina de pancreas de puerco tipo III (T-8253,
Sigma), 12.000 BAEE unidades/mg de proteina.

* Quimiotripsina de pancreas bovino tipo II, (C-4129,
Sigma) com 50 unidades/mg de polvo .

e Peptidasa de intestino de puerco (P-7500 , Sigma)
com 115 unidades/g.

* Pepsina de mucosa gastrica porcina, (P-7012, Sigma)

e Pancreatina de pancreas de puerco, tipo VI (P-1750,
Sigma). Actividad 4 x U.S.P. specifications.
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2.3 - Métodos

Fueron utilizados dos sistemas enzimaticos: un sis-
tema multienzimatico de Tripsina-Quimiotripsina-
Peptidasa y un sistema secuenciado de Pepsina-
Pancreatina [7].

2.3.1 - Sistema multienzimatico de tripsina-
quimiotripsina-peptidasa

a) Formacién de los complejos tanino-proteina para
los ensayos in vitro

Investigaciones preliminares en este trabajo indicaron
que el punto de saturacién de la faseolina por el tanino
(p/p), o cantidad de tanino que hizo precipitar toda la
proteina en solucion, fué la proporcién 5/20 tanino/
faseolina (p/p) y mayores, en la forma nativa, y de 3/20
tanino/faseolina (p/p) y mayores, en la forma
desnaturalizada (100°C por 10min.).

Toméandose en consideraciéon tales proporciones,
fueron formados los complejos en el punto de saturacion
a partir de alicuotas de 2mL de una solucién de faseolina
en cloruro de sodio a 2% (pH 4,6) conteniendo 6,25mg
de proteina, siendo colocados en tubos de ensayo plasti-
cos y luego se adiciona el tanino; a continuacién los
complejos fueron mantenidos durante 15 minutos en el
ultrasonicador. Después de ese tiempo, las mezclas
fueron centrifugadas a 3500rpm durante 15 minutos, y
posteriormente fue separada la solucion sobrenadante
cuidadosamente.

Los complejos con faseolina desnaturalizada fueron
obtenidos después de mezclar la faseolina en solucion
acuosa de cloruro de sodio (2%) con el tanino en frio (en
el punto de saturacién), y calentados juntos por diver-
sos periodos de tiempo.

b) Digestibilidad in vitro de los complejos tanino/
faseolina

Con la finalidad de observar en sistemas in vitro el
efecto de los taninos sobre la digestibilidad de la faseolina,
fueron utilizados los métodos de caida de pH segin HSU
et al. [3] e hidrélisis en medio tamponado con posterior
medicion del grado de hidrélisis con ninhidrina segin
SPIES [9]; utilizando en ambos casos el sistema
multienzimatico de tripsina/quimiotripsina/peptidasa
propuesto por HSU et al. [3], a una proporcion
enzima:substrato de 1:10. Este procedimiento fue repe-
tido en condiciones excesivas de enzima, correspondiente
a una proporcion de 1:2 enzima:substrato.

2.3.2 - Sistema pepsina-pancreatina

a) Digestibilidad in vitro de los complejos tanino/
faseolina

La hidroélisis enzimatica de los complejos tanino/
faseolina fue hecha de la siguiente manera:

Faseolina en solucion acuosa de HC1 0.1 M (pH 2) a
una concentraciéon de 18.75mg/mL fue sometida a
calentamiento a 100°C x 15min. Después de la
desnaturalizacién de la proteina, 1mL de este substrato
fué colocado en diferentes tubos de ensayo y luego se

adiciona tanino en polvo en una proporciéon 5/20 (tani-
no/proteina p/p). Seguidamente, los tubos fueron colo-
cados en baflo maria sobre agitacién suave a 37°C por
15 min. Inicialmente, éstas muestras fueron hidrolizadas
con Pepsina en una proporciéon de 1:66,67 a 37°C/ 1h.
Después de este periodo, el pH fué elevado por la adicion
del mismo volumen de buffer fosfato 0.2M (pH 8 ) y se
adicion6 Pancreatina en una proporciéon 1:30
continuandose la hidrélisis a 37°C por diferentes inter-
valos de tiempo. La digestion fue interrumpida con aci-
do tricloroacético (TCA) a 7.5% para diferentes interva-
los de tiempo. Después de la centrifugacion (10000rpm
X 15min), los sobrenadantes fueron colectados para la
determinacion del nivel de hidroélisis. Ademas de los
complejos tanino/proteina, proporcién 5/20 p/p, los
blancos fueron preparados, uno conteniendo sélo las
enzimas (blanco-enzima) otro apenas la proteina (blanco-
muestra). Este procedimiento fué repetido a una
concentracién de enzima tres vezes mayor (1:10
enzima:substrato).

Electroforesis SDS-PAGE, a una concentraciéon de
12.5%, también fue desarrollada segiin la técnica de
LAEMMLI [4].

3- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Digestibilidad in vitro de los complejos tanino-
faseolina en condiciones limitadas de enzima

3.1.1 Sistema tripsina/quimotripsina/peptidasa

a) Por el método de caida de pH :

Dela Tabla 1, puede observarse una disminucion sig-
nificativa (P<0,05) en la digestibilidad de los complejos
tanino-faseolina desde la proporcién 3/20 hasta la
proporcién 9/20 tanino/proteina (p/p), en comparaciéon
con la faseolina en estado libre, tanto para las formas
nativa como desnaturada por 15 minutos y 1 hora a 100°C,
respectivamente. Si considerasemos el nivel mayor de ta-
nino/faseolina (proporcién 9/20), el porcentaje de
disminucién de la digestibilidad en comparacién com la
faseolina libre seria de 9,05, 5,43 y 11,7% para los
complejos con faseolina de la forma nativa,
desnaturalizada por 15 minutos y 1 hora, respectivamen-
te. De forma general, observando la Tabla 1, podemos afir-
mar que el grado de digestibilidad aumenté a medida que
aumentaba el tiempo de coccién de la faseolina; entre tan-
to, a medida que la cantidad de tanino era aumentada a
la faseolina en solucién, la digestibilidad de los complejos
disminuyé proporcionalmente.

b) En medio tamponado, por la medicién del grado
de hidroélisis con ninhidrina:

Con relacién a los complejos tanino-faseolina en el
punto de saturacién (proporcién 9/20 tanino/proteina),
puede observarse claramente, en la Figura 1, el efecto
inhibitorio de los taninos sobre la digestibilidad de la
faseolina al verificarse una disminucién en el grado de
hidrélisis de 62, 61 y 67% para complejos con faseolina
nativa y desnaturalizada por 15min. y 1 hora respecti-
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vamente, después de un periodo de 3 hs. de incubacién.
Analisis estadisticos demostraron la existencia de una
diferencia significativa.

TABLA 1. Digestibilidad de la Globulina G, libre y ligada al
tanino por la técnica de caida de pH

Proporcion Digestibilidad (%)

Tanino:G; Nativa  Desnat. Desnat.

15min 1h

S6 Gy 78.8 88.3 93.3

3/20 73.8 85.1 87.4

5/20 73.4 83.7 86.9

7/20 72.0 83.3 84.7

9/20 69.7 82.8 81.5

* Diferencia significativa a un nivel de significancia de 5% , entre la faseolina libre y
los complejos tanino-faseolina en todos los tratamientos estudiados.
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FIGURA 1. Digestibilidad in vitro de la G1 libre y unida al
tanino en un sistema Tripsina-Quimiotripsina-Peptidasa.

La disminucién en la digestibilidad fué mucho mayor
en los complejos con faseolina previamente
desnaturalizada por 1h a 100°C, probablemente debido
a una mayor exposiciéon de los grupos hidrofébicos de la
proteina, por el calor, a la accion de los taninos, los cuales
se unen segun OH et al. [8] basicamente a través de
interacciones hidrofébicas. Esta disminucién en el gra-
do de hidrélisis de la faseolina estudiada por los méto-
dos, ya era esperada, pues extensa literatura trata del
caracter inhibitorio de las procianidinas en la
digestibilidad de las proteinas. Entre tanto, el mecanis-
mo de accién de las procianidinas, en sistemas in vitro o
in vivo, conteniendo proteinas como substrato y
proteasas, aiin no fue explicado.

Es muy importante llevar en consideracién que la
intensidad del efecto inhibitorio de los taninos varia segin
factores como la reactividad del tanino, el tipo de culti-
vo, el tipo de proteina a la cual se unira, el grado de

afinidad entre tanino y proteina, el pH del medio, la
proporcion tanino/proteina establecida en el momento
de la unién y la variabilidad presentada por el método de
medicion utilizado.

3.1.2 Sistema pepsina/pancreatina

En la Figura 2, observase de forma general una
disminucioén significativa en la hidrélisis de la Faseolina
desnaturalizada cuando esta unida con el tanino en la
proporcién 5/20 tanino/proteina (p/p). Este efecto
inhibitorio producido por los taninos, fué entre 41,5 y
65,2%, después de comparar la digestibilidad de los
complejos tanino-faseolina con la faseolina en estado libre.
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FIGURA 2. Digestibilidad in vitro de la G 1 libre y unida al tani-
no en un sistema Pepsina-Pancreatina. Proporcion enzima/
substracto de 10:1.
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FIGURA 3. Perfil eletroforético de los productos de hidroélisis
de la faseolina libre y en diferentes tiempos de digestion.

Después de comparar la hidroélisis de la faseolina libre
con la unida al tanino , se observo en los perfiles
electroforéticos (Figuras 3 y 4 ), fuertes evidéncias de la
dificuldad que presenta esta proteina a la hidroélisis cuan-
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do esta unida al tanino, luego de detectarse en los
complejos tanino-faseolina péptidos de 45.7KDay 24 KDa
resistentes a la hidroélisis hasta por prolongados perio-
dos de incubacion (21h). Situacién diferente ocurrié con
la hidrélisis de la faseolina libre, donde después de 2 hrs
de incubacién fueron encontrados principalmente
péptidos menores de 14,5KDa. Una de las causas atri-
buidas a la diminucion de la digestibilidad de la faseolina
es, probablemente, debida a las modificaciones
conformacionales que los taninos podrian ocasionar en
la molécula de la G, dificultando el desarrollo normal de
la protedlisis de la proteina.

KDa
66

45
29

Lpobi

o

0 08 016 033 05 1 2 3
Tiempo de digestion (h)

*El tiempo "0" corresponde a 1h de hidrélisis con Pepsinay los demas a la hidrélisis
con Pancreatina.

FIGURA 4. Perfil eletroforético de los productos de hidrolisis
de la faseolina unida con el tanino y en diferentes tiempos
de digestion. PPM = Padrones de Peso Molecular.

3.2 Digestibilidad in vitro del complejo tanino-
faseolina en condiciones excesivas de enzima

3.2.1 Sistema tripsina/quimotripsina/peptidasa

En la Figura 5 se observé, conforme era esperado, el
excesso de enzima caus6 un aumento en el grado de
hidrélisis de la faseolina libre de 50 para las formas na-
tivasy de 20y 15% para las desnaturalizada, por 15 min
y 1h respectivamente, del valor encontrado en cantidad
limitada de enzima. También se encontro6 (en la Figura 6)
, un aumento en el grado de hidrélisis de los complejos
tanino-faseolina de 39% (forma nativa) y de 53 y 88%
para formas denaturadas 15min ou l1h respectivamen-
te, siendo que tal aumento fué directamente proporcio-
nal al grado de desnaturalizaciéon de la faseolina. Sin
embargo, a pesar de que los complejos hayan aumenta-
do el nivel de hidrélisis, atin el tanino demostro, bajo las
condiciones de ensayo, su efecto inhibitorio, siendo de
65,7; 50,3 y 47,2% para las formas nativa y
desnaturalizada por 15 min y 1h, respectivamente.

Através de analisis estadisticos, se comprobd la

existencia de una diferencia significativa (P<0.05) en los
tratamientos de digestibilidad in vitro entre las proporci-
ones 1:10y 1:2 (enzima:substrato), tanto para la faseolina
libre como para los complejos tanino-faseolina.
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FIGURA 5. Aumento de la digestibilidad de la G 1 libre en
condiciones de exceso de enzima. Sistema tripsina/
quimiotripsina/peptidase.
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FIGURA 6. Aumento de la digestibilidad de la G 1 unida al
tanino en condiciones de exceso de enzima. Sistema
Tripsina/Quimiotripsina/Peptidase.

3.2.2 Sistema pepsina/pancreatina

En la Figura 7, se observo que, en cantidad excesiva
de enzima (proporcién 1:2), la faseolina en estado libre
aumento, conforme era esperado, su digestibilidad para
los diversos tiempos de hidrélisis ensayados. Ademas, se
encontré un aumento de 30 hasta 50% en la digestibilidad
de los complejos tanino/faseolina en las condiciones de
ensayo, observandose que ese aumento ocurri6 en el pe-
riodo inicial de la hidrélisis (hasta 30min).

Con relacibn a este experimento en las
concentraciones de enzima, es importante resaltar que,
en esas condiciones de ensayo, el tanino atn presenta
su efecto inhibitério, disminuyendo la digestibilidad de
la faseolina de forma significativa entre 43.9% hasta
53.5% (hasta 180min) indicando que el effecto se debe a
una accién de resistencia del complejo con el tanino mas
que a la inhibicion de las enzimas.

Los perfiles eletroforéticos de los complejos tanino/
faseolina en condiciones excesivas de enzima, fueron si-
milares a los presentados anteriormente, observandose
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la dificultad que ellos presentan a la protedlisis, al
encontrarse péptidos resistentes de 45.7KDa y 24KDa,
que permanecieron intactos hasta por prolongados pe-
riodos de hidroélisis (21h).
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FIGURA 7. Digestibilidad de la G1 libre y ligada al tanino en
condiciones de exceso de enzima: Sist. Pepsina-Pancreatina
Proporcién enzima/substracto de 10:1.

4-CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron
llegar a las siguientes conclusiones:

e La presencia de taninos condensados provenien-
tes del frijol Carioca (Phaseolus vulgaris L.), afectaron
la digestibilidad in vitro de la faseolina en sus for-
mas nativa y desnaturalizada, cuando ésta estuvo
unida al tanino en la proporcién 5/20 tanino/pro-
teina (p/p) el punto en el cual toda la proteina en
solucién era precipitada por los taninos,
observandose una significativa inhibicién en el grado
de hidrélisis de esta proteina por los dos sistemas
multienzimaticos estudiados de Tripsina-
Quimiotripsina—Peptidasa y Pepsina-Pancreatina.,
tanto en condiciones limitadas como en condiciones
de exceso de enzimas.

e La presencia en los perfiles electroforéticos de
péptidos de 45.7KDa y 24KDa, resistentes a la
hidroélisis hasta por prolongados periodos de
incubacion (21h), evidenciaron también la dificultad
que presenta la faseolina en ser hidrolizada en pre-
sencia de los taninos.
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