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1. RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue extraer y nano-encapsular péptidos bioactivos de la semilla
de yaca en nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) para su estabilizacion y

funcionalizacién, con el fin de utilizarse como aditivos alimentarios y nutracéuticos.

En este estudio se determin6 que la combinacién de Alcalase® 8 % y Flavourzyme® 6 %
tuvo el mejor grado de hidrdlisis (GH) y que el mejor tratamiento de ultrasonido fue el
tratamiento 2 de ultrasonido (T2U) ya que las V; de Alcalase y Flavourzyme®, y el GH
incrementaron mas que las obtenidas por el T1U. También se encontr6 que el T2U
incremento (P < 0.05) la actividad de captacion de radicales DPPH del EPA y de la
fraccion peptidica >5kD. La mayor actividad de captacion de radicales DPPH fue para la
fraccion peptidica >5kD del T2U. Las concentraciones de proteina de las fracciones
peptidicas del T2U fueron mayores (P < 0.05) en comparacién con el control.

De acuerdo con las tres formulaciones de NLS de colageno hidrolizado se selecciono a
la Formulacion 3 (4.5 % MC y 0.5 % CA) como la mejor formulacion para generar NLS
de péptidos, debido a la mayor eficiencia de encapsulacion (85.96 + 1.13 %) de las NLS
generadas. Se prepararon NLS de péptidos bioactivos > 5kD y < 5kD de la semilla de
yaca obteniéndose TP de 228.8 + 2.5 nmy 235.2 £+ 4.0 nm, IP de 0.336 + 0.055y 0.412
+ 0.094, EE de 89.43 £ 7.44% y 81.68+8.31% y PZ -34.8 £ 0.100 mV y -36.68+8.31 mV
respectivamente. Debido a las EE altas es que se logré6 mantener y proteger la actividad
antioxidante de los péptidos. Los perfiles de retrodispersion no mostraron fenomenos de
desestabilizacion significativos. En conclusion, se obtuvieron NLS estables capaces de
encapsular y proteger la actividad antioxidante de péptidos > 5kD y < 5kD de la semilla

de yaca con TP, IP y EE aceptables.



1. INTRODUCCION

Artocarpus heterophyllus Lam., conocida en México cominmente como yaca, es un fruto
qgue pertenece a la familia Moraceae originaria de la India que se cultiva en paises con
climas humedos tropicales y subtropicales como Bangladesh, India, Filipinas, Tailandia,
Brasil y México. La yaca es una fruta compuesta o multiple que consiste en una porcién
comestible la cual incluye la pulpa y la semilla, y una porcion no comestible que consta
de la corteza y el raquis. En los bulbos se encuentra la pulpa amarilla que encierra a las
semillas mientras que, la corteza externa de color verde a amarillo-marron se compone
de apices de carpelo hexagonales y conicos (Saxena et al., 2011). La yaca contiene
entre 100 y 500 semillas las cuales representan del 18-25 % del peso total de la fruta.
Las semillas son lisas, ovaladas, de color marron claro, de 2 a 3 cm de longitudy de 1 a
1.5 de diametro (Mahanta & Kalita, 2015).

La composicion quimica de la semilla, la pulpay la corteza de yaca es diferente. Goswami
& Chacrabat (2015) reportaron que la semilla es rica en proteina (10.55-12.40 %) y
almidon (49.18 %). Ademas, también se pueden encontrar minerales, vitaminas y
algunos compuestos bioactivos con gran actividad funcional como flavonoides,
polifenoles, fenil-propanoides, carotenoides y péptidos bioactivos (Galali et al., 2020).
Estos compuestos se pueden emplear para desarrollar y producir alimentos funcionales
gue aportan un efecto benéfico en la salud de quien los consume (Smith & Charter, 2010).
Se pueden aprovechar principalmente los péptidos bioactivos de la semilla de la yaca
para desarrollar alimentos funcionales por dos razones: (1) la semilla es un subproducto
gue se genera durante el proceso de elaboracién de algunos productos alimenticios de
la yaca como, bebidas “ready to drink”, harinas para hornear y botanas (Mittal et al.,
2016), y (2) el alto contenido de proteina de la semilla facilita la extraccion, aislamiento
e identificacion de los péptidos bioactivos de la semilla (Chai et al., 2021). Los péptidos
bioactivos, sin embargo, tienen el problema de ser susceptibles a la degradacién por
efecto de las interacciones con otros componentes y el medio ambiente, por lo que una
manera de protegerlos y utilizarlos para desarrollar alimentos funcionales, o bien, como
aditivos naturales en alimentos es nanoencapsulandolos, siendo una alternativa los

nanoacarreadores lipidicos como las nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS). Estas son



de tamafio nanométrico con base en lipidos que atrapan, protegen y liberan a los
compuestos bioactivos con la finalidad de promover la biodisponibilidad y propiedades

funcionales de los péptidos bioactivos (Pund et al., 2021).



2. OBJETIVOS

2.10BJETIVO GENERAL

Extraer y fraccionar péptidos bioactivos de semilla de yaca funcionalizandolos en
nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) para protegerlos y estabilizarlos siendo asi

capaces de ser utilizados como aditivos alimentarios y nutracéuticos.
2.20BJETIVOS PARTICULARES

o Favorecer la hidrolisis de las proteinas de la semilla de yaca al seleccionar la mejor
combinacion de concentraciones de enzima Alcalase® y Flavourzyme®.

« Promover la generacion de péptidos de diferente masa molecular y la actividad
antioxidante de éstos mediante la seleccion del mejor tratamiento de ultrasonido
durante la hidrdlisis enzimatica secuencial en base a la velocidad inicial de
reaccion y el grado de hidrdlisis.

o Obtener NLS funcionalizadas con péptidos de semilla de yaca con un tamafo de
particula < 500 nm, indice de polidispersidad < 0.4 y una eficiencia de
encapsulacion de (40-60) % en base a la seleccion de la mejor formulacion de
NLS.

e Proteger la actividad antioxidante de los péptidos bioactivos al atraparlos

eficientemente en NLS estables.



3. HIPOTESIS

- La mejor combinacién de concentraciéon de la enzima Alcalase® y Flavourzyme®,
y un tratamiento éptimo de ultrasonido, logrard una mayor hidrdlisis de las
proteinas de la semilla de yaca generando péptidos de diferente masa molecular
y actividad antioxidante.

- Lahidrdlisis enzimética secuencial con Alcalase® y Flavourzyme® y el tratamiento
de ultrasonido favorecerd la actividad antioxidante de las fracciones peptidicas de

menor masa molecular.

- La mejor formulacion de NLS de péptidos bioactivos generard tamafios de
particula <500 nm, indices de polidispersidad < 0.4 y eficiencias de encapsulacion
entre 40-60 % con lo que se considerarian NLS aceptables y estables capaces de

encapsular péptidos bioactivos de la semilla de yaca.

- Si se emplean NLS con una buena eficiencia de encapsulacién entonces se

lograra proteger y mantener su funcionalidad (actividad antioxidante).



4. ANTECEDENTES

4.1YACA (Artocarpus heterophyllus Lam)

La yaca crece en arboles monoicos de 8 a 25 m de altura y didmetro de tronco de 30 a
80 cm. Como ya se menciond anteriormente, consiste en una porcién comestible la cual
incluye la pulpa y semilla, y una porciéon no comestible que consta de la corteza y el eje
o corazon de la yaca. En la Figura 1 se muestra la fruta completa, asi como los bulbos
gue representan la fruta comestible de pulpa amarilla con sabor a platano que encierran
a las semillas lisas ovaladas de color marrén claro. En la Figura 2 se muestra que cada
una de las semillas, de 2 a 3 cm de longitud y 1 a 1.5 de diametro, est4 encerrada en un
arilo blanco que rodea a la cubierta de la semilla de color marrén que, a su vez, recubre
al endospermo carnoso de color blanco. Los bulbos estan unidos mediante el eje o
corazon del fruto que es rico en latex debido a la presencia de las células laticiferas. La
parte exterior estd compuesta por una corteza externa de color verde a amarillo-marrén
gue presenta apices de carpelo hexagonales y conicos. (Ajayi, 2011; Guiné & Florenca,
2019).

! ) é {
N -
Corteza exterior con apices de carpelo
hexagonales y conicos.
R 7 >
L0, %

N 70 o ‘, R 'y
Bulbos comestibles de pulpa que encierran a
las semillas de la yaca

Parte interior y exterior de la yaca.

Figura 1. Partes de la yaca. Adaptado de (Servicio de Informacidén Agroalimentaria y
Pesquera, 2017)



Figura 2. Partes de la semilla de yaca.

Cubierta de la semilla

Cubierta de lasemilla Endospermo

En el Cuadro 1 se muestra la composicién quimica de la semilla, pulpa y fruto maduro

de la yaca. Goswami & Chacrabati, (2015) reportaron que la semilla de yaca es rica en
proteina (10.55-12.40 %) y almid6n (49.18 %).
Cuadro 1. Composicién quimica de la yaca y sus partes.

Componente Semilla Pulpa Fruta madura
Agua (%) 51-64.5 76.2-77 72-94
Proteina (%) 10-12 1.8-1.9 1.2-1.9
Grasas (%) 0.40-0.43 0.1-0.15 0.1-0.4
Carbohidratos (%) 25.8-38.4 18.9-19.8 16.0-25.4
Fibra (%) 1.0-1.5 1.0-1.1 1.0-1.5
Minerales totales 0.9-1.2 0.8-0.9 0.8-0.9
Calcio (mg/100g) 50 20.0 20-37
Fosforo (mg/100g) 38-97 41.0 38-41
Hierro (mg/100g) 1.5 0.5 0.5-1.1
Sodio (mg/100g) 63.2 -- 2.0-41
Potasio (mg/100g) 246 -- 191-407
Manganeso 54 -- 27
(mg/100g)

Vitaminas

Vitamina A (Ul) 170 540 (0.162 mgq) 175-540
Tiamina (mg) 0.25 30 0.03-0.09
Riboflavina (mg) 0.11-0.3 -- 0.05-0.4
Vitamina C (mg) 11 -- 7.0-10.0

Adaptado de (Baliga et al., 2011; Saxena et al., 2011; Swami & Kalse, 2019)



4.2COMPUESTOS BIOACTIVOS EN LA SEMILLA DE YACA

Los compuestos bioactivos son componentes que se encuentran en pequefias
cantidades y se extraen de los alimentos o sus subproductos. Asimismo, tienen la
capacidad de regular las actividades metabdlicas de quien los consume brindando
beneficios para su salud, mas alla de un valor nutricional basico (Banwo et al., 2021;
Pateiro et al., 2020). La semilla de la yaca contiene entre el 10-15 % de los compuestos
bioactivos presentes en el total del fruto. Se ha mostrado que los compuestos bioactivos
tienen propiedades funcionales y, ademas, aportan beneficios para la salud como,
propiedades anticancerigenas, antimicrobianas, antinflamatorias y antioxidantes. Los
principales tipos de compuestos bioactivos presentes en la semilla de la yaca son
carotenoides, esteroles, fitonutrientes como flavonas, lignina y saponinas, pernil
flavonas, proteinas y péptidos bioactivos, acidos grasos esenciales, vitaminas y
minerales. En el Cuadro 2 se resumen algunos de los componentes mencionados y su
funcion (Srivastava & Singh, 2020; Waghmare et al., 2019).

Cuadro 2 . Principales compuestos bioactivos en la semilla de yaca y sus funciones.

Compuesto Ejemplo Funcion Referencia

bioactivo

Carotenoides a-caroteno, luteina, B-caroteno, Antioxidante (Sreeja Devi et al.,
licopeno, crocetina, anticancerigeno 2021)
zeocaroteno, B-caroteno-5,6- Antiinflamatorio
epoxido, neoxintina, neocromo, Prevenir enfermedades
luteoxantina, anteraxantina, cardiovasculares
violoxantina, leteoxantina, |
zexantina, zeinoxantina,

criptoxantina

Esteroles Acido betulinico, PB-sitoesterol, Antioxidantes (Baliga et al,
cicloartenol, &cido ursolico 2011).

Fitonutrientes Flavonas: acido gélico, acido Antioxidantes (Guiné & de Guiné
fendlico, fenilpropanoides, Anticancerigenos & Florenca, 2019).
isoflavonas riboflavonas, Anhipertensivos

cicloartobiloxantona, flavonas Anti ulceras

trioxigenadas, heteroflavonas. Anti envejecedores




Pernil flavonas

Proteinas
péptidos
bioactivos

Fibra

Acidos

esenciales

Vitaminas

minerales

grasos

y

Saponinas y lignanos
Artocarpina, isoartocarpina,
artocarpesina, noaratocarpina 6-
prenillapigenina, albanina A,
cudroflavona B, cudroflavona C,
kuwanona C, brosinona |,
artonina A, artonina B,
cicloheterofilina, diacetato de
cicloheterofilina, percetato de
cicloheterofilina, morina,

dihidromorina, cinamocurina

Glutatién, a-péptido de la

jacalina, péptido JSF2 vy leptina.

Fibra

Acido

(omega 6) y &cido linolénico

lipoico, acido linoleico
(omega 3)

K, vitamina B6, vitamina C,
Vitamina B3, B1,

vitamina B2, Mg, Ca, Fe, Mn

vitamina

Utiles en fiebre,

furdnculos, heridas,
enfermedades de la piel,
convulsiones, diurético,
estrefiimiento, trastornos
oftdlmicos, mordedura
de serpiente.
Antinflamatorio
Anticancerigeno
Actividad antineoplastica
Inhibe

melanina

la sintesis de

Antimicrobiano
Antimicrobiano

Antioxidantes

Prevenir el estrefiimiento
y promueve los
movimientos
peristalticos.

Antioxidante

Reduccion de la presion
arterial y enfermedades
cardiacas.

Promueven la firmeza de
la piel.

Antioxidante

Funcién del sistema
nervioso.
Prevenir enfermedades

tiroideas.

(Ranasinghe et
al., 2019).

(Banerjee et al.,
2017; Ngoc. Lien

et al, 1993;
Trapani et al.,
2018)

(Ajayi, 2011)

(Swami & Kalse,
2019)
(Swami et al.,
2012)



Prevenir desordenes de
los huesos y

osteoporosis.

4.3PEPTIDOS BIOACTIVOS EN LA SEMILLA DE YACA

Los péptidos bioactivos son fragmentos especificos de proteinas de origen animal o
vegetal con un promedio de 2-20 aminoacidos, que ejercen un beneficio a la salud de
quien los consume. Las propiedades funcionales de los péptidos bioactivos dependen de
la composicion, conformacion e hidrofobicidad de los aminoacidos de su cadena
polipeptidica (Martinez-Villaluenga et al., 2017; Mora et al., 2018; Sharma et al., 2011).
La semilla de yaca debido a su contenido de proteina (10.55 — 12.40 %) puede ser
considerada una buena fuente de péptidos bioactivos.

Se han identificado cinco diferentes péptidos bioactivos extraidos de la semilla de yaca:
péptido antioxidante JFS-2 (VGPWQK) (Valina, glicina, prolina, triptéfano, glutamina,
lisina), péptido antioxidante glutation, péptido hormonal leptina y el péptido antiviral a
péptido de la jacalina. En el Cuadro 3 se encuentran las principales caracteristicas de los
péptidos bioactivos de la semilla de yaca.

Cuadro 3. Péptidos bioactivos que se han identificado en la semilla de yaca.

Tipo de Nombre del Caracteristicas Referencias

péptido péptido

bioactivo bioactivo
Antioxidante Péptido JFS-

(Chai

2 e Su actividad antioxidante se puede deber a los 2021).

Actividad antioxidante de ECso de 1,0 mg / mL. et al,
amino@cidos prolina y valina.

e Su secuencia de aminoacidos es VGPWQK,

tienen una masa molecular de 713.39 g/mol, un

punto isoeléctrico de 10.10 y es un péptido

hidrofobico.
Glutation e Actividad antioxidante de ECso (concentracion (Basi &
efectiva media) de 0,69 mg / ml. Turkoglu,

e Protege a las células destruyendo el radical 2019;

superdxido (O2 -), el peréxido de hidrégeno
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(H202), el radical hidroxilo (OH), el éxido nitrico
(NO), el
peroxilo (ROO), que causan estrés oxidativo en

peroxinitrito (ONOO-) y el radical

la célula.

Papel crucial en la regulacién de la presiéon
arterial.

Es un tri-péptido con una secuencia de ECG y se

considera un péptido hidrofilico.

Fernandes et
al., 2017).

Hormonal Leptina e Regula el apetito, el metabolismo energéticoy la (Banerjee et
ingesta de glucosa en el sistema nervioso central  al., 2017; Ho et
(SNC) y es un agente terapéutico potencial para al., 2019;
la obesidad. Khafagy et al.,
e Desempefian funciones vitales en el desarrolloy 2020)
la progresion del cancer.
e Péptido hidrofébico con una masa molecular de
16 kD.
Antiviral a péptido de e Bloquea eficazmente la infectividad del VIH in (Diana et al.,
la jacalina vitro e in vivo sin afectar la funcién de los 2016; Lakshmi

linfocitos T al inhibir la unién de gp120 al receptor
CD4 de la célula huésped.

Es un péptido hidrofébico homologo al péptido

Tamma et al.,
1996; Veljkovic
et al., 2003).

VVIRSANFTDNAKT.

La funcionalidad de los péptidos bioactivos de la semilla de yaca hace posible el
desarrollo de nuevos alimentos funcionales que aporten un beneficio a la salud de quien

los consume (Caglar et al., 2017).
4.4 METODOS PARA OBTENER PEPTIDOS BIOACTIVOS

Los péptidos bioactivos se encuentran en la estructura primaria de las proteinas y estan
inactivos dentro de la proteina madre (proteina de origen de los péptidos bioactivos), es
decir ahi, no funcionan como compuestos bioactivos. Para que los péptidos se activen y
ejerzan sus propiedades funcionales es necesario fraccionar la proteina madre mediante
protedlisis. Existen dos vias bioquimicas para liberar a los péptidos bioactivos de la

proteina madre: (1) fermentacion mediante microorganismos e (2) hidrélisis enzimatica
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basada en el tratamiento con una enzima proteolitica (Mahgoub et al., 2021). También,
existen algunos métodos fisicos que se emplean en conjunto con la hidrélisis enzimatica
para producir péptidos bioactivos con mejores resultados de rendimiento y bioactividades

en menos tiempo y a menor costo.
4.4.1 Fermentacion

La fermentacion microbiana es un proceso biotecnolégico que implica el uso de
microorganismos capaces de producir enzimas proteoliticas (proteasa) que hidrolicen a
las proteinas y generen péptidos bioactivos. Los microorganismos utilizados son
bacterias, hongos o levaduras, que pueden estar presentes en el sustrato de forma
autoctona o afiadirse como un cultivo iniciador. El proceso de fermentacion microbiana
se puede dividir en fermentacion sumergida (FS) y fermentacién en estado sélido (FES)
los cuales, son los mas empleados. La Figura 3 muestra los diferentes tipos de
fermentacién microbiana empleados en la produccién de péptidos bioactivos.

~

* Tanto el crecimiento microbiano comeo |la formacion de
productos ocurren sobre un sustrato solido en ausencia
0 casi ausencia de agua libre.

Fennentacié?FlleEnst)estado solido + Libera nutrientes de forma controlada.

+ Los hongos filamentosos son adecuados para esta
téenica ya que se simula su habitat natural. Las
levaduras y bacterias con menos requisitos de humedad
también pueden crecer en sustratos sélidos.

AN

+ El cultivo de microorganismos es en un medio liquido
que contiene nutrientes.

+ Este sistema es adecuado para microorganismos con
actividad acuosa alta, como las bacterias.

Fermentacion sumergida (FS) * Los compuestos bioactivos se sintetizan y se secretan
en el medio de cultvo mediante los organismos
fermentadores durante el proceso

* Los péptidos bioactivos generados son faciles de

purificar. /

Figura 3. Tipos de fermentacién microbiana para producir péptidos bioactivos.

Varios factores, como las condiciones ambientales O6ptimas (temperatura, pH y
humedad), sustratos y microorganismos utilizados, deben considerarse y controlarse

durante la fermentacion de los alimentos para producir péptidos bioactivos. Las
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levaduras, los hongos y las bacterias acido lacticas (BAL) son los cultivos iniciadores
preferidos para la fermentacion, ya que tienen una alta actividad de proteolitica y

producen una gran variedad de proteasas (Chai et al., 2020; Cruz-Casas et al., 2021).
4.4.2 Hidrolisis enzimatica

En este método se emplean enzimas comerciales, proteasas, que hidrolizan los enlaces
peptidicos que unen a los aminoacidos de las proteinas liberando péptidos
potencialmente bioactivos. Las proteasas que se emplean principalmente provienen de
microorganismos ya que son mas estables, rapidas de producir, y los microorganismos
pueden ser manipulados genética y ambientalmente para generar las caracteristicas
deseadas, aumentar su actividad y rendimiento. Se utilizan una gran variedad de
proteasas comerciales para producir péptidos bioactivos, sin embargo, entre las enzimas
mas populares comercialmente se encuentran Alcalase®, Protamex® y Flavourzyme®. Es
posible emplear diferentes combinaciones de estas enzimas para favorecer la hidrolisis
de las proteinas y la bioactividad de los péptidos. En el Cuadro 4 se muestran las
caracteristicas mas importantes de las enzimas Alcalase®, Protamex® y Flavourzyme®

(Casas et al., 2021; Daliri et al., 2017; Novozymes, 2001, 2014, 2021).

Cuadro 4. Caracteristicas de las enzimas comerciales Alcalase®, Protamex® y

Flavourzyme®.

Alcalase® Flavourzyme®

Tipo de peptidasa

Serin endo-
peptidasas,
subtilisina, metalo
endo-proteasa
extracelular, exo-
peptidasa.

Serin endo-
peptidasas, subtilisina
y metalo endo-

peptidasa

3 endo-peptidasa, 2
aminopeptidasas
(exo-peptidasas), 2 di-
peptidil peptidasas
(exo-peptidasas) y 1
a-amilasa

Microorganismo de

origen

Bacillus lichiniformens

Bacillus lichiniformens
y Bacillus

amyloliquefaciens

Aspergillus oryzae

Actividad enziméatica
(U/g)

25

15

500

13



Intervalo de pH 7-9 6-9 6-7
optimo
Intervalo de 30-65 30-65 50-60
temperatura 6ptima
°C)
Referencia (Castro et al., 2017; (Novozymes, 2021) (Merz et al., 2015;

Novozymes, 2014) Novozymes, 2001)

Algunos parametros, como el pH y la temperatura, deben medirse y controlarse durante
la hidrdlisis de las proteinas para lograr una hidrdlisis 6ptima. Una hidrdlisis eficiente de
las proteinas sucede a la temperatura y pH 6ptimos de la(s) proteasa(s) seleccionada(s).
Ademas, la duracién de la hidrdlisis es crucial ya que esta directamente relacionada con
el grado de hidrdlisis, que influye en el tamafio y la composicion de aminoacidos y, por
lo tanto, las bioactividades de los péptidos generados. Varias condiciones, como la
especificidad de la enzima, el tiempo de hidralisis, la relacion enzima/sustrato, asi como
la concentracidn proteica del sustrato, contribuyen al rendimiento, grado de hidrdlisis,
composicion y actividad funcional de los péptidos bioactivos producidos (Yang et al.,
2021).

4.4.3 Métodos fisicos

Los métodos fisicos se han empleado para asistir a la hidrdlisis enzimatica con el objetivo
de reducir el tiempo de hidrdlisis y los costos, y mejorar el rendimiento y las
bioactividades de los péptidos. En el Cuadro 5 se muestran algunos métodos fisicos que

se han empleado para asistir a la hidrdlisis enzimatica.
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Cuadro 5. Métodos fisicos para asistir a la hidrélisis enzimética.

Método Fundamento

Homogenizacion  Es un sistema discontinuo que utiliza presiones entre 100 y 1000 MPa, con
a alta presion. 0 sin tratamiento térmico.
Las interacciones moleculares (fuerzas de Van der Waals, interacciones
electrostéticas, puentes de hidrégeno e interacciones hidréfobas) se ven
afectadas por la presion, induciendo el despliegue de la estructura de la
proteina y, exponiendo los sitios de corte para que las proteasas aceleren

la hidrdlisis de las proteinas.

Extraccién El ultrasonido genera fuerzas fisicas, que incluyen cavitacion, cizallamiento,
asistida por ondas de choque y calor que afectan la estructura de las proteinas y
ultrasonido aumentan la accesibilidad de las proteasas a los enlaces peptidicos.

Extraccién Implica el uso de radiacion electromagnética, en un rango de frecuencia de
asistida por 300 MHz-300 GHz, para calentar las proteinas mediante la friccion
microondas intermolecular e intramolecular, exponiendo los sitios de corte para la

hidrélisis enzimatica.

Extraccién Se generan pulsos eléctricos con una intensidad de campo eléctrico de 10
asistida por a50 kV/cm en tiempos cortos (1 a 5 ps) a frecuencias de 0,2 a 0,4 MHz que
campos provocan el desdoblamiento y desnaturalizacion de las proteinas al romper
eléctricos enlaces no covalentes (puentes de hidrégeno, interacciones hidrofébicas),
pulsados liberar grupos sulfhidrilo y romper enlaces covalentes (enlaces di-sulfuro)

exponiendo los sitios de corte para la hidrdlisis enzimética.
Adaptado de (Das et al., 2021; Marciniak et al., 2018; Soquetta et al., 2018).

4.4.3.1 Hidrdlisis enzimatica asistida con ultrasonido

El ultrasonido es ampliamente usado en la hidrélisis enzimatica debido a sus efectos
fisicos, mecénicos y cavitacionales que afectan positivamente la actividad enzimatica de
las proteasas, lo cual favorece la hidrdlisis de las proteinas generando una gran variedad
de péptidos bioactivos. Ademas, el ultrasonido también incrementa las propiedades
funcionales y actividad antioxidante de los péptidos bioactivos (Wen et al., 2018). El
ultrasonido de alta intensidad o potencia emplea bajas frecuencias (20-100 kHz) y
potencias altas (>1 W/m?), y es el tipo de ultrasonido que se emplea principalmente en

conjunto con la hidrélisis enzimatica de las proteinas. El principio basico del ultrasonido
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se basa en la cavitacion generada por ondas de presion que se propagan a través de un
medio creando regiones de alta y baja presion. La magnitud de estas variaciones de
presion, denominada amplitud de la onda de presién o presion acustica, es directamente
proporcional a la cantidad de energia aplicada al sistema. A medida que esta onda
atraviesa un medio, transmitird esta energia en forma de un flujo viscoso. La energia que
se transmite se puede percibir por medio de vibraciones (Tobergte & Curtis, 2013; Toma,
2017).

La transmisién de la energia ultrasdnica induce una serie de ciclos de expansion o
rarefaccion y comprension en las moléculas del medio por el que pasa. Si estos cambios
en la presion son lo suficientemente grandes, entonces se produce un desplazamiento
molecular. Cuando la potencia acustica alcanza un determinado umbral, las presiones
negativas que se producen durante el ciclo de rarefaccion pueden superar las fuerzas de
atraccion de las moléculas en el liquido, especialmente la tension superficial, formando
asi una burbuja de gas en el liquido. Una vez formada, la burbuja puede continuar
creciendo mediante un mecanismo de difusion rectificado, que se caracteriza por un flujo
neto de gas desde el liquido hasta la burbuja. En la Figura 4 se observa que, en el ciclo
de presion negativa, el flujo de gas se produce desde el liquido hasta la burbuja, que se
expande y aumenta de tamafio. Cuando la presion es positiva, el flujo es opuesto y la
burbuja se vuelve mas pequefia. La cantidad de vapor perdido siempre es menor que la
cantidad de vapor ganado, por lo que el tamafio de la burbuja aumenta con cada ciclo.
Este proceso de formacion de las burbujas se llama cavitacion (Islam et al., 2014; Ozuna
et al., 2015; Torley & Bhandari, 2007).
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Figura 4. Cavitacion ultrasonica. Adaptado de (Torley & Bhandari, 2007).

Durante la cavitacion, la presion y la temperatura dentro de la burbuja pueden subir a
100 MPa y 5000 K, respectivamente. La cavitacion acustica se puede clasificar en
cavitacion estable y transitoria en funcion de como las microburbujas se rompen. En la
cavitacion estable o repetitiva, las microburbujas se pueden expandir y comprimir durante
varios ciclos hasta colapsar. El movimiento de las microburbujas estables conduce a
micro flujos y microcorrientes a su alrededor. Por otro lado, si el ciclo de crecimiento de
la burbuja es mayor que el ciclo de reduccion, las burbujas crecen rapidamente y
colapsan dentro de unos pocos ciclos acusticos. La burbuja colapsada luego se
desintegra en burbujas mas pequefias que después colapsan rapidamente. Este tipo de
cavitacion se conoce como cavitacion inestable o transitoria y generalmente se observa
a bajas frecuencias (20—100 kHz). La liberacién de energia durante el colapso de las
burbujas produce ondas de choque que se propagan hacia el exterior lo que, provoca
turbulencias y micro flujos (fluctuaciones de velocidad y presion en el fluido circundante)
gue se asocian con fuerzas de cizallamiento elevadas. Estos efectos mecéanicos aceleran

el contacto enzima - sustrato y mejoran la transferencia de calor y masa durante el
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proceso (Huang et al., 2017; Wang et al., 2018). Las fuerzas de cizallamiento modifican
la estructura de los sustratos proteicos abriendo sus grupos hidrofilicos, lo cual aumenta
la solubilidad de la proteina y permite que la proteasa se una mas facilmente al sustrato.
Estas fuerzas de cizallamiento también pueden provocar cambios en la estructura
secundaria y terciaria de los sustratos proteicos y las enzimas promoviendo la protedlisis
a través de una mayor exposicion de los enlaces peptidicos susceptibles a la hidrolisis y
de los sitios activos de las enzimas, lo cual mejora la eficiencia de la hidrdlisis enzimética
de las proteinas para la sintesis de péptidos bioactivos (Christopher et al., 2021). Las
altas temperaturas y los violentos cambios de presién que ocurren simultineamente
durante la cavitacion transitoria y estable causan una serie de fenédmenos quimicos tanto
en la fase de vapor dentro de la burbuja de cavitacién como en el fluido inmediato que la
rodea. El fenbmeno quimico mas importante es la formacion de radicales libres a partir
de las moléculas de agua (H-O—H + «OH) que pueden reaccionar y, en consecuencia,

modificar a las proteinas (Tobergte & Curtis, 2013).

4.5 NANOENCAPSULACION DE PEPTIDOS BIOACTIVOS

La incorporacion de péptidos bioactivos en matrices alimentarias resulta complicada ya
gue estos tienen baja estabilidad quimica, baja permeabilidad a las membranas
celulares, escasa solubilidad en agua, sabor amargo, alta reactividad y susceptibilidad a
la digestion gastrointestinal que afecta su biodisponibilidad e impide su aplicaciéon
comercial en el desarrollo de alimentos funcionales. Debido a lo anterior, los sistemas de
nanoencapsulacion han emergido como una solucion a estas limitaciones. De esta
manera, es posible encapsular a los péptidos bioactivos de la semilla de yaca en un
sistema de nanoencapsulacion que los proteja y permita su incorporacion en las matrices

alimenticias de manera exitosa (Chin et al., 2016; Yadav et al., 2015).

La nanoencapsulacion implica la incorporacion o atrapamiento, absorcion o dispersién
de compuestos bioactivos, como los péptidos bioactivos, en una pared o ndcleo que
puede ser polimérico o lipidico; siendo asi, un acarreador o cépsula de tamafio

nanomeétrico (< 1 um), conocido como nanoacarreador 0 nanocapsula, que contiene
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compuestos bioactivos. El proceso de nanoencapsulacion tiene como obijetivos: 1)
proteger a los compuestos bioactivos contra la degradacién; 2) proporcionar sabor y
enmascarar sabores indeseables de los compuestos bioactivos, 3) mejorar su
estabilidad; 4) mejorar la incorporacion de los compuestos bioactivos en las matrices
alimenticias, y 5) permitir que los compuestos bioactivos se liberen de una manera
controlada en circunstancias especificas al actuar como sistemas inteligentes de entrega,
lo cual conduce a una mayor biodisponibilidad y entrega a células y tejidos del cuerpo

humano.

Se han utilizado diferentes tipos de biopolimeros de origen natural, incluidos
polisacéridos, lipidos y proteinas para desarrollar una amplia gama de sistemas de
nanoencapsulacion. Sin embargo, los sistemas lipidicos son los mas empleados para
proteger a los compuestos bioactivos ya que se consideran excelentes sistemas de
liberacion capaces de encapsular compuestos bioactivos hidrofilicos o hidrofébicos
dependiendo de los tipos de lipidos empleados en su formulacion y el método de
preparacién que se utiliza para su produccién. Ademas, se prefieren a los lipidos para
encapsular a los compuestos bioactivos e incorporarlos en una matriz alimentaria debido
a sus propiedades fisicoquimicas, como son su capacidad de emulsificacion,
cristalizacién, polaridad, punto de fusiébn y composicién quimica. En el Cuadro 6 se
muestran las propiedades fisicoquimicas de los lipidos y su relacion con los sistemas de

nano-encapsulacion lipidicos.

Cuadro 6. Propiedades fisicoquimicas y caracteristicas de los lipidos empleados en

nano encapsulacion.

Propiedades fisicoquimicas y Relacion con los sistemas de nano encapsulacion lipidicos.

caracteristicas de los lipidos

Capacidad de formar Nano emulsiones: aceite/agua, agua/aceite o emulsiones
emulsiones multiples.
Cristalizacion Transiciones polimérficas de los lipidos sélidos.

Estabilidad de las NLS.

Eficiencia de encapsulacion.

Punto de fusién Solubilizacién de los bioactivos y cristalizacion de los lipidos en
las NLS.
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Composicién quimica Grupo carboxilo (de los acidos grasos) que les permite auto
ensamblarse, formar interacciones iénicas con otros compuestos

y ser solubles en sistemas acuosos.

Polaridad Incorporacién de péptidos bioactivos hidrofilicos y lipofilicos.

Sistemas de proteccién Promueven la estabilizacion y biodisponibilidad de los péptidos
bioactivos.

GRAS Incorporacion en matrices alimenticias de manera segura.

Adaptado de (Khorasani et al., 2021; Nobari Azar et al., 2020; Ponce & Marcovich, 2018).

Entre los sistemas de nanoencapsulacion lipidica mas comunes para atrapar péptidos
bioactivos se encuentran los nanoliposomas, nanoemulsiones (NE), nanoparticulas
lipidicas sdlidas (NLS) y los acarreadores lipidicos nanoestructurados (ALN). En la Figura
5 se muestra una representacion de los diferentes sistemas de nanoencapsulacion

lipidicos.

NANOLIPOSOMA NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS (NLS)

bicapa de fosfolipidos

T~ péptido bicactivo
T lipido sélido
NANOEMULSION (NE) ACARREADORES LIPIDICOS

NANOESTRUCTURADOS (ALN)

@ Oo S lipido sdlido
0 OD 0

" péptido bicactivo

) 3 - 09
o’ 2 gg g
: ipido liquido

nanoemulsion agua nancemulsidn aceite
en aceite €n agua

Figura 5. Sistemas de nanoencapsulacion lipidicos capaces de encapsular péptidos
bioactivos. Adaptado de (Sun et al., 2014).

Los nanoliposomas son nanovesiculas formadas por moléculas lipidicas anfipaticas,
generalmente por fosfolipidos. Presentan una nanoestructura de bicapa lipidica esférica

con un ndcleo acuoso (nanoliposoma unilaminar) o multiples ndcleos (nanoliposoma
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multilaminar). Es comin que tengan un tamafio de particula de 1 uym a 10 nm. Una
nanoemulsiéon (NE) es un sistema coloidal disperso multifasico formado por gotitas a
nanoescala con un tamafio de (10-100) nm. Las nanogotas dispersas de las NE
consisten en una cubierta anfifilica que contiene al tensoactivo, el cual reduce la tension
interfacial entre las fases y ayuda a estabilizar la nanoemulsion. Existen dos tipos de
nanoemulsiones: nanoemulsiones agua en aceite y nanoemulsiones aceite en agua. En
la NE aceite en agua, la fase lipidica u oleosa esta en forma de nanogotas dispersas en
la fase acusa y en la NE agua en aceite, la fase acuosa esta en forma de nano gotas
dispersas en la fase lipidica. Las nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) son
nanoparticulas compuestas por un nucleo lipidico sélido y un caparazén de tensoactivo
gue recubre al nucleo. Dependiendo de su estructura cristalina pueden encontrarse como
esferas o plaquetas con un tamafo de particula entre (50-500) nm. Los acarreadores
lipidicos nanoestructurados (ALN) son nanoparticulas compuestas por un nucleo lipidico
gue consta de una mezcla de lipidos sélidos y liquidos recubierto por el tensoactivo.
Poseen un tamafio de particula menor a 200 nm (Barroso et al., 2021; Fathi et al., 2017;
Joshua Ashaolu, 2021; Katouzian et al., 2017; McClements & Oztiirk, 2021; Zhu &
Huang, 2019).

4.6 NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS
Las nanoparticulas lipidicas soélidas (NLS) son uno de los sistemas de

nanoencapsulacion mas utilizados para péptidos bioactivos. En el Cuadro 7 se muestran

algunos ejemplos de péptidos bioactivos que se han encapsulado en las NLS.

Cuadro 7. Péptidos bioactivos que se han encapsulado en las NLS.

Péptido Lipidos Tensoactivos Método de Referencia
bioactivo preparacion
Péptidos de la Monoesterato de ~ Polaxamero 180®  Emulsificacién por  (Su et al., 2020)
avena glicerilo (GMS) difusion de
disolventes
Glutatién Gelucire® 50/13 Tween 80® Homogenizacion a (Trapani et al.,
alta presion en 2018)
caliente
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Ciclosporina Acido estearico y Taurocolato de sodio Microemulsion (Ugazio et al.,

Epikuron 200 ® 2002)
Péptido TAT Palmitato de cetilo Tween 80 y Span 85 Homogenizacién a (Rudolph et al.,
alta presion en 2004)
caliente
Insulina Acido estearico y Fosfatidilcolina de la Doble emulsién (Liu et al., 2008)
acido palmitico soya y Polaxamero
188 ®
Nisina Palmitato de cetilo, Deoxicolato de sodio Homaogenizacion a (Prombutara et
Softisan 378 ®, y Polaxamero 188 ® alta presion en al., 2012)
Softisan 154®, caliente

Imwitor 900® y
Witepsol E85 ®

Las NLS se prefieren para encapsular péptidos bioactivos sobre otros sistemas lipidicos

ya gque presentan ciertas ventajas:

1.

2.

9.

10.

11.

Mayor estabilidad coloidal y quimica.

Mayor eficiencia de encapsulacion.

Mayor proteccion del bioactivo en contra de la degradacion quimica-oxidativa.
Portadores nano seguros (GRAS)

La mayoria de los métodos de preparacion no emplean disolventes organicos
potencialmente toxicos, que también pueden tener un efecto perjudicial sobre los

péptidos bioactivos.

Protegen contra la degradacion fisica o quimica a los péptidos bioactivos.
Promueven la biodisponibilidad de los péptidos bioactivos.

Ofrecen un mejor perfil de liberacidén controlada.

Encapsulan péptidos hidrofilicos e hidrofébicos.

Se pueden emplear bio-tensoactivos y lipidos de origen natural como ceras o

mantecas para su preparacion.

Posible escalamiento a nivel industrial (Sun et al., 2021).
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Las NLS se formulan empleando lipidos sdlidos, bio-tensoactivos o tensoactivos
sintéticos y los péptidos bioactivos que encapsulan. En el Cuadro 8 se muestran algunos
ejemplos de lipidos y bio-tensoactivos que se pueden emplear para preparar NLS

capaces de encapsular péptidos bioactivos.

Cuadro 8. Lipidos y bio-tensoactivos empleados en la formulacion de NLS de péptidos

bioactivos.
« Acidos grasos: acido estearico, acido + Saponinas
palmitico, &cido oleico, &cido linoleico « Goma arabiga
« Triglicéridos (TGs): tripalmitina y « Proteinas del suero de la leche
trioleina como TGs de cadena larga y + Lecitina de soya
TGs del acido caprilico y caprico como + Ramnolipidos

TGs de cadena media

* Mono-y di- glicéridos: monoesterato de
glicerol, monooleato de dlicerol,
palmitoesterato de glicerilo y mono /
diglicéridos de acido caprilico

* Fosfolipidos: fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina,
dipalmitoil-glicero-hospocolina,
dimiristoil-fosfatidilcolina y
diestearoilfosfatidiletanolamina-PEG

» Grasas sélidas: manteca de cacao

* Ceras: cera de carnauba, candelilla,
candeuba (candelilla y carnauba) y de

abeja

Adaptado de (McClements & Gumus, 2016; Sivakamasundari et al., 2021; Soleimanian et al., 2020)

La funcién principal de los lipidos en las NLS es formar el nucleo lipidico de la
nanoparticula en donde se incorporara, en la mayoria del caso, los péptidos bioactivos.
Los lipidos, durante la preparacion de las NLS, cristalizan o solidifican después de
fundirse a una temperatura aproximada de 10°C arriba de su punto de fusion en la

preparacion de las nanoparticulas para formar estructuras cristalinas esféricas o en
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forma de plaqueta. En la preparacion de las NLS se emplean tensoactivos como agentes
estabilizadores que recubren el nudcleo lipidico. Los tensoactivos son moléculas
anfifilicas, que tienen un resto hidrofilico y lipofilico. Los tensoactivos en las NLS se
emplean con los objetivos de: a) reducir la tensién interfacial y el tamafio de particula; b)
evitar mecanismos de desestabilizacibn como la coalescencia, cremacion, separacion
gravitacional, agregacion y la maduracion de Ostwald; c) controlar la cristalizacién
lipidica; d) evitar la lipo-oxidacion y e€) promover la absorcion de los péptidos bioactivos
en el tracto gastrointestinal (TGI). Los bio-tensoactivos se han empleado actualmente en
la formulacién de las NLS como una alternativa para reemplazar a los tensoactivos
sintéticos debido a que son biodegradables, GRAS y cumplen las mismas funciones que
los tensoactivos sintéticos. Los bio-tensoactivos se consideran como cualquier producto
de un sistema biologico, que exhibe las propiedades tensoactivas comunmente
asociadas con los tensoactivos quimicos (Carabin et al., 2014; Gutnick, 2017;
Doktorovova et al., 2017; Karthik et al., 2017; Lee et al., 2013; Ravera et al., 2021).

Dependiendo la naturaleza hidrofilica o lipofilica de los péptidos bioactivos es como se
incorporan en las NLS. lo cual resulta en tres tipos de modelos estructurales diferentes
paralas NLS: modelo de nucleo enriquecido, modelo de cascara enriquecida y el modelo
de solucion sdlida. En el Cuadro 9 se muestra una breve descripcion y representacion

grafica de cada uno de los modelos estructurales.
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Cuadro 9. Modelos estructurales de las NLS de acuerdo con la incorporacion de los

Modelo

de

enriquecido

péptidos bioactivos.

nucleo

Modelo de caparazén o

cascara enriquecida

Modelo
sélida

de solucidn

modelo

de

enfriamiento

concentraciones
tensoactivo,

rapido, baja concentracion

de bioactivo, péptido
bioactivo  hidrofilico vy
técnicas de
homogenizacién en
caliente.

Incorporacién Concentrado en el Concentrado en el Distribucion homogénea en
del péptido ndcleo lipidico caparazon exterior el nicleo
bioactivo
Mecanismo Cristalizacion del Cristalizacion rapida del Dispersion del péptido
péptido bioactivo nlcleo  expulsando al bioactivo en el nicleo
saturado en el lipido. péptido bioactivo hacia el donde permanece durante
caparazon donde cristaliza. el enfriamiento.
Mayor  solubilidad  del
péptido bioactivo en el
tensoactivo y cristalizacion.
Factores que Péptido bioactivo Lipidos con temperaturas Sin emplear tensoactivos,
favorecen al lipofilico. de cristalizacion altas, altas péptidos bioactivos

lipofilicos o hidrofilicos.

Representacién

Il tensoactive
lipido =okdo
®  peéptido bioactvo

)

Adaptado de (Greiner et al., 2018).
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METODOS DE PREPARACION

Los métodos que se han empleado en la elaboracion de NLS capaces de encapsular
péptidos bioactivos son: homogenizaciéon a alta presion (HAP), emulsificacién-difusion
de disolventes (DED), emulsificacion-evaporacion de disolventes, ultrasonido, doble
emulsién y contactor de membrana. En el Cuadro 10 se muestra el fundamento y
metodologia de cada uno de los métodos que se emplean para preparar NLS de péptidos

bioactivos (Matougui et al., 2016).

Cuadro 10. Principales métodos empleados para preparar NLS de péptidos bioactivos

Método

preparacion

Fundamento

Metodologia

REEEMES

Homogenizacion La homogenizacion a alta La fase lipidica se funde a (Duan et al.,
a alta presion en presion es una técnica de una temperatura de 10°C 2020;
caliente (HAPC)  preparacion de NLS que emplea arriba del punto de fusién de = Sivakamasundari

presiones altas (100 a 200 bar) ' los lipidos. Esta solucion se = et al., 2021).

gue empujan a la nanoemulsion = agrega a la fase acuosa,

precursora a través de un que contiene al tensoactivo,

espacio estrecho de unos pocos = pre-calentada a la misma

micrometros para producir gotas = temperatura que la fase

lipidicas de tamafio  lipidica. Después, esta

nanométrico. La aplicacion de @ dispersion se homogeniza a

un esfuerzo cortante, fuerzas de altas presiones (500-1500

cavitacion y turbulencia bar) en caliente empleando

ocasionan la descomposicion de = de 3 a 5 ciclos para generar

las gotas lipidicas en nanogotas,  la pre-emulsién que

lo que resulta en una reduccién = posteriormente se enfria a

del tamafio de las gotas. La temperatura ambiente.

HAPC se basa principalmente Durante el enfriamiento se

en la creacion de una pre- adicionan los péptidos

emulsiébn en caliente que bioactivos para obtener las

posteriormente se enfria para NLS.

obtener las NLS.
Homogenizacion | La HAPF se basa | La fase lipidica se funde a | (Naseri et al.,
a alta presion en | principalmente en la creacion de | una temperatura de 10°C | 2017).

frio (HAPF)

arriba del punto de fusion de
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Emulsificacion-

difusion

disolventes

de

una pre-emulsién en frio para
obtener las NLS.

Este método implica el uso de
disolventes  organicos para
obtener las NLS a partir de su
precipitacion durante la difusion

de los disolventes.

los lipidos y rdpidamente se
enfria usando hielo seco o
nitrégeno liquido para poder
pulverizarla y obtener un
polvo con particulas de 50 a
100 pm. Este polvo se
dispersa en la fase acuosa
con el tensoactivo y los
péptidos. Después, esta
dispersion se homogeniza a
alta presion (500-1500 bar)
empleando de 3 a 5 ciclos
para generar las NLS.

La solucion lipidica se
disuelve en una solucion
saturada de disolvente
organico no polar y agua.
En esta solucion se agregan
los péptidos bioactivos
hasta que se disuelvan.
Esta fase organica se
emulsifica con la fase
acuosa, que es una solucion
saturada de agua con el
tensoactivo, empleando
ultrasonido u
homogenizacion a alta
presion. Después, se
agrega un agua a la nano
emulsion, lo cual, permite la
difusién del solvente en la
fase acuosa ocasionando
gue la solubilidad de los
lipidos disminuya hasta que
precipiten en NLS.
Finalmente, el solvente que
se difunde se elimina por
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Emulsificacion-
evaporacion de

disolventes

Ultrasonido

Este método implica el uso de

disolventes organicos para
obtener las NLS a partir de su
precipitacion durante la

evaporacion de los disolventes.

Esta técnica se basa en el
del

particulas

principio de reduccion

tamafio de las
mediante la aplicacion de ondas
sonoras. Las ondas sonoras de
alta frecuencia que se propagan
en medios liquidos producen
burbujas de cavitacién. Las
condiciones extremas que se
producen cuando las burbujas
colapsan generan altas fuerzas
de cizallamiento y micro chorros
gue conducen a la reduccion de

tamafio de las nanogotas.

destilacion o liofilizacion
(Battaglia et al., 2007)

La solucion lipidica se
disuelve en una solucion
saturada de disolvente
organico no polar y agua.
En esta solucién se agregan
los péptidos bioactivos
hasta que se disuelvan.
Esta

fase organica se

emulsifica con la fase
acuosa, que es una solucion
saturada de agua con el
tensoactivo, empleando
ultrasonido u
homogenizacion a alta
presion. Finalmente, se
evapora el disolvente
orgénico de la pre-emulsion
para generar la
precipitacion de las NLS en
la fase acuosa.

Sigue la misma metodologia
que la homogenizacion a
alta presion en caliente o el
meétodo de doble emulsién y
solo, que en vez de emplear
un homogeneizador a alta
presion para generar la
nanoemulsién se emplea un
bafio de ultrasonido o una

sonda ultrasoénica.

(Gordillo-

Galeano & Mora-

Huertas,

2021,

Parhi & Suresh,

2016).

(Sarangi
Padhi, 2016).

&
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se basa en
doble
emulsién agua/aceite/agua para

Doble emulsién Este método

formacion de una

obtener las NLS.

Contactor de En esta técnica la solucion de

membrana lipidos pasa través de los poros
de la membrana sobre la fase
acuosa en movimiento para
permitir la  formacion de

pequefas gotas.

Una solucion acuosa de
péptidos  bioactivos se
dispersa en una solucién de
lipidos para formar una
emulsién agua en aceite
gue a continuacion se
dispersa en una solucion
acuosa del tensoactivo para
formar la doble emulsion
agua/aceite/agua.

las NLS se

diluyendo

Finalmente,
obtiene esta
doble emulsién en agua.

La solucion lipidica se
calienta a una temperatura
de 10°C arriba del punto de
fusion de los lipidos y se
hace pasar por el contactor
de membrana. La solucion
acuosa con el tensoactivo y
los péptidos bioactivos en el
contactor de membrana
circula continuamente para
generar nano gotas. Que
después se enfrian a
temperatura ambiente para

obtener las NLS.

(Wong et al,

2021).

(Ramteke et al.,
2016).

4.7CARACTERIZACION DE LAS NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS

La adecuada caracterizacion de las NLS es importante para controlar su calidad y
preparar NLS estables capaces de encapsular a los péptidos bioactivos e idoneas para
incorporarlas en los alimentos para asi, desarrollar alimentos funcionales. La
caracterizacion de las NLS incluye la determinacion del tamafio de particula, morfologia,

potencial Z y eficiencia de encapsulacion. El estudio de las propiedades de las NLS
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permite seleccionar las técnicas idoneas para estudiarlas y caracterizarlas. En el Cuadro
11 se muestran las técnicas de caracterizacion que se emplean para estudiar las

propiedades de las NLS.

Cuadro 11. Técnicas de caracterizacion mas empleadas para estudiar las propiedades
de las NLS.

Propiedades de las NLS Técnicas de caracterizacion de las NLS

Tamafio de particula e Indice de Difraccion de luz dindmica (DLD).
polidispersidad

Estabilidad de la nanodispersion de NLS Difraccion laser (DL)

Potencial Z Dispersion de luz electroforética (DLE)
Eficiencia de encapsulacion Cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR)

Elaboracién propia.
4.7.1 Tamarfio de particula e indice de polidispersidad

El control del tamafio de particula (TP) es una propiedad fundamental debido a que
influye en las caracteristicas fisicoquimicas y estabilidad de las NLS, eficiencia de
encapsulacion y biodisponibilidad de los péptidos bioactivos. Una formulacién de NLS
aceptable debe de producir nanoparticulas con un TP menor a 500 nm y un IP
aproximadamente de 0.4. Un TP menor incrementa la claridad de la solucién coloidal de
las NLS y genera NLS mas estables ante fendmenos de desestabilizacion como la
cremacion y la agregacion de las nanoparticulas. Un TP aceptable favorece el transporte
por el tracto gastro intestinal, adsorcion, captacion celular en el intestino delgado, y
distribucion de las nanoparticulas a través del sistema linfatico para que lleguen al sitio
especifico de liberacion de los péptidos bioactivos(Campos et al., 2020; Danaei et al.,
2018; Santos, Valeria, Ribeiro & Santana, 2019)

El indice de polidispersidad (IP) es una medida de la heterogeneidad de una muestra de
nanoparticulas en funcién a su tamafio de particula. Los valores de polidispersidad varian
de 0-1 en donde, un valor de 0 representa una muestra uniforme o mono dispersa y un
valor de 1 representa una muestra no uniforme o poli dispersa. Un IP < 0.4 se considera

aceptable e indica que se trata de una muestra mono dispersa de NLS con una
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distribucién de tamafio estrecha mientras que, un IP > 0.5 se considera inaceptable e
indica que se trata de una muestra polidispersa de NLS con una distribucion de tamafio

amplia (Mudalige et al., 2018).

La dispersion de luz dinamica (DLD) es una técnica que determina el tamafio de las NLS
en un rango de (3-3000) nm. Esta técnica reporta didmetros hidrodindmicos ya que
analizan muestras de NLS en solucion y asumen que las NLS son esféricas
independiente de su morfologia real (Sastri et al., 2020). Un equipo de DLD esta

compuesto por las partes que se muestran en la Figura 6.
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Figura 6. Componentes de un equipo DLD. Adaptado de (Giudice, 2017).

En la DLD una muestra de NLS en solucion se expone a una luz laser. La luz laser incide
en las NLS que presentan movimiento Browniano produciéndose un desplazamiento
Doppler el cual ocasiona que la luz se disperse en un angulo diferente al incidente y
cambie su longitud de onda. Un detector, ubicado a 90° o 173° del rayo laser, registra
las fluctuaciones de luz dispersa, que se generan por las colisiones de las NLS originadas
durante el movimiento Browniano, en funcion del tiempo. Posteriormente una
computadora calcula el coeficiente de difusion y después, el didmetro hidrodindmico. A
partir de los datos obtenidos se obtiene un perfil DLD que nos proporcionan informacion
sobre la distribucién del tamafio de particula (Mudalige et al., 2018). En la Figura 7 se
muestra un ejemplo de un perfil DLD obtenido de una muestra de NLS de cera de

carnauba (Espinosa de los Monteros Vega, 2016)
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Figura 7. Perfil DLD de NLS con cera de carnauba. Adaptado de (Espinosa de los
Monteros Vega, 2016).

4.7.2 Estabilidad de la nanodispersion de NLS

Durante el proceso de preparacion de las NLS se genera una nanodispersion. La
nanodispersion generada se puede romper con el tiempo debido a mecanismos
desestabilizadores como la cremacién, floculacion, coalescencia, maduracion de
Ostwald, fusion y gelificacion por lo cual es importante determina la estabilidad de la nano

dispersion (Aswathanarayan & Vittal, 2019).

La difraccion laser (DL) es una técnica de dispersion de luz que se emplea para estudiar
la estabilidad de la nanodispersion de NLS. La funcionalidad de un equipo DL se muestra
en la Figura 8. En esta técnica, una muestra de NLS en una celda de medicioén se coloca
en la camara de medicion en donde la luz que proviene de un rayo laser incide en las
NLS y posteriormente, la intensidad de luz transmitida y retrodispersada en toda la altura
de la celda es detectada. Estas intensidades permiten monitorear directamente las
heterogeneidades fisicas locales con una resolucién vertical de hasta 20 um. Por lo tanto,

los fendbmenos de desestabilizacion pueden detectarse y monitorearse a lo largo del
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tiempo en diferentes intervalos. En la Figura 9 se observa un perfil de retrodispersion que

nos proporciona informacion sobre la estabilidad de las NLS.
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Figura 8. Funcionamiento de un difractometro laser. Adaptado de (Sivakamasundari et

al., 2021).
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Figura 9. Perfil de retrodispersion. Adaptado de (Sivakamasundari et al., 2021).

4.7.3 Potencial Z

El potencial Z (PZ) de las NLS se determina por la carga de su superficie, influye en la
interacciéon de las NLS con el medio, y se emplea para predecir la estabilidad de las NLS
a largo plazo durante su almacenamiento y estudiar las propiedades de superficie y

captacion celular de las NLS. El PZ se refiere al potencial del plano de deslizamiento o

33



plano de corte de una nanoparticula que se mueve en un campo eléctrico y refleja la
diferencia de potencial entre la doble capa eléctrica y la capa dispersa alrededor de las
NLS en el plano de deslizamiento (Gordillo-Galeano & Mora-Huertas, 2018; Selvamani,

2018). En la Figura 10 se representa al PZ.
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Figura 10. Representacion del potencial Z. Adaptada de (Selvamani, 2018).

La técnica mas utilizada para determinar el PZ es la dispersion de luz electroforética
(DLE). EI fundamento de esta técnica se basa en el desplazamiento Doppler: la
frecuencia del haz de luz disperso esta en funcion de la velocidad de las nanoparticulas.
Es una técnica que se basa en la medicion del movimiento de las nanoparticulas
cargadas cuando se aplica un campo eléctrico. En la Figura 11 se muestra el

funcionamiento del dispositivo de DLE.
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Figura 11. Funcionamiento de un sistema de DLE. Adaptada (Dukhin & Xu, 2020).

En esta técnica, la diluciéon de nanoparticulas que tiene una carga superficial especifica
se coloca en una celda electroforética que tiene un par de electrodos colocados a cierta
distancia. Se aplica un potencial entre los electrodos que ocasiona la migracion de las
nanoparticulas cargadas hacia el electrodo de carga opuesta. La movilidad
electroforética de las nanoparticulas se mide empleando un laser Doppler. El haz de luz
del laser se divide en dos haces, el haz de referencia (HR) y el haz incidente (HI) que se
enfocan en la celda electroforética con las nanoparticulas. El HI interactia con las
nanoparticulas en movimiento generando un haz de dispersion (HD). ElI HR se cruza, en
la celda electroforética, con el HD y sus frecuencias se combinan generando ondas de
interferencia. La velocidad de las nanoparticulas se mide por el cambio de frecuencia de
las ondas de interferencia cuando las nanoparticulas cruzan las franjas de interferencia.
La computadora calcula la movilidad electroforética que se obtiene a partir de la
velocidad de las nanoparticulas y la amplitud del campo eléctrico para finalmente,
obtener el PZ (Dima et al., 2020; Dukhin & Xu, 2020).
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4.7.4 Eficiencia de encapsulacion

La eficiencia de encapsulacion (EE), expresada en porcentaje, es la proporcion de
compuesto bioactivo encapsulado en las NLS en relacidén con la cantidad de compuesto
bioactivo total agregado en la fase lipidica o acuosa. La Ecuacion 1 que se muestra a

continuacién corresponde al calculo de la EE.

Ecuacion 1. Eficiencia de encapsulacion (Galindo, 2019).

bioactivo afiadido—bioactivo no encapsulado]

EE(%) =" (100%)

[bioactivo afiadido]

La EE se puede medir después de la preparacion y separacion de las NLS de la fase
continua. Algunas técnicas tipicas de separacion incluyen la centrifugacion o
ultrafiltracion para después cuantificarlos (Alanchari et al., 2021; Daneshmand et al.,
2018; Hajj Ali et al., 2016).
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5. METODOLOGIA

5.1MATERIALES
Los reactivos, materiales y equipos que se emplearon se muestran en el Cuadro 11.

Cuadro 1. Reactivos, equipos y materiales empleados durante el desarrollo experimental.

Reactivos

Metabisulfito de sodio 0.05% m/v

Proteasas Alcalase® (22.4U/g, Proteinase from Bacillus licheniformis, Subtilisin A de Sigma
Aldrich, Merck) y Flavourzyme ® (=500U/g de Sigma Aldrich, Merck)
Albumina de suero bovino

Tartrato de sodio dihidratado (CsHsNa20e 2H20)

Sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4 5(H20))

Carbonato de sodio (Na2CO3)

Hidroxido de sodio NaOH

Radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH)

Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox ®©)
Manteca de Cacao

Cera de Abeja

Tween 80®

Lecitina de soya

Equipos

Procesador de alimentos NutriBullet ®

Deshidratador de alimentos Sunix

Molino para café KRUPS

Centrifuga Frontier ™ 5707

Termometro digital Checktemp® 1

Espectrofotometro UV Vis GENESYS™ 10S

Balanza analitica Santorius

Balanza digital Scout-Pro

Procesador ultrasénico UP200Ht Hielscher

Parrillas de calentamiento Thermo Scientific

Parrilla de agitacion magnética Cymarec 2 Thermoline
Limpiador Ultrasénico SB 120 DTN Hinotek

Materiales
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Tina de plastico

Tubos para centrifuga de 50 mL

Vasos de precipitado de 100 mL

Vasos de precipitado de 50 mL

Matraz volumétrico de 10 mL

Pipeta graduada de 5 mL

Probeta graduada de 10 mL

Probeta graduada de 2000 mL

Vaso de precipitados de 2000 Ml

Vaso de precipitados de 5 mL

Vaso de precipitados de 10 mL

Agitadores magnéticos

Espéatula de acero inoxidable de dos puntas

Matraz aforado de 25 mL

Micropipeta (10-100) pL Nichiryo Nichipet EX Plus Il

Micropipeta (100-1000) pL Nichiryo Nichipet EX Plus Il

Unidades de filtracion para centrifugado (Amicon ® Ultra-4; Merck Mlllipore) con membrana de
celulosa regenerada (Ultracel ®) con tamafio de poro de 10 kD para muestras de 4 mL.
Unidades de filtracién para centrifugado (Spin- X ® UF Concentrator; Sigma Aldrich) con
membrana de polietersulfona con tamafio de poro de 5 MWCO (5 kD) para muestras de mas de
6 mL.



5.2 DIAGRAMA DE FLUJO

En la Figura 12 se muestra el diagrama de flujo con las etapas principales que se

siguieron para obtener nanoparticulas lipidicas sélidas capaces de encapsular péptidos

bioactivos de la semilla de yaca.

+ Tratamiento de la semilla de yaca.

* Seleccion de las concentraciones de enzima
Alcalase® y Flavourzyme®.

+ Seleccion del mejor tratamiento de ultrasonido.
* Fraccionamiento de los péptidos bioactivos

+ Determinacion de la actividad antioxidante y
contenido de proteina de las fracciones peptidicas.

Extraccion de los
péptidos
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Figura 12. Diagrama de flujo. Elaboracion propia.
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EXTRACCION DE LOS PEPTIDOS BIOACTIVOS DE LA SEMILLA DE YACA.

5.2.1 Tratamiento de la muestra de semilla de yaca
Las yacas fueron recolectadas en el poblado del Llano, Municipio de San Blas, Nayarit;
en estado de madurez comercial. Estas fueron lavadas, desinfectadas y, una vez abiertas
se obtuvieron las semillas de la parte central de los bulbos. Las semillas se lavaron y se
retird el arilo y la cubierta de la semilla para obtener el endospermo, que se sumergié en
una solucién de metabisulfito de sodio al 0.05% por 24 h con el objetivo de preservar la
harina de la semilla de yaca, ya que evita el pardeamiento enzimatico de la harina al
inhibir a la enzima polifenoloxidasa. Posteriormente, las semillas de la yaca se molieron
empleando un procesador de alimentos (NutriBullet®) hasta que se obtuvo una pasta que
se secd empleado un deshidratador de alimentos (Sunix®) a una temperatura de 50-
60°C. Finalmente, la pasta seca se pulverizé con un molino (KRUPS®) para obtener la

harina de la semilla de la yaca.

5.2.2 Selecciéon de las concentraciones de las enzimas Alcalase® vy

Flavourzyme® en funcién al grado de hidrélisis

Para el disefio experimental, se empled una hidrdlisis enzimatica secuencial Alcalase® -
Flavourzyme®, ya que se obtiene una hidrélisis mas extensa de la proteina y un grado
de hidrdlisis mayor en comparacion con la hidrdlisis enzimatica con un solo tipo de
enzima (Pascacio et al., 2020). Para llevar a cabo la hidrdlisis se prepar6 una solucion
de harina de semilla de yaca al 5 % m / v. El tiempo de hidrdlisis total fue de 180 min, el
tiempo de hidrélisis para Alcalase® y Flavourzyme® fue de 90 min debido a que después
de este tiempo se ha reportado que el grado de hidrélisis no aumenta
significativamente(Oz6n et al.,, 2022). Una vez que transcurrieron los 180 min de
hidrdlisis, las enzimas se inactivaron a 80-85 °C por 10 min. El pH y la temperatura de
hidrolisis fueron de 7 y 55-60 °C respectivamente de acuerdo con las condiciones
optimas reportadas por el fabricante Novozymes para las enzimas Alcalase® vy
Flavourzyme®. Las concentraciones de enzima que se eligieron fueron 4,6 y 8 % relacion
enzima/proteina. En la Figura 13 se esquematizan las diferentes concentraciones de

enzima y las combinaciones con Alcalase® y Flavourzyme® para el disefio experimental

40



(Novozymes, 2001, 2014). Después de llevada a cabo la hidrdlisis, se recupero el
extracto acuoso de cada tratamiento para determinar el contenido de proteina y grado
de hidrdlisis (GH).

Posibles combinaciones con Alcalase ® y Flavourzyme ®
T1:Ad%-F4% T2 A4%-F6%  T3:Ad4%-F8%

".'.-‘,‘ ‘ l“"“‘l r.'—- !
T4:A6%-F4% T3:A6%-F6% T6:A6%-F8%
<‘" i <-‘" — ("\ — —

r. Cal r.'“’,)i l-.’*". i
T7:A8%-F4% T8:A8%-F6% T9:A8%-F3%
<‘ L — <~‘ e .\,-.“- e

l-.-j~‘4- l‘.;'-i% =
‘ = l-. =

A: Alcalase ®
F: Flavourzyme @
T: tratamiento, concentracion en % enzima / proteina

l

Hidrolisis enzimética

Figura 13. Concentraciones de Alcalase® y Flavourzyme® empleadas en el disefio

experimental. Elaboracion propia.
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5.2.2.1 Determinacién del contenido de proteina del extracto proteinico

acuoso mediante el método de Lowry

El hidrolizado obtenido al final de cada tratamiento enzimético secuencial fue
centrifugado a 2408 RCF por 10 min en una centrifuga (Frontier ™ 5707). El
sobrenadante obtenido fue considerado el extracto proteinico acuoso (EPA). El contenido
de proteina del EPA se determiné por el método de Lowry de acuerdo con la metodologia
propuesta por Ebru (2020). La concentracion de proteina en el EPA se estimé al leer la
absorbancia (A= 750 nm) del producto final de la reaccion de Lowry frente a una curva
patrén de una solucion de albumina de suero bovino (ASB). La solucién de Lowry se
prepar6 mezclando las soluciones A, B y C en una proporcion v/v de 100:1:1. Para
preparar la solucion A se pesaron 2.8598 g de NaOH y 14.3084 g Na>-COs que se
disolvieron en 500 mL de agua destilada; para la solucion B, 1.4232 g de CuS04.5(H20)
en 100 mL de agua destilada, y para la solucion C, 2.85299 g de Na.Tartrato.2(H20) en
100 mL de agua destilada. La solucion de Folin se preparé mezclando 1.25 mL del
Reactivo de Folin-Ciocalteu con 1.5 mL de agua destilada. Se elabord una curva patron
de ASB a partir de una solucion madre de 100 mg/L, con la cual se prepararon 6
diluciones diferentes a un volumen final de 5 mL con diferentes concentraciones: (0, 20,
40, 60, 80 y 100) mg/L. En microtubos de centrifuga de 2 mL se hicieron reaccionar 0.5
mL de cada dilucién de la solucién madre con 0.7 mL de la solucién de Lowry por 20 min
en la oscuridad. Los microtubos con la reaccion se agitaron en un mezclador vortex
(Turbo Mixer, UNICO). Transcurridos los 20 min, se adicion6 0.1 mL de la solucion de
Folin, se agitaron los tubos con ayuda de un mezclador vortex y se incubaron por 30 min
en la oscuridad. Para determinar el contenido de proteina del EPA, se realizé una dilucién
1:10 de este extracto. Después, se siguié el mismo procedimiento descrito anteriormente
para llevar a cabo la reaccion de Lowry, solo que, en vez de adicionar 0.5 mL de dilucién
de solucién madre se adicionaron 0.5 mL del EPA diluido. Se midio la absorbancia a A =
750 nm empleando un espectrofotometro UV-Vis (GENESYS™ 10S, Thermo Scientific),
el contenido de proteina se expres6 en mg proteina/L. Todas las determinaciones se

realizaron por triplicado.
En la Figura 14 se muestra la reaccion de Lowry. Los enlaces peptidicos reaccionan con

42



el CuSOyq4, formando el complejo tetradentado de Cu® (en condiciones alcalinas) que
transfiere electrones y reduce al acido fosfomolibdico/fosfotiingstico. Los aminoacidos
arométicos también pueden reducir al acido fosfomolibdico/fosfotingstico. Como
producto final de la reaccién de reduccion se genera un complejo colorido (azul). La
concentracion de proteina se puede estimar al leer la absorbancia del producto final a
750 nm frente a una curva patron de una solucién de proteina estandar (Lucarini &
Kilikian, 1999; Pavel et al., 2013).

R R o o
O === Gh—t—H= ----CH—C —NH—CH—C—NH
| R R
0 0 . ) - )
OH- MoS+/We+
+ Cu2* —— Cu+ —
Solucién R Solucién de
C|) ? de Lowry A - Folin ( reduccion Amax = 750 nm
CH—C — NH— CH— C—NH CH— C — NH— CH— C— NH del acido
fosfotungstica/fo
R R 0 o sfomolibdico)
Proteina Complejo tetradentado de Cu~+

Figura 14. Reaccion de Lowry. Adaptada de (Pavel et al., 2013).

La ecuacion de la recta de la curva patrén de ASB que determino el espectrofotometro
fue y=3.506286x103x + 0.1990171 con un indice de correlacién de 0.99608. La curva
patron de ASB que se empled para determinar el contenido de proteina de los extractos

proteinicos acuosos por medio del método de Lowry se muestra en la Figura 15.
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Figura 15. Curva patron de albumina de suero bovino (ABS).

5.2.2.2 Calculo del grado de hidrdlisis (GH)
El GH se determinG6 de acuerdo con la Ecuacion 2 (Tkaczewska et al., 2020).
Considerandose que la muestra de harina de semilla de yaca contiene 20 % de proteina

de acuerdo con lo reportado por Ajayi (2008).

Ecuacion 2. Grado de hidroélisis.

GH = proteina en el EPA [mg] (100%)

- proteina en la muestra de harina de semilla de yaca antes de la hidrélisis [mg]

Donde la proteina en el EPA representa la concentracion de péptidos hidrolizados.

5.2.2.3 Modelo estadistico empleado en el disefio experimental
Para establecer las concentraciones 6ptimas de las enzimas Alcalase® y Flavourzyme®,
se realiz6 un disefio factorial 22 con 3 puntos centrales y 3 réplicas por experimento. El
factor 1 fue la enzima Alcalase®, y el factor 2, la enzima Flavourzyme®, la concentracion
minima fue de 4 % y la maxima de 8 % en relacion enzima/ proteina, considerandose
como variable de respuesta el GH (Montgomery, 2004). Los resultados fueron analizados
utilizando el software estadistico Minitab® 19. El andlisis de varianza se realiz6 con a =
0.05, y para la obtencién de las mejores condiciones se realiz6 un analisis de

deseabilidad considerando maximizar el grado de hidrodlisis. Obtenida la combinacion de
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las mejores concentraciones de enzima, se llevd a cabo la validacion para confirmar la
reproducibilidad del método. En la validacion se considerd un intervalo de prediccién (Ip)
de 95 % con respecto al resultado de las mejores condiciones. Este Ip se definié como
un rango, el cual, fue probable que contuviera un valor de GH futuro para la combinacion
de las mejores concentraciones de enzima Alcalase® y Flavourzyme®. Es decir, si se
determinaba otro valor de GH proveniente de una hidrdlisis enzimatica que empleaba la
combinacién de las mejores concentraciones de enzima, era probable que el nuevo valor
se encontrara dentro de este Ip (Minitab 19, 2020, 2022).

La significancia de las variables independientes (concentracion de enzima Alcalase® y
Flavourzyme®) y sus interacciones sobre la variable de respuesta (GH) se determinaron
por medio del andlisis de varianza con un nivel de confianza del 95%, asi la influencia de
las variables y su nivel de significancia en el proceso de hidrolisis estan dadas por el

valor-P, cuando este es P < 0.05 entonces la variable tendra una influencia significativa.

5.2.3 Hidrdlisis enzimatica asistida con ultrasonido
Para determinar el mejor tratamiento de ultrasonido se realizaron tres hidrolisis
enzimaticas: dos hidrolisis enzimaticas asistidas con diferentes tratamientos de
ultrasonido y una hidrolisis control sin tratamiento de ultrasonido. Las tres hidrolisis
enzimaticas emplearon las concentraciones de enzima Alcalase® y Flavourzyme® que
resultaron de la optimizacion de respuesta y la validacion del método. Las condiciones
de la hidrdlisis fueron: tiempo de hidrdlisis total de 120 min, es decir, 60 min de hidrdlisis
para Alcalase®y 60 min de hidrélisis para Flavourzyme®; pH 7 y temperatura de 55-60
°C. Al final de la hidrdlisis, las enzimas se inactivaron a 80-85 °C por 10 min. En el caso
de las hidrdlisis asistidas con ultrasonido, se utiliz6 un homogeneizador ultrasénico
(UP200HT; Helshier; Alemania) con un “sonotrodo” de 14 mm de diametro a una potencia
de homogeneizaciéon de 50 W y 50 kHz de frecuencia y se les aplicaron 4 periodos de
ultrasonido, cada uno con una duracion de 5 min. El primer periodo de ultrasonido se
aplicé después de adicionar la enzima Alcalase® a la soluciéon de harina de semilla de
yaca, el segundo periodo después de que transcurrieron 30 min de hidrélisis con Alcalase

®, el tercer periodo después de adicionar la enzima Flavourzyme®y, por Gltimo, un cuarto
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periodo de ultrasonido después de que transcurrieron 30 min de hidrélisis con
Flavourzyme®. El tratamiento 1 de ultrasonido (T1U) consistié en periodos de 3 pulsos
de 60 s on/60 s off y el tratamiento 2 de ultrasonido (T2U) en periodos de 5 pulsos de 40
s on/20 s off y. El tiempo “on” se definié como el tiempo en el cual el homogeneizador
ultrasoénico se prendié y el tiempo “off’ como el tiempo en el cual el homogeneizador

ultrasénico se apago.

Se monitored el GH con respecto al tiempo de hidrdlisis y la cinética de las tres hidrdlisis
enzimaticas con la finalidad de comparar las velocidades iniciales de reaccion (Vi) de
Alcalase® y Flavourzyme® del T1U, T2U y el control. Para las hidrdlisis del T1U, T2U y
control se tomaron muestras de 3 mL de la solucion hidrolitica cada 5 min hasta el final
de la hidrolisis (120 min). Se determino el contenido de proteina de cada una de las
muestras por triplicado por el método de Lowry y posteriormente, con estos datos, se
calcul6 el GH con la Ecuacion 4. Se construyeron las graficas de cinética enzimatica en
relacion con el GH para las enzimas Alcalase® y Flavourzyme® para cada una de las
hidrolisis en las cuales, se graficé el GH (%) vs. tiempo de hidrdlisis (min), y las graficas
de cinética enzimatica en relacion con el contenido de proteina para las enzimas
Alcalase® y Flavourzyme®, en las cuales se grafico el contenido de proteina (mg/L) vs.
tiempo de hidrdlisis (min). A partir de las gréaficas de contenido de proteina vs. tiempo de
hidrélisis, se obtuvieron las Vi de Alcalase® y Flavourzyme® al realizar una regresion
lineal que nos proporciond la ecuacion de la recta y su pendiente, que fue igual a la Vi,
con unidades de mg/L - min. El contenido de proteina por el método de Lowry y el GH
final se determin6 por triplicado a los EPAs obtenidos de la centrifugacion de los
hidrolizados de los dos tratamientos de ultrasonido y el control. Posteriormente, se
seleccioné el mejor tratamiento de ultrasonido el cual debia de presentar el mayor
incremento en las Vi de Alcalase®y Flavourzyme® vy el mayor GH final en comparacion
con el GH final del control. Finalmente, con el objetivo de validar la repetibilidad del
tratamiento de ultrasonido, se prepararon tres hidrolizados con las mismas condiciones
del tratamiento de ultrasonido seleccionado. Se recuperaron los EPAs de los tres
hidrolizados y se determiné el contenido de proteina por Lowry y GH por triplicado de

cada uno de ellos. Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza
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del 95 % y una prueba de Tukey para comparar las medias de los GH de las tres hidrdlisis

empleando el software estadistico Minitab® 19.

5.2.4 Fraccionamiento de los péptidos bioactivos de acuerdo con la masa
molecular: > 10 kD, <10 kD, >5kD Y <5 kD

Se prepararon 300 mL de una solucién de harina de semilla de yaca a 5 % m/v y se llevo
a cabo la hidrdlisis enzimatica secuencial Alcalase® - Flavourzyme® empleando la mejor
combinacién de concentraciones de enzima que se determiné en la seccion 6.3.2 y el
mejor tratamiento de ultrasonido seleccionado previamente. Las condiciones de hidrolisis
fueron: pH 7, temperatura entre 55-60 °C y tiempo total de hidrolisis de 120 min con 60
min de hidrdlisis para cada enzima. Una vez transcurridos los 120 min de hidrolisis
enzimatica, las enzimas se inactivaron entre 80-85 °C por 10 min. Al final de la hidrolisis
se recupero el EPA obtenido por el tratamiento de ultrasonido y posteriormente, se
empled en el fraccionamiento de los péptidos bioactivos. También, se fraccionaron los
péptidos bioactivos del EPA del control (hidrolisis sin ultrasonido). Para fraccionar los
péptidos bioactivos del EPA, se empled la técnica de ultrafiltracibn de membrana, en la
cual se separan los péptidos bioactivos de acuerdo con sus pesos moleculares
(Sosalagere et al., 2022). Se usaron unidades de filtracion para centrifugado (Amicon ®
Ultra-4; Merck Mlllipore) con membrana de celulosa regenerada (Ultracel ®) con tamafio
de poro de 10 kD para muestras de 4 mL y unidades de filtracion para centrifugado (Spin-
X ® UF Concentrator; Sigma Aldrich) con membrana de polietersulfona con tamafio de
poro de 5 MWCO (5 kD) para muestras de mas de 6 mL como las que se muestran en la
Figura 16 (Merck, 2022a, 2022b).
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Figura 16. Unidades de filtracion empleadas en el fraccionamiento de los péptidos

bioactivos.

Se agregaron 3 mL del EPA con una micropipeta (Nichipet EX Plus II;) de (100-1000) pL
en la parte superior de las unidades de filtracion para centrifugado de 10 kD. Se
centrifugo el EPA a 2408 RCF por 15 min en una centrifuga (Frontier ™ 5707) para
separar los péptidos bioactivos en dos fracciones: primera fraccion superior con péptidos
bioactivos > 10 kD y segunda fraccion inferior con péptidos bioactivos < 10 kD. Ambas
fracciones se recuperaron por separado en frascos de vidrio y almacenaron en
refrigeracion a 4°C. De la fraccion de péptidos bioactivos < 5 kD se tomaron 3 mL con la
micropipeta de 100-1000 uL y se agregaron en la parte superior de las unidades de
filtracion para centrifugado de 5 kD. Se centrifugé la fraccién <5 kD a 2408 RCF por 15
min en una centrifuga (Frontier ™ 5707) para separar los péptidos bioactivos en dos
fracciones: primera fraccion superior con péptidos bioactivos > 5 kD y segunda fraccion
inferior con péptidos bioactivos <5 kD. Se midi6 el volumen recuperado de las fracciones
superiores e inferiores, para después calcular la eficiencia de filtracion de cada una de

las fracciones recuperadas de acuerdo con la Ecuacion 3:
Ecuacion 3. Eficiencia de filtracion.

Volumen de la fraccién suerior o inferior (mL)

EF (%) = (100%)

Volumen total (mL)
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5.2.5 Determinacion de la actividad de captacién de radicales DPPH- vy
contenido de proteina de los péptidos bioactivos de la semilla de yaca

La evaluacion de la actividad antioxidante para cada fraccion de péptidos bioactivos se
realizé mediante el ensayo de DPPH segun Boligon, (2014) con algunas modificaciones.
Para ello, se prepar6 una disolucion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH-) 0.1
mM pesando 0.3943 mg y disolviendo en alcohol etilico hasta un volumen final de 25 mL.
Se construy6 una curva patrén de acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico
(Trolox ®), preparada a partir de una solucién madre de 0.5 mM, con la que se prepararon
diluciones a un volumen final de 1.5 mL con las siguientes concentraciones: (0, 100, 200,
300, 400 y 500) uM. Se hicieron reaccionar en microtubos de centrifuga de 2 mL, 125
ML de cada dilucién de Trolox correspondiente a la curva patron con 375 pL de alcohol
etilicoy 1 mL de DPPH 0.1 mM por 30 min en la oscuridad hasta medir la absorbancia
en un espectrofotometro UV Vis (GENESYS™ 10S, Thermo Scientific) a una longitud de
onda de 515 nm, empleando como blanco alcohol etilico. La curva patrén de Trolox ® se
empled para determinar la actividad antioxidante, por triplicado, de las fracciones de
péptidos bioactivos > 10 kD, < 10 kD, > 5kD y < 5 kD recuperadas del tratamiento con
ultrasonido y del control. Para las fracciones anteriores, a excepcion de la fraccion < 5
kD recuperada del control, se siguié el mismo procedimiento, que se empled en la curva
patron, para llevar a cabo la reaccion de DPPH-. Para la reaccion de DPPH- de la fraccidn
< 5 kD del control, se hicieron reaccionar 65 L del sobrenadante con 435 uL de alcohol
etilicoal 96 % y 1 mL de DPPH- 0.1 mM. De acuerdo con lo anterior, el factor de diluciéon
gue se empled fue de 1.92 en base a la curva patron de Trolox ®. La capacidad

antioxidante se expres6 en uM Trolox/L.

La reaccion de DPPH-, que se lleva a cabo en cada microtubo, con la dilucién de Trolox
® o la muestra se muestra en la Figura 17. En el método de DPPH-, el radical cromégeno
purpura 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPHe) se reduce mediante compuestos
antioxidantes/reductores a la correspondiente hidracina de color amarillo pélido. La
actividad de captacion de radicales DPPH- se puede estimar al leer la absorbancia del

producto final a 515 nm frente a una curva patrén de Trolox ® (Boligon, 2014).
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Figura 17. Reaccion de DPPH. Adaptada de (Zheng et al., 2015)

La ecuacion de la recta de la curva patron de Trolox ®, que determing el
espectrofotometro, fue y=-1.9391x103x + 0.82354 con un indice de correlacion de
0.99323. La curva patron de Trolox ® que se empled para determinar la actividad
antioxidante de las fracciones de péptidos bioactivos recuperadas del tratamiento con

ultrasonido y del control por medio del método de DPPH- se muestra en la Figura 18.
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Figura 18. Curva patron de Trolox ®.

Se determiné el contenido de proteina a cada una de las fracciones peptidicas obtenidas

por el tratamiento de ultrasonido y el control segun la seccion 6.3.2.1.

Se realizaron 5 pruebas T para comparar las medias de las actividades de captacion de
radicales DPPH- de las fracciones peptidicas obtenidas con diferentes tratamientos
(ultrasonido y el control) correspondientes a la misma fraccion. También, se realizaron
dos pruebas de Tukey, una para comparar las medias de las actividades de captacion
de radicales DPPH- de las fracciones peptidicas obtenidas por el tratamiento de
ultrasonido y otra para comparar las medias de las actividades de captacion de radicales
DPPH- de las fracciones peptidicas del control. Para comparar las medias del contenido
de proteina de las fracciones peptidicas obtenidas con diferentes tratamientos
(ultrasonido y el control) pero una misma masa molecular, se realizaron cinco pruebas T.
Se realiz6 una prueba de Tukey para comparar las medias de las concentraciones de
proteina de las fracciones peptidicas obtenidas por el tratamiento de ultrasonido y otra
para comparar las medias de las concentraciones de proteina de las fracciones
peptidicas del control. El andlisis estadistico se realizé empleando el software estadistico
Minitab ® 19.
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5.3NANO-ENCAPSULACION DE PEPTIDOS BIOACTIVOS DE LA SEMILLA DE
YACA EN NLS
5.3.1 Estandarizacién del método de doble emulsién para preparar NLS de
péptidos bioactivos

Para determinar en qué proporcion se deberia de adicionar la manteca de cacao (MC) y
la cera de abeja (CA) a la formulacion de las NLS, se realizaron pruebas de nano
encapsulaciéon empleando péptidos de colageno hidrolizado BODYBALANCE® (Entera
Parallel México S.A. de C.V.). El colageno hidrolizado es un grupo de péptidos de bajo
masa molecular (3 - 6 kD) que se obtienen via enzimética al hidrolizar materia animal de
origen porcino o bovino (Lopez et al., 2019). Se propusieron tres formulaciones
diferentes, que se muestran en el Cuadro 12, en las cuales variaba la proporcién de MC
y CA.

Cuadro 12. Formulaciones para preparar NLS de colageno hidrolizado.

Ingrediente Formulacion 1 Formulacién 2 Formulacién 3

Manteca de cacao 5% 4.75% 4.5%
Cera de abeja 0% 0.25% 0.5%
Lecitina de soya 0.35% 0.35% 0.35%
Tween 80 ® 1.5% 1.5% 1.5%
Colageno 0.1% 0.1% 0.1%
hidrolizado

Agua destilada 93% 93% 93%

Para preparar NLS de colageno hidrolizado, se empled la técnica de doble emulsion
asistida con ultrasonido segun (Becker Peres et al., 2016) con algunas modificaciones.
La CAy MC, en un vaso de precipitados de 10 mL, se fundieron a una temperatura 5 °C
por encima de su punto de fusién y se mezclaron con la lecitina de soya. Esta fase
lipidica, se mantuvo en calentamiento a la misma temperatura de fusion durante 30 min
con la finalidad de eliminar la memoria térmica de la MC y CA. Al mismo tiempo, en un
vaso de precipitados de 5 mL, la fraccion >5 kD de péptidos bioactivos en solucién
acuosa se calent6 hasta alcanzar una temperatura de 65-70 °C. La solucién acuosa de

péptidos bioactivos precalentada se dispers6 en la fase lipidica fundida bajo
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homogenizacion por ultrasonido, usando un homogeneizador ultrasénico (UP200HT;
Helshier; Alemania) con un “sonotrodo” de 7 mm de diametro, para formar una nano
emulsion agua en aceite. Se emplearon dos ciclos de ultrasonido de 2 min on / 2 min off
a una potencia de 100 W para generar la ruptura de las gotas de la emulsion por
cavitacion acustica y la posterior formacién de la nano emulsién agua en aceite.
Después, la nanoemulsion agua/aceite se dispersd en una solucién acuosa de Tween
80®, precalentada a =65°C, se homogenizé empleando un homogeneizador ultrasénico
(UP200HT; Helshier; Alemania) con un “sonotrodo” de 14 mm de diametro para formar
la doble nanoemulsibn agua/aceite/agua. Para obtener las NLS, esta doble
nanoemulsién se enfrié gradualmente en un bafio de agua fria, bajo agitacion magnética,

hasta alcanzar la temperatura ambiente (22°C).

Finalmente, se caracterizaron las NLS de colageno hidrolizado que se prepararon de
acuerdo con las tres formulaciones: tamafo de particula, indice de polidispersidad y

eficiencia de encapsulacion.

5.3.1.1 Caracterizacion de las NLS de colageno hidrolizado

5.3.1.1.1 Tamafio de particula e indice de polidispersidad
El tamafio de particula de las NLS se determindé mediante la técnica de dispersion de luz
laser utilizando un equipo Malvern Zetasizer Nano® ZS90 (Malvern Instruments Ltd,RU)
con un angulo de deteccion a 90° y una longitud de onda de 633 nm. Se realiz6 una
dilucion de NLS 1: 20, es decir, 1 mL de la solucién de NLS se diluy6 en 19 mL de agua
destilada. La muestra de NLS diluida se coloc6 en una celda de plastico para ser medida

a temperatura ambiente. Las mediciones fueron realizadas por triplicado.

5.3.1.1.2 Eficiencia de encapsulacion

La eficiencia de encapsulacion se calculé empleando la Ecuacion 4.
Ecuacion 4. Eficiencia de encapsulacion

. [contenido de proteina afiadido — CPNEA] 100%
" [contenido de proteina del colageno hidrolizado afiadido] ( )
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El contenido de proteina no encapsulado ajustado (CPNEA) se calcula con la Ecuacién
5.

Ecuacién 5. Contenido de proteina no encapsulado ajustado.

CPNEA = contenido de proteina en el sobrenadante de las NLS de coladgeno hidrolizado

— contenido de proteina en el sobrenadante de las NLS control

Las NLS control se consideraron a las NLS preparadas sin colageno hidrolizado. Para
cuantificar el contenido de proteina en el sobrenadante, se centrifugaron en tubos de
microcentrifuga de 2 mL, 2 mL de la solucién coloidal de NLS a 16278 RCF por 60 miny
después, con una pipeta de transferencia se recuperé el sobrenadante en otro tubo de
microcentrifuga. El contenido de proteina del sobrenadante recuperado se determind por

triplicado por medio del método de Lowry segun la seccién 6.3.2.1.

5.3.2 Preparacion de las NLS de péptidos bioactivos de la semilla de yaca
Las mejores condiciones de preparacion de NLS con colageno hidrolizado fueron
utilizados para preparar las NLS con los péptidos bioactivos de semilla de yaca,
considerando la mayor eficiencia de encapsulacion (40 - 60%), tamafio de particula <
500 nm e indice de polidispersidad < 0.4. En el Cuadro 13 se muestran las condiciones

de preparacion empleadas.

Cuadro 13. Formulacion de NLS-péptidos de semilla de yaca.

Ingrediente Concentracion (%) Para preparar 50 mL de una
solucién de NLS.

Manteca de cacao 4.5 2.25¢
Cera de abeja 0.5 0.25¢
Lecitina de soya 0.35 0.175¢
Tween 80 ® 15 0.75¢
Solucién acuosade 0.1 0.5mL

péptidos bioactivos > 5kD
de la semilla de yaca
Agua destilada 93 93 mL
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La técnica de doble emulsion asistida por ultrasonido también se empled para preparar
NLS de péptidos bioactivos, al igual que para NLS de coldgeno hidrolizado. En la Figura
20 se ilustran los pasos que se siguieron para preparar NLS de péptidos bioactivos de la
semilla de yaca. También se prepararon NLS sin péptidos bioactivos siguiendo el mismo
método de preparacion que las NLS de péptidos bioactivos de la semilla de yaca y la

Formulacioén 3.
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Fase lipidica Fase acuosa 1 ( péptidos Fase acuosa 2 { agua

(manteca de cacao +eera de bioactives en solucién destilada + Tween B0®)
abejat lecitina de soya) acuosa)
r—
B L E
Paso 1: calentamiento de la fase Paso 2: calentamiento de la Paso 3: calentamiento de la
lipidica a (75-85)°C por 30 min. fase acuosa 1 .a 70°C aprox. fase acuosa 2 a 55°C aprox.

N = — i
Paso 5: obtenciin de la I[
nano emulsin  agua en
Paso 6: dispersion de la fase aceite. Paso 4: dispersidn de la
acuosa 2 en la mano emulsion fase acuosa 1 en la fase
agua en acaite bajo lipidica baje homogenizacion
homogenizacién por ultrasonido (2 por ultrasonido (2 ciclos de 2'
ciclos de 2 on { 2'0ff a 100 W) on/ 2'off a 100 W )
l L
E |
, . — E
Pase T: obtencion de la Pasc 8: enfriamientc de la Paso 9: obtencion de las
doble-nano emulsion doble-nano emulsién en  un NLS de péptidos bioactivos
agualaceitefagua. bafioc de agua fria, bajo

agtacion  magnética, hasta
alcanzar la temparatura
ambiente (22°C).

Figura 19. Técnica de doble emulsion-ultrasonido para preparar NLS-péptidos de la

semilla de yaca. Elaboracion propia.
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5.3.3 Caracterizacion de las NLS con péptidos bioactivos de la semilla de yaca

5.3.3.1 Tamafio de particula e indice de polidispersidad
El tamafio de particula e indice de polidispersidad se determinaron con la misma
metodologia que para las NLS de colageno hidrolizado segun la seccién 6.4.1.1.1. Se
empled un equipo Zeta-sizer ZS90 para medir la muestra diluida 1:20 de NLS en la celda
de plastico. Las mediciones fueron realizadas por triplicado para las NLS con péptidos
bioactivos de la semilla de yaca y NLS sin péptidos bioactivos de la semilla de yaca. Se
realizé una prueba de Tukey con el software Minitab ® para comparar el tamafio de

particula e IP de las NLS con y sin péptidos.

5.3.3.2 Potencial Z
El PZ de las NLS se determiné mediante electroforesis de particula empleando el equipo
Zeta-sizer Nano ZS90. Para realizar las mediciones se usé una dilucion 1:20 de las NLS.
Las mediciones fueron realizadas por triplicado. Las mediciones fueron realizadas por
triplicado para las NLS con péptidos bioactivos de la semilla de yaca y NLS sin péptidos
bioactivos de la semilla de yaca. Se realizé una prueba de Tukey con el software Minitab

® para comparar el PZ de las NLS con y sin péptidos bioactivos de la semilla de yaca.

5.3.3.3 Eficiencia de encapsulacion
La eficiencia de encapsulacion (EE) se determind empleando las ecuaciones 6 y 7. Al
igual que para las NLS de colageno hidrolizado, segun la seccion 6.4.1.1.2, se recuperé
el sobrenadante después de centrifugar la solucion de NLS y se le determind el contenido

de proteina por triplicado por medio del método de Lowry segun la seccion 6.3.2.1.

5.3.3.4 Determinacion de la estabilidad de las NLS
La estabilidad fisica de las NLS de péptidos bioactivos de la semilla de yaca fue analizada
usando un equipo “Turbiscan Classic”. Se diluyé la solucion de NLS en una proporcién
1:100, es decir, 1 mL de solucion de NLS en 99 mL de agua destilada. Después, 5 Ml de
la dilucion de NLS se colocé en una celda cilindrica de vidrio. La longitud de deteccién
fue de 55 nm, adquiriéndose las mediciones de transmision y retrodispersion. Las

mediciones se realizaron durante 48 h, que corresponden a 2 dias.
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5.3.3.5 Evaluacién de la actividad antioxidante de los péptidos bioactivos de

la semilla de yaca encapsulados en las NLS
Al sobrenadante recuperado, se le determiné su actividad antioxidante mediante el
método de DPPH-. Se empleé la curva patron de Trolox ® construida en la seccién 6.3.5.
En la reaccion de DPPH- se hicieron reaccionar 65 uL del sobrenadante con 435 pL de
alcohol etilico al 96 % y 1 mL de DPPH- 0.1 mM. De acuerdo con lo anterior, el factor de

dilucién que se empleé fue de 1.92 en base a la curva patron de Trolox ®.

Se realizé una prueba T de dos muestras con el software Minitab ® para comparar las
actividades de captacion de radicales DPPH- de los péptidos > 5 kD y < 5kD en las NLS

y las fracciones peptidicas > 5 kD y < 5kD (controles).
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6. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

6.1Estandarizacion de las condiciones de obtencién de hidrolizados proteicos
por el método enzimatico con Alcalase ®y Flavourzyme ®

Se empled una hidrdlisis enzimética secuencial con Alcalase ® y Flavourzyme ® en lugar
de emplear una hidrélisis con una sola enzima, ya sea Alcalase ® o Flavourzyme ©,
porque la combinacion de proteasas con diferentes especificidades y mecanismos de
accion promueven las actividades funcionales y bioldgicas de los hidrolizados proteicos,
resultando en péptidos bioactivos de diferente tamafio y composiciéon de aminoacidos
(Castro & Sato, 2015). Alcalase ® es una mezcla de endopeptidasas (serin endo-
peptidasas, 1 subtilisina y 1 metalo endo-proteasa extracelular) que hidrolizan los
enlaces peptidicos de las regiones internas de las cadenas polipeptidicas, liberando
péptidos de bajo masa molecular mientras que, Flavourzyme ® es una mezcla de 8
enzimas diferentes (3 endo-peptidasas, 2 aminopeptidasas, 2 di-peptidil peptidasas y 1
a-amilasa), de las cuales 4 son exopeptidasas que hidrolizan la region N-terminal de la
cadena polipeptidica liberando di-peptidos de alto masa molecular (Merz et al., 2015). En
combinacion, las dos enzimas aumentan el GH, lo cual puede atribuirse a la hidrdlisis
inicial por Alcalase ® que pre-digiere la proteina y aumenta el nimero de regiones
disponibles N-terminales facilitando de esta manera la hidrolisis de los péptidos por
Flavourzyme ® y la generacion de péptidos de bajo masa molecular (Rezvankhah et al.,
2021). En general, la hidrolisis con una sola enzima no es tan efectiva para producir una
extensa hidrolisis como lo es la hidrdlisis enzimatica secuencial con diferentes proteasas
(Ambigaipalan et al., 2015). Xu et al., (2020) demostraron que la hidrélisis secuencial del
aislado de proteina de garbanzo con Alcalase ® y Flavourzyme® incrementé 50 % el GH

en comparacion con la hidrélisis con Alcalase ®.

Determinar las mejores concentraciones de Alcalase ® y Flavourzyme ® considerando el
GH fue fundamental para desarrollar una hidrélisis enzimatica éptima. En el Cuadro 14,
se muestran los resultados obtenidos del disefio experimental, observandose que el
mayor GH se obtuvo al emplear una concentracion de Alcalase ® al 8 % enzima/proteina
en combinacién con Flavourzyme ® al 6 % enzima/proteina. Por otro lado, el menor GH

se obtuvo a una concentracion de Alcalase® al 4% enzima/proteina y Flavourzyme ® al 4



% enzima/proteina. Esto se atribuye a que al disminuir la concentracion de enzima, hay
menos moléculas de enzima disponibles para hidrolizar los enlaces peptidicos, lo que
resulta en un menor GH (Pereira et al., 2019).

Cuadro 14. Grado de hidrdlisis (% GH) de los diferentes tratamientos con las enzimas
Alcalase y Flavourzyme.

Alcalase Flavourzyme

Concentracion de enzima GH (%)
(% enzima/ proteina) n=3

4 4 27.45 + 2.21**
6 29.46 + 0.68
8 30.48 £ 0.85

6 4 30.48 £ 0.35
6 31.21 +1.47
8 30.37 £ 1.13

8 4 29.04 + 0.52
6 32.34 £ 1.73*
8 28.92 + 1.63

*mayor GH obtenido; **menor GH obtenido

En el Cuadro 15 se muestran los resultados del analisis de varianza, observandose que

la variable de mayor influencia fue la concentracion de Flavourzyme ® (P < 0.05).

Cuadro 15. Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Valor F | Valorp
Ajust.
Modelo 8 49.42 6.178 3.58 0.012
Lineal 4 29.53 7.382 4.28 0.013
Alcalase** 2 11.14 5.571 3.23 0.063
Flavourzyme* 2 18.39 9.194 5.33 0.015
Interacciones de 2 términos 4 19.89 4974 2.88 0.052
Alcalase*Flavourzyme** 4 19.89 4.974 2.88 0.052
Error 18 31.05 1.725
Total 26 80.48

* La variable influye en la variable de respuesta
** | a variable no influye en la variable de respuesta



El comportamiento de las variables y su influencia se resalta en la Figura 20,
correspondiente al diagrama de Pareto para efectos estandarizados, observandose
claramente el mayor efecto de la enzima Flavourzyme® sobre la hidrélisis enzimatica.
Esto debido a que la barra B que representé a la concentracién de enzima Flavourzyme®
cruzé la linea de referencia con un valor de 2.101 dada por el efecto estandarizado y, por
lo tanto, la enzima Flavourzyme present6 una significancia estadistica sobre el GH. El
efecto positivo de la concentracion de Flavourzyme® agregada al final favorece el
incremento del GH debido a su doble actividad de endo-peptidasa y exo-peptidasa (di-
peptidil peptidasas y aminopeptidasas) (Ozén et al., 2022). Por otro lado, las barras Ay
AB que representaron a la concentracion de enzima Alcalase®y la interaccion Alcalase®-
Flavourzyme® respectivamente, no cruzaron la linea de referencia y, por lo tanto, no
presentaron una significancia estadistica sobre el GH.

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es GH (%), a = 0.05)

Término

2.101
T

1 Factor MNombre
A Alcalase

B Flavourzyme

AB

k T T T T T T
0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5 3.0

Efecto estandarizado

Figura 20. Diagrama de Pareto efecto Alcalase ® y Flavourzyme ©.



En el Cuadro 16 se muestran los resultados de la prediccion de la respuesta de acuerdo
con el andlisis de deseabilidad llevado a cabo en Minitab® 19, considerando maximizar
el GH.

Cuadro 16. Prediccion de respuesta multiple.

Variable Valor de

configuracién

Alcalase® 8
Flavourzyme® 6
Respuesta | Ajuste | EE de IC de 95% IP de 95%
ajuste
GH (%) 32.344 | 0.758 | (30.751, 33.937) (29.158,
35.531)

En el Cuadro 17 se muestran los resultados obtenidos para la validacion del GH (%)
cuando se utilizaron para la hidrélisis 8 % de Alcalase ®y 6 % de Flavourzyme ©
considerando un intervalo de probabilidad en el rango de 29.158 - 35.531. De acuerdo
con la validacioén, los resultados obtenidos quedaron dentro del rango superior con un

error promedio minimo del 0.68 %, lo que implica la reproducibilidad de los resultados.

Cuadro 17. GH (%) obtenidos en la validacion de la optimizacion de respuesta GH (%)

para tres diferentes hidrolisis.

Hidrolisis GH (%)

1 35.98 + 1.62
2 35.99 +1.22
3 33.35+0.43

En la Figura 21 se muestra la grafica de deseabilidad observandose el valor de

deseabilidad de 0.7868 cercano a 1, considerandose aceptable.
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Figura 21. Grafica de deseabilidad.

Después de realizado el andlisis de varianza para los resultados de la validacion del
método, se realizd una prueba de Tukey para diferenciacion de medias, no
encontrandose diferencia entre los resultados obtenidos. Lo que lleva a confirmar que
las concentraciones de enzima utilizadas fueron reproducibles en relacion con el GH.
Estos resultados demostraron la importancia de determinar la mejor combinacion de

enzimas Alcalase® y Flavourzyme® para maximizar el GH.

Cuadro 18. Resultados de la prueba de Tukey.

| Haroao N Weta | Agpebon
2 3 AX*

35.986
1 3 35.977 A
3 3 33.348 A

** Sj las medias comparten la misma letra son significativamente iguales.

En la Figura 22, se muestran las diferencias de las medias para el GH segun el grafico
de Tukey. Como los intervalos 2-1, 3-1 y 3-2 contienen a cero entonces, las medias de

los hidrolizados 1, 2 y 3 se consideraron iguales.
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Figura 22. Gréfico de Tukey

6.2Seleccion del mejor tratamiento de ultrasonido con base a las velocidades
de hidrolisis a Alcalase ® y Flavourzyme ® y el GH

La tolerancia de una enzima al ultrasonido depende de las propiedades fisiologicas de la
enzima, asi como de los parametros operativos del ultrasonido, como la
potencia/intensidad, frecuencia del ultrasonido, y los ciclos de trabajo que afectan
directamente la actividad catalitica de la enzima (Nadar & Rathod, 2017; Rokhina et al.,
2009). Razon por la que fue necesario explorar el comportamiento de las enzimas
utilizadas al someterlas a pulsos de ultrasonido considerando incrementar la velocidad
de inicial de reaccion (Vi) y el GH al final del tratamiento. Como se menciono, se
realizaron tres hidrdlisis enzimaticas secuenciales, empleando una concentracion de 8
% Alcalase y 6 % Flavourzyme, una de ellas asistida con el T1U (3 pulsos de 60 s on /
60 s off durante cada periodo de 5 min), otra asistida con el T2U (5 pulsos de 40 s on /
20 s off durante cada periodo de 5 min) y un control sin tratamiento de ultrasonido. En
las Figuras 23 y 24 se muestran los resultados de las cinéticas enzimaticas en relacion
con el GH para los tratamientos T1U y T2U, mientras que en la Figura 25 se muestra la
cinética enzimatica de la hidrdlisis control, de tal manera que el comportamiento cinético

sigue las mismas tendencias, es decir, el GH aument6 con respecto al tiempo.

En el caso del control, el valor de GH asociado a la primera etapa fue de 22.89 + 0.15

% aumentando a 30.77 £ 0.46 % asociado a la segunda etapa. Por otro lado, el valor de



GH asociado a la primera etapa de la hidrdlisis asistida con el T1U fue de 25.54 + 12.79
% aumentando notablemente al 36.32 + 1.64 % para la segunda etapa. Lo mismo sucedio
para la hidrdlisis asistida T2U, que paso de un valor de GH de 32.70 + 0.12 % asociado
a la primera etapa, a 40.39 + 2.82 % para la segunda etapa de la hidrdlisis. Esta fuerte
alteracion en el valor de GH puede atribuirse en parte a la accién de Flavourzyme © que
hidrolizé efectivamente los péptidos resultantes de la hidrélisis por Alcalase ®y a su doble
actividad de endo-peptidasa y exo-peptidasa, lo cual facilité la segunda etapa de
hidrélisis y favorecié el GH (Justus et al., 2019; Kou et al., 2013). Por otro lado, al
comparar los GH asociados a la primera y segunda etapa del control con los GH
asociados a la primera y segunda etapa del T1U y T2U, se encontr6 que, el TIU y T2U
presentaron mayores GH asociados a la primera y segunda etapa en comparacion con
los GH de las etapas del control. Este aumento en los GH se debio principalmente a los
efectos mecanicos, cavitacionales y térmicos del tratamiento de ultrasonido que

promovieron la hidrdlisis de las proteinas (Kadam et al., 2015).

En el caso de las curvas de hidrdlisis del TLU y T2U: en la primera etapa, el GH aumento
por la accion de la enzima Alcalase® y la aplicacion del tratamiento de ultrasonido,
después del ultrasonido con Alcalase® y Flavourzyme® (tiempo =75 min) el GH
disminuy0 lo cual en parte se debi6 a la perdida de actividad de la enzima Alcalase® por
la potencia ultrasonica empleada de 50 W y el tiempo total de exposicién de ultrasonido
el cual fue de 720s y 800s para el TLUy T2U, respectivamente. Ma etal. (2011) encontrd
gue cuando la potencia ultrasonica superaba los 80 W y el tiempo total de ultrasonido
era mayor a 240s, la actividad de Alcalase® disminuia gradualmente debido a la presion
excesiva, temperatura y fuerzas de cizallamiento generadas por el tratamiento de
ultrasonido y también a la generacion de radicales libres a partir de la sondlisis del agua
gue daban paso a cambios en la estructura de la enzima afectando la actividad
enzimatica. En otro estudio, Yin et al., (2022) encontraron que, al emplear una frecuencia
ultrasénica de 40 = 2 kHz y un tiempo de ultrasonido mayor a 900 s, la actividad de la
enzima Alcalase ® disminuia, lo cual atribuyeron a cambios en la estructura terciaria y
secundaria de la enzima que afectaban la actividad enzimética. Por otro lado, también
se ha reportado que la perdida de la actividad de Alcalase ® se debe a la saturacion del

medio por los productos de la hidrdlisis, los cuales inhiben competitivamente a la enzima
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(Apar & Ozbek, 2010; Sousa et al., 2004). Tardioli et al., (2005) encontraron que la
actividad hidrolitica de Alcalase® disminuia cuando el nimero de productos de la
hidrélisis aumentaba, dado que estos productos actuaban como inhibidores competitivos
de la enzima Alcalase® al unirse al sitio activo de la enzima impidiendo la unién enzima-

sustrato.

Finalmente, en la segunda etapa de la hidrélisis, a partir del tiempo t = 80 min, el GH
aumentd nuevamente con el tiempo hasta que se terminé la hidrdlisis, lo cual se atribuy6
a la hidrdlisis de los productos de Alcalase® catalizada por Flavourzyme® vy al
tratamiento de ultrasonido que promovié la actividad de Flavourzyme® (Vioque et al.,
2001).

En la cinética del control (GH vs. tiempo) no se detectd ninguna disminucion en el GH ya
gue no se empled un tratamiento de ultrasonido que afectara la actividad de la enzima
Alcalase®. Tanto en la primera como segunda etapa, el GH aument6 solamente por la

accion de las enzimas Alcalase ® y Flavourzyme ®, respectivamente.

40.00
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Tiempo (min)

Figura 23. Cinética en relacion con el GH para el T1U.
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Figura 24. Cinética en relacion con el GH para el T2U.

33.00
31.00
29.00 &
27.00

%)
)

= 25.00 Alcalase®
© 23.00
21.00
19.00

17.00
0 20 40 60 80 100 120 140

Tiempo (min)

Figura 25. Cinética en relacion con el GH para el control.

En las Figuras 26 a 31 se muestran los cambios en la velocidad inicial de reaccion (V;)
de Alcalase® y Flavourzyme®, que se obtuvieron a partir de las pendientes de las
ecuaciones de las rectas de las graficas de las cinéticas de estas enzimas en relaciéon
con el contenido de proteina, en funcidn a cada experimento y que se consideraran en

comparacion con el tratamiento control. Se observa en las graficas de contenido de



proteina vs. tiempo que la concentracion de proteina en el medio aumento con el tiempo
debido a la generacion de péptidos durante la hidrolisis de las proteinas catalizada por
las enzimas Alcalase® y Flavourzyme®.

De acuerdo con las Figuras 26 y 27 las pendientes de las rectas tienen un valor de 10.81
+0.86 mg/L - miny 18.12 + 2.04 mg/L -min los cuales, corresponde alas Vi de Alcalase®
y Flavourzyme® respectivamente, empleado el T1U durante la hidrélisis enzimética. Las
Vide Alcalase® y Flavourzyme® del T1U se consideraron significativamente diferentes
(P < 0.05) ya que la V; de Alcalase ® fue menor que la V; de Flavourzyme lo cual se
atribuyé a la capacidad de Flavourzyme® de actuar como endo-peptidasa y exo-
peptidasa lo cual favorece la hidrélisis de las proteinas pre-hidrolizadas por Alcalase® vy,

en consecuencia, la V; aumento.
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2550.00 y = 10.81+0.86x + 1800.8+53.68 &
R2 = 0.9906
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Figura 26. Cinética de Alcalase® para el T1U.
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Figura 27. Cinética de Flavourzyme® para el T1U.

En las Figuras 28 y 29 se observa que las pendientes de las rectas tienen un valor de
19.27 + 1.32 mg/L - min y 22.99 £ 2.56 mg/L - min los cuales, corresponde a la Vi de
Alcalase® y Flavourzyme® respectivamente, empleado el T2U durante la hidrdlisis
enzimatica. Las Vi de Alcalase® y Flavourzyme® del T1U se consideraron
estadisticamente iguales (P > 0.05) lo cual se debio al tiempo de exposicion de Alcalase®

al ultrasonido empleando el T2U que promovio su V..

3400.00

3200.00 y = 19.27+1.32x + 1847.5£75.20 @
' R2 = 0.9818

3000.00

2800.00
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Figura 28. Cinética de Alcalase® para el T2U.
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Figura 29. Cinética de Flavourzyme® para el T2U.

En las Figuras 30 y 31 se muestran las pendientes de las rectas con un valor de 9.56 *
0.13mg/L - miny 8.16 = 0.87 mg/L - min, los cuales, corresponde a la Vi de Alcalase® y
Flavourzyme® respectivamente, empleado un control que no empleo un tratamiento de
ultrasonido durante la hidrdlisis enzimatica. Las Vide Alcalase® y Flavourzyme® del T1U

se consideraron estadisticamente iguales (P > 0.05).
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Figura 30. Cinética de Alcalase® para el control.
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Figura 31. Cinética de Flavourzyme® para el control.

En el Cuadro 19 se presentan las V; de Alcalase® y Flavourzyme® y el GH final para el
T1U, T2U y el control. En esta se observa que, en el T1U, no existio diferencia
estadisticamente significativa con respecto al control (P > 0.05) con un incremento de
apenas 27.62 + 15.98%, mientras en el T2U, la diferencia inicial con Alcalase® fue
estadisticamente diferente (P < 0.05) con un incremento del 116.27 + 11.46 % con
respecto al control para la primera etapa. En el Cuadro 19, también se evidencia que en
la segunda etapa existié diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05) cuando se
utiliza Flavourzyme®, observandose que Vi en la segunda etapa para los T2U y T1U se
incrementd considerablemente con respecto al control. La Vi de Flavourzyme® para el
T1U y T2U incrementd 125.40 + 48.63 % y 183.37 = 35.43 % respectivamente, en

comparacion con el control.
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Cuadro 19. Velocidades de hidrdlisis y GH finales para el tratamiento 1y 2 de
ultrasonido, y el control.

Tratamiento 1 de Tratamiento 2 de Control

ultrasonido (T1U) ultrasonido (T2U)
Velocidad inicial de 10.81 £ 0.86 19.26 £ 1.32 9.56 £ 0.13
reaccion (Vi) de

Alcalase® (mg/L -

min)
Incremento (%) 27.62 £ 15.98 116.27 + 11.46
Velocidad inicial de 18.12 £ 2.04 22.99 + 2.56 8.16 + 0.87

reaccion (Vi) de

Flavourzyme® (mg/L

- min)
Incremento (%) 125.40 + 48.63 183.37 £ 35.43
GH final (%) 36.32+1.64 40.39 +2.82 30.77 £0.70
Incremento (%) 18.12 + 7.20 31.18 £ 6.46

El incremento de las Vi de Alcalase® y Flavourzyme® con los tratamientos de ultrasonido
se atribuy6 a la generacion de efectos mecanicos y cavitacionales por el ultrasonido.
Durante la cavitacion, las microburbujas liberan energia al colapsar por su aumento de
tamafo o implosionar durante la comprension de las ondas ultrasonicas. Esta energia
liberada produce ondas de choque que se propagan, fuerzas de cizallamiento y fuertes
turbulencias en el medio que mejoran la transferencia de calor y masa. El aumento del
transporte de masas es el principal responsable de que el movimiento de las moléculas
de sustrato y enzima en el medio, las interacciones enzima-sustrato y el acceso del
sustrato al sitio activo aumenten, ocasionando que la Vi también aumenté. Ademas, estos
efectos cavitacionales y mecéanicos reducen el tamafio de particula de la proteina lo cual,
también facilita la interaccién enzima-sustrato y promueve la hidrélisis enzimatica y Vi
(Jian et al., 2008; Su & Cavaco-Paulo, 2021; Wang et al., 2018).

Al comparar las Vide Alcalase®y Flavourzyme® obtenidas por el T1U y T2U encontramos
que, el T2U proporcioné un mayor incremento de la Vi de Alcalase®. De acuerdo con

esto, la Vide Alcalase® del T2U (19.26 + 1.32 mg/L - min) fue mayor que la Vi de Alcalase®
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del T1U (10.81 + 0.86 mg/L - min). Por otro lado, el T2U también proporcion6 un mayor
incremento de la Vi de Flavourzyme®. Es decir, la Vi de Flavourzyme® para T2U (22.99 +
2.56 mg/L- min) es mayor que la Vi de Alcalase® para T1U (18.12 + 2.04 mg/L - min). El
mayor incremento de Vi de Flavourzyme® y Alcalase® para el T2U se debe al mayor
tiempo de exposicion de ultrasonido con este tratamiento. El tiempo total de exposicion
de ultrasonido para el T2U fue de 800 s mientras que, para el T1U fue de 720 s. Segun
Delgado-Povedano & Luque de Castro (2015) entre mayor sea el tiempo de exposicidon
de ultrasonido, mayor sera la formacion e implosién de burbujas que promovera el
trasporte de masas y por lo tanto, aumentaran la hidrélisis de las proteina y la Vi. Sin
embargo, esto se cumple siempre y cuando el tiempo de ultrasonido no sea excesivo, de

tal manera que no afecte negativamente la actividad de la enzima.

Al igual que las Vi, los GH finales de las hidrolisis asistidas con ultrasonido fueron
mayores que el GH del control, lo cual se debio también, al tratamiento de ultrasonido
gue promovio la hidrdlisis de las proteinas al incrementar la interaccion enzima-sustrato
gue genero un mayor namero de péptidos hidrolizados. Resultados similares se han
reportado por Jian et al., (2008); Liang et al., (2017); y Ren et al., (2014) en los cuales,
el GH aumento al aplicar un tratamiento de ultrasonido durante la hidrolisis enzimatica.
Adicionalmente, el mayor incremento en el GH final se obtuvo con el T2U (31.18 + 6.46
%) el cual también presento las V;de Alcalase y Flavourzyme mayores en comparacion
con el T1U. Lo anterior fue congruente, ya que entre mayor sea el porcentaje del nimero
de enlaces peptidicos hidrolizados o GH, mayor sera el nimero de péptidos hidrolizados
y mayor, la concentracion de péptidos hidrolizados por minuto (Vi) (Baharuddin et al.,
2016; Wang et al., 2016).

Para validar el T2U y confirmar su repetibilidad fue necesario determinar por triplicado el
GH de tres diferentes hidrdlisis enzimaticas asistidas por T2U. En el Cuadro 20 se

muestran los resultados que se obtuvieron en esta validacion del método.
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Cuadro 20. GH (%) obtenidos en la validaciéon del T2U.

Hidrolisis GH (%) % error ‘
1 43.24 + 0.98 6.59
2 39.05 = 3.29 3.44
3 42.47 + 0.99 491

De acuerdo con los porcentajes de error, los tres GH son aceptables y cercanos al GH
final de T2U mostrado en el Cuadro 19, por lo que podemos decir que el T2U es valido y
repetible. Al realizar la prueba de Tukey con un 95% de confianza, se encontrd que las
medias del GH de los hidrolizados 1, 2 y 3 fueron iguales. Los resultados de la prueba

de Tukey se muestran en el Cuadro 31.

Cuadro 21. Resultados de la prueba de Tukey.

Hidrolizado | N
1 NEED] =

3  43.240
3 3 42.474 A**
2 3  39.05 A**

** |_as medias comparten la misma letra son significativamente iguales.

En la Figura 32, se muestran las diferencias de las medias para el GH segun el grafico
de Tukey. Como los intervalos 2-1, 3-1 y 3-2 contienen a cero, entonces las medias de
los hidrolizados 1, 2 y 3 se consideraron iguales.

ICs simultédneos de 95% de Tukey

Diferencias de las medias para GH

Figura 32. Grafico de Tukey
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6.3 Fraccionamiento de los péptidos bioactivos
En el Cuadro 22, se muestran los resultados de eficiencia de filtracion (EF) en porcentaje
para el fraccionamiento de los péptidos bioactivos recuperados de la hidrélisis asistida
por el T2U comparada con el control. Se obtuvieron 4 fracciones diferentes (> 10 kD, <
10kD, > 5kD y < 5kD) al emplear dos tipos de unidades de filtracién para centrifugado,

con tamafio de poro de 5kD y 10 kD.

Cuadro 22. Eficiencias de filtracion (%) de cada una de las fracciones peptidicas.

Fraccion peptidica T2U Control
> 10 kD 65.53 + 4.00 66.40 + 10.06
<10kD 34.47 + 4.00 33.60 + 10.06

>5kD 91.13 + 3.08 92.85 + 2.34
<5kD 8.87 + 3.08 7.15+2.34

En la Figura 33 se muestran las EF de las fracciones <10 y <5 kD del T2U que fueron
mayores al control y las EF de las fracciones >10 y >5 kD del T2U, fueron menores al
control, lo que implica que se recuperé un mayor nimero de péptidos correspondientes
a las fracciones de una masa molecular <10y <5 kD. La produccién de péptidos de bajo
masa molecular se facilitdé por el tratamiento de ultrasonido y la hidrdlisis secuencial con
Alcalase®y Flavourzyme®. Por un lado, el empleo de Alcalase® en la primera parte de la
hidrdlisis secuencial genera péptidos de alta masa molecular, los cuales sirven de
sustrato a Flavourzyme® en la segunda etapa de la hidrdlisis, que por su doble actividad
(endo- y exo-peptidasa) genera péptidos de masa molecular baja. Por otro lado, el
tratamiento de ultrasonido durante la hidrolisis enzimatica promueve la interaccion
enzima-sustrato y, en consecuencia la hidrdlisis de la proteina, lo cual facilita la
produccion de péptidos de baja masa molecular (Kadam et al., 2015; Ramirez Fuentes
et al., 2021). Ademas, como el T2U presenté un GH final mas grande que el control se
esperaba que se obtuvieran mas péptidos de menor masa molecular en comparaciéon

con el control (Abeynayake et al., 2022).
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Figura 33. Eficiencias de filtracién de las fracciones peptidicas.

6.4 Efecto del tratamiento de ultrasonido en la actividad de captacion de
radicales DPPH de las fracciones peptidicas

Los resultados obtenidos de la determinacion de la actividad antioxidante de cada una
de las fracciones de péptidos bioactivos obtenidas se muestran en el Cuadro 23,
observandose que la fraccién > 5 kD del T2U tuvo la mayor actividad de captacién de
radicales DPPH-, de igual forma la EPA del T2U mostré un incremento significativo en la
capacidad para captar radicales DPPH- en comparacion con las fracciones del control.
Sin embargo, las fracciones < 10 kD y >10kD mostraron una mayor actividad de

capacidad de captacion de radicales DPPH- en las muestras control.

Cuadro 23. Actividad de captacion de radicales DPPH- de cada una de las fracciones

peptidicas.

DPPH: (umol/L)

Fraccion peptidica T2U Control %incremento
EPA 161.73 + 7.81* 97.55+£6.79 66.34 + 14.47
> 10 kD 195.49 + 2.97 240.32 + 14.92 -
<10kD 112.19 + 3.55 252.96 + 3.03 -
>5kD 266.21 + 3.23* 252.79+1.31 5.31+1.68
<5kD 191.79+ 1.04 185.66 + 3.35 -

*Presentd un incremento significativo (P < 0.05) en la actividad de captacion de radicales DPPH- en comparacién con el control.
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En la Figura 34, se representan graficamente las variaciones en la actividad antioxidante

para la misma fraccion en relacion con el tratamiento realizado para obtenerlas.

300 266.21
240.32 252.96 252.7
250 T T ES
= 191.79
= 200 19549 185.66
(_3 I
2 161.73
= 150
T 112.19
o 97.55
a 100 T
50
0
* EPA >10 kD <18 kD >5 kD <5%D

Control mT2U

*Las actividades de captacion de radicales DPPH- se consideraron significativamente diferentes (P < 0.05).
**Las actividades de captacion de radicales DPPH- se consideraron iguales (P > 0.05).

Figura 34. Comparacion de las fracciones peptidicas obtenidas por el T2U y el control

en base a la actividad de captacion de radicales DPPH-.

Se realiz6é una prueba T de dos muestras para comparar las actividades de captacion de
radicales DPPH- de una misma fraccion peptidica o EPA y diferente tratamiento (control
y T2U). Se encontr6 que para el EPA ambas actividades antioxidantes fueron
significativamente diferentes (P < 0.05) y la mejor captacién de radicales la presento el
T2U (161.73 £ 7.81 umol /L). Las actividades antioxidantes de la fraccion > 10 kD para
el control y el T2U fueron significativamente diferentes (P < 0.05) y la mejor captacion de
radicales la present6 el control (240.32 + 14.92 pumol/L). En el caso de la fraccion <10k
D, la actividad antioxidante de esta fraccion para el control y el T2U fueron
significativamente diferentes (P < 0.05) y la mejor captacion de radicales DPPH la
presentd el control (252.96 £3.03 umol /L). Las actividades antioxidantes de la fraccién >
5 kD para el control y el T2U fueron significativamente diferentes (P < 0.05) y la mejor
captacion de radicales la presentd el T2U (266.21 + 3.23 pmol/L). Mientras que, las

actividades antioxidantes de la fraccion <5 kD para el control y el T2U se consideraron
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iguales (P > 0.05) y sus valores fueron 185.66 + 3.35 pmol/L para el controly 191.79+1.04
pmol/L para el T2U. Con base en estas diferencias, podemos decir que el T2U
incremento significativamente la actividad de captacion de radicales DPPH del EPA un
66.34 + 14.47 % y de la fraccidn peptidica > 5kD un 5.31 + 1.68 %. Este incremento se
debié a los fendmenos de cavitacion y fisicos del ultrasonido que favorecié la interaccion
enzima-sustrato generando un mayor numero de péptidos capaces de captar radicales
DPPH-. También, es posible que las fuerza de cizallamiento y los radicales libres
generados durante la cavitacion provocaran cambios fisicos y quimicos en la proteina de
semilla de yaca (ruptura de interacciones hidrofobicas y desdoble de la proteina), que
expusieron mas grupos hidrofébicos y aminoacidos aromaticos fuera de la proteina, lo
cual mejor6 la capacidad de captacion de radicales DPPH- (Wen et al., 2019; Yang et
al., 2017). Por otro lado, el T2U no incremento la actividad de captacion de radicales
DPPH- de las fracciones > 10kD, < 10kD y <5 kD, ya que las actividades de captacion
de radicales DPPH- de la fraccion < 5 kD para el control y el T2U se consideraron iguales
y, las fracciones > 10kD y < 10kD del control presentaron una mayor actividad de
captacion de radicales DPPH- en comparacion con las fracciones de una misma masa
molecular. Entonces, podemos decir que la actividad de captacion de radicales DPPH-
asociada a las fracciones > 10kD, < 10kD y < 5 kD del control se debi6é solamente a la
aplicacion de diferentes proteasas como Alcalase® y Flavourzyme® La diferente
especificidad de estas enzimas por sus sustratos y sus mecanismos de accion de endo-
y exo-peptidasas ocasionaron que se generaran péptidos de diferente actividad
antioxidante. Alcalase® tiene una alta especificidad de hidrélisis en los enlaces
peptidicos con aminoacidos que contienen residuos aromaticos (Trp, Phe y Tyr ), acidos
(Glu), con sulfuro -S- (Met), alifaticos (Leu, Ala), con un grupo hidroxilo -OH (Ser) y
basicos (Lys) (Doucet et al., 2003). Por otro lado, Flavourzyme® hidroliza el enlace
peptidico del residuo C terminal entre los aminoacidos hidrofébicos Leuy Pro o Proy Pro
(Wang et al., 2021). En tal caso, es posible que las fracciones > 10 kD y < 10 kD del
control contuvieran péptidos con una mayor proporcion de aminoacidos hidrofébicos,
aromaticos o con grupos -SH que favorecieron la actividad antioxidante (Magalhdes et
al., 2022).
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La variacion de la actividad antioxidante con la masa molecular de las fracciones
peptidicas obtenidas por el T2U y el control se pueden observar en las Figuras 35y 36,
respectivamente. Se observa en la Figura 35 que las actividades de captacion de
radicales DPPH- de las fracciones peptidicas para el T2U siguieron el comportamiento:
menor a 10 kD < EPA < menor a 5 kD = mayor a 10 kD < mayor a 5 kD. La fraccién >5

kD fue la que presentd la mayor actividad de captacién de radicales DPPH-.

<5 kD [ 191,79

oo I 265 21

<woko 112,19+

S0 I 105,45+
S R

0.00 50.00 100.00 150.00 200.00 250.00 300.00
DPPH- (umol/L)

*Las actividades de captacion de radicales DPPH- se consideraron significativamente diferentes.
**Las actividades de captacion de radicales DPPH- se consideraron iguales.

Figura 35. Actividad de captacion de radicales DPPH- de las fracciones peptidicas

obtenidas por el T2U.

En la Figura 36 se aprecia que las actividades de captacion de radicales DPPH- de las
fracciones peptidicas para el control siguieron el orden: EPA < menor que 5 kD < mayor
a 10 kD = mayor a 5 kD = menor a 10 kD. Siendo las fracciones > 10 kD, >5 kD y < 10

kD las que presentaron la mayor captacion de radicales DPPH-.
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<5 kD —185.66*

>5 kD H 252.79**
<10 kD H 252.96**
>10 kD ——+ 240.32**
EPA —— 97.55*
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*Las actividades de captacion de radicales DPPH se consideraron significativamente diferentes.
**Las actividades de captacion de radicales DPPH se consideraron iguales.

Figura 36. Actividad de captacion de radicales DPPH- de las fracciones peptidicas del

control.

Se realizé una prueba de Tukey para comparar las medias de las actividades de
captacion de radicales DPPH- de las fracciones peptidicas del control y del T2U. Los

Cuadros 24 y 25 muestran estos resultados para el T2U y el control, respectivamente.

Cuadro 24. Prueba de Tukey para el T2U.

Muestra Fraccion M Media Agrupacion

4 >5 kD 3| 266.21* | A

2 >10kD | 3 | 195.49**

5 <5 kD 3 | 191.790**

1 EPA 3| 161.73* C

3 <10kD | 3 | 112.19* D

* Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

** | as medias comparten la misma letra son significativamente iguales.

De acuerdo con los resultados de la prueba de Tukey para el T2U, las actividades de
captacion de radicales DPPH- de las fracciones > 10kD y < 5 kD no mostraron diferencia
estadisticamente significativa, mientras que las actividades de captacién de radicales
DPPH- de las fracciones > 5 kD y < 10 kD y, el EPA fueron significativamente diferentes.
En la Figura 37 se aprecia este comportamiento; por ejemplo, el intervalo 5-2 contiene a

cero, entonces las medias de las actividades de captacion de radicales DPPH- de las
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fracciones > 10kD y < 5 kD se consideraron iguales. Ademas, como los demas intervalos
no contiene a cero entonces, las medias de las actividades de captacion de radicales
DPPH- de las fracciones > 5 kD y < 10 kD y, el EPA fueron diferentes.

ICs simultdneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para DPPH (mmol/L)

——

}

T T T T T T
-100 -50 50 100 150 200

Figura 37. Grafica de Tukey.

Cuadro 25. Prueba de Tukey para el control.

Muestra Fraccan Media  Agrupacion

<10 kD 252.96**
4 >5kD | 3 | 252.793*
2 >10kD | 3 | 240.32**
5 <5kD | 3| 185.66* B
1 EPA 3 97.55* C

* Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

** |_as medias comparten la misma letra son significativamente iguales.

De acuerdo con los resultados de la prueba de Tukey para el control, reportados en el
Cuadro 25, las actividades de captacion de radicales DPPH de las fracciones > 10 kD, <
10kD y > 5 kD fueron significativamente iguales, mientras que las actividades de
captacion de radicales DPPH- de la fraccién < 5 kD y el EPA fueron estadisticamente
diferentes. Lo anterior se puede apreciar en la Figura 38. Como los intervalos 4-2,4-3 y
3-2 contienen a cero, entonces las medias de las actividades de captacion de radicales

DPPH- de las fracciones > 10 kD, > 10kD y < 5 kD se consideraron iguales. Ademas,
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como los demas intervalos no contiene a cero, entonces las medias de las actividades

de captacion de radicales DPPH- de la fraccion < 5 kD y el EPA fueron diferentes.
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Figura 38. Grafica de Tukey.

Estas variaciones en la actividad de captacion de radicales DPPH- de las fracciones
peptidicas para el control y el T2U se debieron principalmente a la secuencia,
composicion y posicion de los diferentes aminoacidos que componen a las cadenas
polipeptidicas de los péptidos y, también a la masa molecular de los péptidos (Yang et
al., 2021). Tian et al.(2020); L. Yang et al. (2021); y Zou et al., (2016) reportaron en sus
estudios que los péptidos de baja masa molecular fueron mas efectivos como captadores
de radicales DPPH que los péptidos de alta masa molecular. Sin embargo, en este
estudio no todas las fracciones peptidicas de menor masa molecular presentaron una
mejor actividad de captacion de radicales DPPH en comparacion con las fracciones
peptidicas de mayor masa molecular. Por ejemplo, la fraccidn peptidica > 5 kD del T2U
presentd una mayor actividad de captacion de radicales DPPH- en comparacion con la
fraccion < 5 kD, de menor masa molecular, obtenida por este mismo tratamiento.
También, las fracciones peptidicas > 10 kD, < 10 kD y > 5 kD del control presentaron una
mayor actividad de captacién de radicales DPPH en comparacion con la fraccién < 5 kD,

de menor masa molecular, del control.

Yi et al., (2017) y Fathi et al., (2021) al extraer péptidos de la carne de jurel de aletas

amarillas y de la proteina de salvado de arroz respectivamente, encontraron que los
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péptidos de tamafio medio, presentaban una mayor actividad de captacién de radicales
que los péptidos de menor tamafio. Se ha demostrado que la actividad antioxidante de
los péptidos depende principalmente de la composicion de aminoécidos y su secuencia
(Chen et al., 1998; Wu et al., 2003). Ademas, la actividad antioxidante de los péptidos
también depende de las proteasas y condiciones de hidrdlisis como el tiempo-potencia
de ultrasonido. Por ejemplo, dependiendo la especificidad de la enzima, se genera una
gran variedad de péptidos con diferente composicion y secuencia de aminoacidos que,
en consecuencia, afecta su actividad antioxidante (Klompong et al., 2007). Por otro lado,
He et al., (2021) encontraron que los péptidos de masa molecular media obtenidos al
emplear una potencia ultrasonica de 300 W por 20 min poseian una actividad de
captacion de radicales DPPH- mayor que aquellos péptidos de menor masa molecular
obtenidos empleando una potencia de 400 W por 20 min. La mayor actividad antioxidante
de los péptidos de tamafio medio se atribuyd a su composicién de aminoacidos, ya que
contenian en mayor proporcion aminoacidos aromaticos (Trp, Phe y Tyr) y béasicos (Lys,
His y Arg) que promovian su actividad antioxidante (He et al., 2021).

Las actividades de captacion de radicales DPPH- de las fracciones de mayor masa
molecular obtenidas por el T2U y el control se debieron probablemente a la composicién
y secuencia de aminoacidos de los péptidos correspondientes a estas fracciones. Quiza
éstas las fracciones contenian péptidos con un alto contenido de aminoacidos
hidrofobicos (Leu, Val, Ala'y Pro), aminoacidos aromaticos (Trp, Phe y Tyr), aminoacidos
con un grupo sulfhidrico (-SH) (Cys) o residuos N- y C- terminales con aminoacidos
como Pro, Val, Phe, e His principalmente, que facilitaron la captacion de los radicales
DPPH. Los aminoacidos hidrofobicos presentan actividad antioxidante debido a su
habilidad de interactuar con los acidos grasos y captar radicales libres que se generan
en la lipo-oxidacién; los aminoacidos aromaticos, por sus grupos fendlicos, y la Cys, por
Su grupo -SH, donan un protdn al radical libre estabilizandolo e inhibiendo la cadena de
peroxidacion, y los aminoacidos N- y C- terminales como la Pro, Val, Phe, Tyr, Met e His,
por la posicidbn en la que se encuentran interactian mas con los acidos grasos y
presentan una mejor captacién de radicales libres generados por la lipo-oxidacion
(Davalos et al., 2004; Fan et al., 2022; Wen, Zhang, Zhou, Cai, et al., 2020).
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Por otro lado, algunas fracciones peptidicas de menor masa molecular si presentaron
mejor captacion de radicales DPPH-. La actividad de captacion de radicales DPPH- de
la fraccion < 10 kD del T2U fue menor que la actividad de captacion de radicales DPPH-
de la fraccién < 5 kD del T2U y la actividad de captacion de radicales DPPH- del EPA del
control fue menor que la actividad de captacion de radicales DPPH- de la fraccion <5 kD
del control. Estos incrementos en la actividad de captacion de radicales DPPH- se
pudieron deber principalmente a la masa molecular de los péptidos. Como ya se
menciono anteriormente, los péptidos de menor masa molecular son mas efectivos como
captadores de radicales DPPH- que los péptidos de mayor masa molecular (Ledesma et
al., 2005) .

Como la mayor actividad de captacion de radicales DPPH- la obtuvo la fraccidn peptidica
>5kD del T2U, entonces esta fraccion se empled posteriormente en las pruebas de
encapsulamiento para preparar NLS de péptidos bioactivos de la semilla de yaca.

También se empled la fraccion <5 kD ya que corresponde a la fraccion mas pequefia.

6.5 Efecto del tratamiento de ultrasonido en la concentracion de proteina de las
fracciones peptidicas

Los resultados obtenidos de la determinacion de la actividad antioxidante de cada una

de las fracciones de péptidos bioactivos obtenidas se muestran en el Cuadro 26,

observandose que la fraccion <5 kD del T2U obtuvo la mayor concentracion de proteina,

de igual forma la EPA del T2U mostrd un incremento significativo en la concentracion de

proteina en comparacion con las fracciones del control. Sin embargo, la fraccion >10kD

mostré una mayor concentracion de proteina en la muestra control.
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Cuadro 26. Concentracion de proteina de cada una de las fracciones peptidicas.

_ Concentracién de proteina (mg/L)
T2U Control
4324 + 97.86* 3510.41 + 168.33
3908.93 + 198.37 3357.69 + 142.63
2999.61 + 213.21 2860.98 + 160.23
2700.62 + 59.09 2650.85 + 40.56
1980.49 + 83.15* 1533.58 + 79.82

*Present6 un incremento significativo (P < 0.05) en la concentracién de proteina en comparacion con el control.

Las variaciones de la concentracién de proteina para una misma fraccion y diferente

tratamiento se pueden apreciar en la Figura 39.
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O * EPA >10 kD <16%D >BKD <5 KD
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*Las concentraciones de proteina se consideraron significativamente diferentes (P<0.05).
**Las concentraciones de proteina se consideraron iguales (P>0.05).

Figura 39. Concentracion de proteina de las fracciones peptidicas.

Al comparar la concentracion de proteina de una misma fraccion peptidica o EPA y
diferente tratamiento (control y T2U) se encontré que, para el EPA, ambas
concentraciones de proteina fueron significativamente diferentes (P < 0.05) y la mayor
concentracion de proteina la presenté el T2U (4324.00 + 97.86 mg/L). Las
concentraciones de proteina de la fraccién >10 kD para el control y el T2U fueron
significativamente diferentes (P < 0.05) y la mayor concentracion de proteina la presenté
el T2U (3908.93 + 198.37 mg/L). En el caso de la fraccion < 10k D, las concentraciones

de proteina de esta fraccion para el control y el T2U se consideraron iguales (P>0.05) y
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sus valores fueron 2860.98 = 160.23 mg/L y 2999.61 + 213.21 mg/L, respectivamente.
Las concentraciones de proteina de la fraccion > 5 kD para el control y el T2U también
se consideraron iguales (P > 0.05) y sus valores fueron 2650.85 + 40.56 mg/L y 2700.62
+ 59.09 mg/L, respectivamente. Mientras que las concentraciones de proteina de la
fraccion < 5 kD para el control y el T2U fueron significativamente diferentes (P < 0.05) y
la mayor concentracion de proteina la present6é el T2U (1980.49 + 83.15 mg/L). De
acuerdo con lo anterior, podemos decir que el tratamiento de ultrasonido afect6
significativamente la concentracién de proteina de todas las fracciones peptidicas ya que
las fracciones obtenidas por el T2U presentaron, en la mayoria de los casos, una mayor
concentracion de proteina en comparacion con las fracciones del control. Esto
probablemente se debié a los efectos fisicos generados durante la cavitacion que
aumentaron la interaccion enzima-sustrato e incrementaron la V; de Alcalase y
Flavourzyme lo cual favorecioé la produccion de un mayor niumero de péptidos y, en
consecuencia, la concentracion de proteina aumento (Wen, Zhang, Zhou, Feng, et al.,
2020).

La variacion de la concentracion de proteina con la masa molecular de las fracciones

peptidicas obtenidas por el T2U y el control se pueden observar en las Figuras 40y 41.

En la Figura 40 se aprecia que de manera creciente las concentraciones de proteina de
las fracciones peptidicas para el T2U siguieron el orden: menor a 5 kD < mayor a 5 kD =
menor a 10 kD < mayor a 10 kD < EPA.
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Figura 40. Concentracion de proteina de las fracciones peptidicas obtenidas por el
T2U.

En la Figura 41 se aprecia que las concentraciones proteina de las fracciones peptidicas
del control presentaron el siguiente orden: menor que 5 kD < mayor a 5 kD = menor a 10
kD < mayor a 10 kD = EPA.

<5 kD =+ 1533.58*
>5 kD = 2650.85**
<10 kD =1 2860.98**
>10 kD —+ 3357.69*
EPA ——13510.41*

0.00 500.00 1000.00 1500.00 2000.00 2500.00 3000.00 3500.00 4000.00
Concentracion de proteina (mg/L)

*Las concentraciones de proteina se consideraron significativamente diferentes.
**Las concentraciones de proteina se consideraron iguales.

Figura 41. Concentracion de proteina de las fracciones peptidicas del control.

Si se comparan las concentraciones de proteina de las fracciones peptidicas del control
y del T2U, encontramos, segun la prueba de Tukey con un 95% de confianza que, para

el T2U, las concentraciones de proteina de las fracciones > 10 kD, y < 5 kD, y el EPA
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fueron significativamente diferentes y las fracciones <10 kD y > 5 kD se consideraron

iguales. Los resultados de la prueba de Tukey del control se muestran en la Cuadro 27.

Cuadro 27. Prueba de Tukey para el T2U.

uesia | Facion || Weda | Marvpacon
1 EPA 3 A

2
3
4
5

4324*
>10kD 3 3909* B
<10kD 3 3000** C
>5kD 3 2700.06* C
<5kD 3 1980.05* E

* Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

* *| as medias que comparten una letra son iguales.

En la Figura 42 se muestra la grafica de Tukey obtenida de la comparacion de medias

de las fracciones proteicas del T2U. Segun la gréfica solo el intervalo 4-3 contiene a cero

y entonces, las medias de las concentraciones de proteinas de las fracciones < 10 kD y

> 5 kD se consideraron iguales. Los demas intervalos no contienen a cero y, por lo tanto,

sus medias de las concentraciones de proteinas se consideraron diferentes.
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Figura 42. Grafica de Tukey para el T2U.

Para el control, segun los resultados de la prueba de Tukey que se muestran en el

Cuadro 28, las concentraciones de proteina de las fracciones < 10kDy > 5 kD y, el EPA
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y la fraccion > 10kD no mostraron diferencia estadisticamente significativa, mientras que,

la concentracion de proteina de la fraccion < 5 kD fue menor.

Cuadro 28. Prueba de Tukey para el control.

| vuesia | Fracoin [N | Wedla | Agupacon
1 EPA 3

3510.4* A
2 >10kD 3  3357.7* A
3 <10kD 3 2861* B
4 >5kD 3 2650.9** B
5 <5kD 3 1533.6* C

* Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

** | as medias que comparten una letra son iguales

De acuerdo con el diagrama de Tukey de la Figura 43, obtenido al comparar las medias
de las concentraciones de las fracciones proteicas del control, los intervalos 2-1 y 4-3
contienen a cero y entonces, las medias de las concentraciones de proteina de las
fracciones > 5 kD y < 10kD vy, el EPA y la fraccién > 10 kD se consideraron iguales. Por
otro lado, los demas intervalos no contienen a cero y entonces, la media de la
concentracion de proteina de la fraccion < 5 kD fue diferente a las demas

concentraciones de las fracciones peptidicas.
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Figura 43. Grafica de Tukey para el control.
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Como se observa en las Figuras 40 y 41, en la mayoria de los casos la concentracion de
proteina de las fracciones peptidicas obtenidas por el T2U y el control aumentd con la
masa molecular de las fracciones, lo cual probablemente se debid al nUmero de enlaces
peptidicos capaces de formar el complejo tetra dentado de Cu* durante la reaccién de
Lowry. Es decir, las fracciones de mayor masa molecular contenian péptidos con una
cadena polipeptidica mas grande y un mayor nimero de enlaces peptidicos que
participaron en la reaccion de Lowry y favorecieron la produccion del complejo colorido

que aumentd la absorbancia y la concentracion de proteina (Martina & Vojtech, 2015).

6.6 Seleccion de la formulacion de NLS en base a la concentracion de cera de
abeja y manteca de cacao para estandarizar el método de doble emulsién

Las de NLS de colageno hidrolizado preparadas con base en las tres formulaciones se
caracterizaron en funcion al tamafio de particula (TP), indice de polidispersidad (IP) y
eficiencia de encapsulacion (EE). En el Cuadro 29 se muestran los resultados obtenidos
de la caracterizacion de las NLS de colageno hidrolizado, en el cual se observa que la
Formulacién 3 de NLS con 4.5 % manteca de cacao y 0.5 % cera de abeja presento el
mejor tamafio de particula (200.9 = 2.902 nm), IP (0.254 + 0.006) y EE (85.96 + 1.13) en

comparacion con la Formulacion 1y 2 de NLS.

Cuadro 29. Resultados de la caracterizacion de las NLS-1, NLS-2 y NLS-3.

indice de

Tamafio de particula

(nm) polidispersidad

NLS-1 (5 %cacao) 218 +5.301 0.300 + 0.008 65.44 +5.16
NLS-2 (4.75 % 216.4 +1.833 0.280 + 0.015 70.18 +4.01
cacao, 0.25 % abeja)
NLS-3 (4.5 % cacao, 200.9 + 2.902 0.254 + 0.006 85.96 £+ 1.13
0.5 % abeja)

32



6.6.1 Tamafio de particula e indice de polidispersidad (IP)

Los tamafios de particula de las tres formulaciones de NLS fueron inferiores a 300 nm.
Se ha reportado que los tamafios de particula obtenidos mediante el procedimiento de
doble-emulsion se encuentran entre los (200 - 600) nm dependiendo de diferentes
factores como el tipo y concentracion de lipido(s), el tipo y concentracion de estabilizante,
el tipo y concentracion del componente activo encapsulado y el método de preparacion
y sus condiciones(Gallarate et al., 2009; Hecq et al., 2016; Liu et al., 2008). Entonces,
los tamafios de particulas de las NLS-1 (218 + 5.301 nm), NLS-2 (216 + 1.833 nm) y
NLS-3 (200.9 + 2.902 nm) fueron aceptables, ya que presentaron un tamafio de particula
entre (200 - 600) nm.

El IP es un factor importante que muestra la distribucion de tamafio de las nanoparticulas
y su estabilidad durante el tiempo de almacenamiento. Generalmente, un IP entre O y
0.4, se considera aceptable y representa una distribucion de tamafio estrecha y
homogénea y, una mayor estabilidad de las nanoparticulas durante la formacion y el
almacenamiento (Sahraee et al., 2022). Los IP de las NLS-1 (0.300 £ 0.008), NLS-2
(0.280 = 0.015) y NLS-3 (0.254 + 0.006) fueron menores a 0.4 y, por lo tanto, se

consideran como aceptables.

En las Figuras 44, 45 y 46 se muestran los perfiles DLD de las NLS-1, NLS-2 y NLS-3
respectivamente. Estos perfiles muestran la distribucion de tamafio de las nanoparticulas
en términos de %intensidad (nUmero de particulas que se miden cuando ocurre la
dispersion de luz). De acuerdo con el perfil DLD de las NLS-1 (Figura 44), la media de
las tres mediciones repetidas revel6 un tamafo de particula de 218 £ 5.301 nm. Ademas,
debido a la aparicién de dos picos de diferente porcentaje de intensidad (2.5 %y 96.2%),
podemos decir que se tratd de una distribucion de tamafio bimodal. En el perfil DLD de
las NLS-2 (Figura 45) también se apreciaron dos picos de diferente porcentaje de
intensidad (11.2 % y 88.8 %). Por la tanto, se tratd de una distribucion bimodal. La media
de las tres mediciones repetidas revel6 un tamafio de particula de 216.4 + 1.833 nm para
este perfil. Por otro lado, el perfii DLD de las NLS-3 (Figura 46) presentaron una
distribucion monomodal, ya que solamente se observé un solo pico (97 % intensidad).

La media de las tres mediciones repetidas revel6 un tamafio de particula de 200.9£2.902

33



nm. Las NLS-3 presentaron la distribucion de tamafio de particula mas estrecha ya que
su IP fue el menor (0.254 + 0.006). Mientras que las NLS-1, con un IP de 0.300 = 0.008

resultaron en la distribucion de tamafio menos estrecha (Nobbmann & Morfesis, 2009).
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Figura 44 Perfil DLD de las NLS-1.
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Figura 45. Perfil DLD de las NLS-2.
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Size Distribution by Intensity
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Figura 46. Perfil DLD de las NLS-3.

El IP se relaciona con una distribuciéon normal de tamafos de particula, ya que se
obtendra una distribucién de tamafio mas estrecha (IP menor) al disminuir el tamafio de
particula y obtener tamarfos de particula homogéneos. De esta manera, al tener un IP
menor se evita la aglomeracion de las nanoparticulas, ya que la superficie de contacto
entre las nanoparticulas disminuye. Entonces, como las tres diferentes NLS presentaron
un TP pequefio, podemos decir que sera menor la aglomeracion de las NLS (Espinosa
de los Monteros Vega, 2016). Los cambios en el TP e IP se asocian al efecto de la mezcla
de estabilizantes, lecitina de soya y Tween 80 ®. De acuerdo con Rostamkalaei et al.,
(2019), el uso de una mezcla de tensioactivos compuesta de un tensoactivo de bajo valor
HLB, como la lecitina de soya (HLB de 9), y otro de un valor HLB alto, como el Tween 80
® (HLB de 15), generalmente asegura una mayor estabilidad de la doble nanoemulsion
agua/aceite/agua y menores TP. En este caso, la lecitina de soya estabilizé la
nanoemulsién agua en aceite y por su naturaleza lipofilica y se disperso en la fase lipidica
de esta nanoemulsion mientras que, el Tween 80 ® por ser hidrofilico, se disperso en la
fase acuosa de la doble nanoemulsién agua/aceite/agua y ayudd a estabilizarla. Los
valores HLB de la lecitina de soya y Tween 80 ® fueron suficientes para estabilizar las
nanoemulsiones, ya que la manteca de cacao y la cera de abeja requieren un valor HLB
de 6 y 9 respectivamente para estabilizar su nanoemulsién (Garti & Widlak, 2012;
Kheradmandnia et al., 2010) .
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Por otro lado, la mezcla de la MC y la CA también favorecieron los menores TP y los IP
de las diferentes NLS debido a su diferente composicién quimica y puntos de fusion. La
cera de abeja con un punto de fusion de (60 - 65)°C consiste principalmente en
hidrocarburos C27 - C33; acidos grasos libres C24 - C32; alcoholes C28 - C35; mono
ésteres e hidroxi mono ésteres de cera lineales C40 - C48 y esteres de cera complejos,
mientras que la composicién quimica de manteca de cacao consiste principalmente en
acidos palmitico, estearico, oleico y linoleico y, su punto de fusién es de (34 - 38)°C
(Mitsutake et al., 2019; Shirvani et al., 2022).

La aplicacion del ultrasonido en el método de preparaciéon de las NLS también contribuyo
a la generacién de tamafios de particula menores. Silva et al., (2011) reporté que la
técnica de ultrasonido produce NLS de tamafio mas pequefio en comparacion con la
técnica de homogenizacion a alta presion. La reduccion del tamafo de gota de las
nanoemulsiones precursoras de NLS se debe principalmente a los fenOmenos de
cavitacion acustica generados por el ultrasonido (Gordillo-Galeano & Mora-Huertas,
2018).

6.6.2 Eficiencia de encapsulacion (EE)
Las NLS-1, NLS-2 y NLS-3 presentaron una eficiencia de encapsulacion de 65.44 +5.16
%, 70.18 + 4.01 % y 85.96 + 1.13 % respectivamente. Con base en estos resultados
podemos decir que la EE aumenté al aumentar la concentracion de CAde 0 % a 0.5 %
m/v. Resultados similares encontraron Kuo et al., (2021) al estudiar como la EE del acido
retinoico en las NLS de tricaprin y cera de abeja variaba con la concentracion de cera
de abeja. Encontré que la EE de acido retinoico en las NLS incrementaba con el aumento
en la concentracion de cera de abeja de un 0 % a 0.75 %, lo cual atribuyé a la
composicion quimica de los dos lipidos empleados que favorecié el TP de las NLS y la
EE. Las NLS-3 (4.5 % MC y 0.5 % CA) tuvieron la mayor EE en comparacién con las
demas NLS. La alta EE de péptidos de colageno hidrolizado en las NLS-3 sugiri6é que, al
aumentar la concentracion de CA, probablemente se obtuvo una estructura cristalina
lipidica menos ordenada con mayores imperfecciones que permitieron la incorporacion
de las moléculas del bioactivo en la matriz lipidica. Ademas, una estructura cristalina

menos ordenada también puede resultar en NLS estables y poca expulsion de las
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moléculas de bioactivo de la matriz lipidica durante el tiempo de almacenamiento
(Kheradmandnia et al., 2010). El método de doble emulsion también favorecio la EE ya
que permitid la incorporacién de bioactivos hidrofilicos en la fase lipidica interna de las
NLS (Almeida & Souto, 2007; Arpicco et al., 2016; Gallarate et al., 2009).

Debido a que el tamafio de particula e IP de las tres NLS se considerd aceptable, la
eleccién de la mejor formulacién de NLS se basé en la EE. Como la formulacién de NLS-
3 produjo nanoparticulas con una mayor EE (85.96 + 1.13 %) en comparacion con las
otras dos formulaciones entonces, se empled a la formulacién 3 para preparar, con base

en ella, NLS capaces de encapsular péptidos bioactivos de la semilla de yaca.

6.7 Caracterizaciéon de las NLS con péptidos bioactivos de la semilla de yaca
Los resultados obtenidos de la caracterizacion de las NLS con péptidos > 5 kD y péptidos
<5 kDy, sin péptidos bioactivos de la semilla de yaca se muestran en el Cuadro 30. De
acuerdo con estos resultados, los TP de las NLS con péptidos > 5kD y péptidos < 5kD
se consideraron estadisticamente iguales mientras que, el TP de las NLS sin péptidos
fue estadisticamente diferente a los TP de las NLS con péptidos > 5kD y péptidos <5 kD
siendo, los TP de las NLS con péptidos > 5kD y < 5 kD mayores en comparacién con el
TP de las NLS sin péptidos. Sin embargo, los IP de las NLS sin péptidos, con péptidos >
5 kD y péptidos < 5kD se consideraron significativamente iguales. Los PZ de las tres NLS
se consideraron diferentes, siendo las NLS con péptidos < 5 kD las que presentaron el
PZ mas alto seguido del PZ de las NLS con péptidos > 5kD. Las EE de las NLS de

péptidos > 5kD y < 5 kD se consideraron significativamente iguales (P > 0.05).
Cuadro 30. Caracterizacion de las NLS con y sin péptidos.

Parametro NLS sin NLS > 5kD
péptidos
Tamafo de particula (nm) 218.7 £ 4.980 228.8 + 2.501 235.2 £ 3.993
indice de polidispersidad 0.258 + 0.037 0.336 + 0.055 0.412 £ 0.094
Potencial Z (mV) -30.7 £ 0.458 -34.8 £ 0.100 -36.0 £ 0.651
Eficiencia de - 89.43+7.44 81.68+8.31

NLS < 5kD

encapsulacion (%)
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6.7.1 Tamaifio de particula e indice de polidispersidad (IP)

En las Figuras 47, 48 y 49 se muestran los perfiles DLD de las NLS con péptidos > 5kD,
<5 kD y sin péptidos respectivamente. Estos perfiles muestran la distribucion de tamafo
de las nanoparticulas en términos de % intensidad. Con base en el perfil DLD de las NLS
sin péptidos, la media de las tres mediciones repetidas revel6 un tamafio de particula de
218.7 + 4.980 nm. La distribucion del tamafio de particula de estas NLS se consider6
monomodal, ya que se aprecié un solo pico con un porcentaje de intensidad del 100 %.
En el perfil DLD de las NLS con péptidos > 5 kD se apreciaron dos picos: uno de menor
porcentaje de intensidad (6 %) y otro de mayor porcentaje de intensidad (94 %). Por lo
tanto, se trat6 de una distribucién bimodal. La media de las tres mediciones repetidas
revel6 un tamafio de particula de 228.8 + 2.501 nm para este perfil. El perfil DLD de las
NLS con péptidos < 5 kD también presento una distribucion bimodal, ya que se muestran
dos picos con diferente porcentaje de intensidad (91.2 % y 8.8 %). Para este perfil, la
media de las tres mediciones repetidas revel6 un tamafio de particula de 235.2 + 3.993
nm.

Los IP de las NLS con péptidos > 5 kD y péptidos < 5 kD fueron ligeramente mas grandes
en comparacion con el IP de las NLS sin péptidos debido a su distribucion bimodal. Sin
embargo, estadisticamente, sus IP se consideraron significativamente iguales. Por lo
tanto, las NLS sin péptidos, con péptidos > 5kD y péptidos < 5 kD presentaron una
distribucion de tamafo de particula igual de estrecha. La apariciéon de un segundo pico
de menor porcentaje de intensidad en los perfiles DLD de las NLS con péptidos > 5 kD y
péptidos < 5 kD no afectdé en gran medida sus IP, ya que estos picos de menor
%intensidad correspondian a TP menores (42.64 £ 9.11 nm y 48.14 £ 8.8 nm
respectivamente) en comparacion con los TP (315.8 + 122 nm y 350.4 + 127.5 nm
respectivamente) correspondientes a los picos de mayor porcentaje de intensidad en sus

perfiles.
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Size Distribution by Intensity

15 ...................................................................................................................
B
g L1 T T T T T I B
a
o
=
‘@
§ R L T
£

01 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

—— Record 1: NLS sin pep 3 1 Record 2: NLS sin pep 3 2 Record 3: NLS sin pep 3 3

Figura 47. Perfil DLD de las NLS sin péptidos bioactivos
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Figura 48. Perfil DLD de las NLS con péptidos bioactivos correspondientes a la fraccion
>5 kD.
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Size Distribution by Intensity
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Figura 49. Perfil DLD de las NLS con péptidos bioactivos correspondientes a la
fraccion < 5 kD.

Los IP de las NLS con péptidos > 5 kD (0.336 = 0.055), péptidos <5 kD (0.412 + 0.094)
y sin péptidos (0.258 + 0.037) se consideraron aceptables a pesar de que el IP de las
NLS con péptidos < 5 kD no fue menor a 0.4, ya que no presentaron un IP > 0.5
relacionado con la tendencia de las nhanoparticulas a agregarse o coalescer y sedimentar,
lo cual afecta negativamente su estabilidad (Mohan et al., 2018). Por lo tanto, se puede

decir que las tres NLS presentaron una distribucion de tamafio homogénea.

Los tamarios de particula de las NLS con péptidos > 5 kD (228.8 £ 2.501 nm), péptidos
<5KkD (235.2 £3.993 nm) y sin péptidos (218.7 + 4.980 nm) se consideraron aceptables,
ya que presentaron un tamafio de particula entre (200 -600) nm. Sin embargo, los TP de
particula mas grandes de las NLS con péptidos > 5 kD y péptidos < 5 kD se debieron
principalmente a los diferentes tipos de aminoacidos que componen a los péptidos y sus
posibles interacciones con la matriz lipidica. Mohan et al., (2016) encontraron al estudiar
la influencia de la masa molecular de los péptidos bioactivos del suero de leche en su
encapsulacion empleando nanoliposomas de lecitina de soya, que la masa molecular de
los péptidos no impactaba en el tamafio de particula, sino que los diferentes aminoacidos
gue componian a los péptidos eran los que influian en el tamafio de particula debido a

sus interacciones con la matriz lipidica.
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6.7.2 Potencial Z
El potencial Z (PZ) es un valor tedrico relacionado con el potencial electrostatico de la
superficie de las nanoparticulas cargadas y refleja la fuerza de repulsion entre éstas. Su
medicion se utiliza actualmente como indicador de la estabilidad de nanoparticulas en
dispersiones coloidales. Por lo general, se requiere un potencial zeta minimo de + 30
mV para lograr una buena estabilidad para una nanosuspension estabilizada
electrostaticamente (Attama & Mdller, 2008; Ribeiro et al., 2017). Los PZ de las NLS con
péptidos > 5 kD (-34.8 + 0.100 mV), péptidos < 5 kD (-36.0 + 0.651 mV) y sin péptidos (-
30.7 + 0.458 mV) se consideraron aceptables, ya que son mayores a -30 mV, lo cual
indic6 una solucion coloidal de NLS estables fisicamente que se confirmé por la ausencia
de agregacién de particulas visibles. Este potencial Z negativo se debio6 principalmente
a la lecitina de soya que posee un extremo hidrofilico con grupos fosfato (PO-) en la

superficie de NLS (Soleimanian et al., 2018).

El PZ de las NLS con péptidos > 5 kD y péptidos < 5 kD fue diferente al PZ de las NLS
sin péptidos, lo cual probablemente se debié a que algunos péptidos atrapados en las
NLS expusieron residuos de aminoacidos cargados negativamente en la superficie de
las nanoparticulas aumentando el potencial negativo y las repulsiones electrostéaticas (Su
et al., 2020).

6.7.3 Eficiencia de encapsulacion (EE) y evaluacion de la actividad
antioxidante de los péptidos bioactivos de la semilla de yaca
encapsulados en las NLS

Las NLS presentaron una EE de péptidos >5 kD y <5 kD del 89.43 +7.44 %y 81.68 +
8.31 % respectivamente. Se han reportado EE del péptido insulina en las NLS
preparadas por la técnica de doble nanoemulsion en un rango de (40 - 52) %
(Mirchandani et al., 2021), por lo tanto, las EE obtenidas fueron aceptables. Las EE de
las NLS con péptidos > 5 kD y < 5 kD se consideraron significativamente diferentes (P <
0.05) vy, las NLS con péptidos < 5 kD fueron las que presentaron la EE mas baja. Con
base en el PZ de las NLS con péptidos < 5 kD, fue probable que sus péptidos

encapsulados presentaran en mayor proporcion aminoacidos con carga negativa, lo cual
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promovio las interacciones repulsivas entre los extremos hidrofilicos con grupos fosfato

(PO-) de la lecitina afectando negativamente la EE (Mohan et al., 2015)

Los resultados de la actividad antioxidante de los péptidos > 5 kD y <5 kD encapsulados
y sin encapsular en las NLS se muestran en la Figura 50. Ahi se observa que la mayor
actividad de captacion de radicales DPPH- la presentaron las fracciones >5 kD y <5 kD
sin encapsular.
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Figura 50. Actividad antioxidante de las fracciones peptidicas > 5 kD y < 5kD

encapsuladas y sin encapsular.

La actividad de captacion de radicales DPPH- es significativa diferente (P<0.05) para los
péptidos > 5 kD y los péptidos > 5 kD en las NLS y, también para los péptidos <5 kD y
los péptidos < 5 kD en las NLS, ya que los péptidos > 5 kD y < 5 kD en las NLS
presentaron una menor actividad de captacion de radicales DPPH- en comparacién con
los controles (péptidos < 5 kD y péptidos < 5 kD). Esta diminucion del 67.65 = 3.19% vy
52.21 £ 1.15 % en la actividad antioxidante de los péptidos >5 kD y <5 kD en las NLS
respectivamente, se relaciona con la EE. Al tener una EE alta, gran namero de los
péptidos encapsulados en las NLS se incorporaron en el nucleo de la nanoparticula
disminuyendo el numero de péptidos con actividad antioxidante capaces de ser
detectados por el método de DPPH-. Por lo tanto, se esperaba que la actividad de
captacion de radicales DPPH- de los péptidos en las NLS disminuyera, ya que esto quiere

decir, que la encapsulacion de los péptidos ayud6 a conservar y proteger su actividad
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antioxidante. Agrawal et al., (2022), con la finalidad de proteger la actividad antioxidante
de la curcumina, la encapsulo en NLS obteniendo una EE del 81.49 £ 1.17 %. Al
comparar la actividad de captacion de radicales DPPH- de la curcuminay de la curcumina
en las NLS, encontré que la actividad antioxidante de la curcumina en las NLS disminuyo.
Concluyeron, que tal reduccién no indicé la disminucion de la actividad antioxidante de
la curcumina por su encapsulacién en las NLS, sino que, la curcumina se cargo en la
nanoparticula con el objetivo de obtener una propiedad indetectable y garantizar su

actividad antioxidante al momento de su liberacion (Agrawal et al., 2022).

6.7.4 Estabilidad de las NLS
La estabilidad de las nanodispersiones de las NLS se estudié empleando un método
basado en la retrodispersion multiple de luz para detectar los fendmenos de
desestabilizacion de las dispersiones diluidas y concentradas en una etapa muy

temprana (Zaragoza et al., 2020).

Las Figuras 51 y 52 muestran los perfiles del comportamiento de la retrodispersion (ABS)
de la nanodispersion de NLS medido en un analizador Optico tipo Turbiscan y obtenido
despues de 48 h. En los perfiles de retrodispersion se observan tres zonas: zona 1 que
corresponde al fondo de la celda de medicidn, la zona 2; parte media de la celda y la

zona 3; parte superior de la celda.

La Figura 51 corresponde al perfil de retrodispersion de las NLS con péptidos > 5 kD. En
la zona 1 se observo un pequefio aumento y descenso de la retrodispersiéon ABS, que
pudo haberse dado por un aumento y disminucion de la concentracion de nanoparticulas.
Lo anterior no afecto la estabilidad de las nanodispersion de NLS, ya que la zona 2 no
presenté grandes fluctuaciones en la sefal que afectaran la estabilidad. En la zona 2 del
perfil se observaron pequefios fendbmenos de desestabilizacion (pequefas fluctuaciones
en la sefal ABS) en la zona de (35 — 40) mm; sin embargo, estas desviaciones no
significaron una nanodisperison de NLS inestable, ya que fueron inferiores al 2 %
(Galindo, 2019; Silva et al., 2011).
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Figura 51. Perfil de retrodispersion de una nanodispersion de NLS con péptidos > 5kD

(% Transmision vs. mm).

La Figura 52 corresponde al perfil de retrodispersiéon de las NLS con péptidos > 5 kD. El
perfil de retrodispersion fue resultado de una nanodispersién estable de NLS, ya que no
se observan fluctuaciones en la sefial de porcentaje de transmision a lo largo de las tres
zonas del perfil (Celia et al., 2009).
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Figura 52. Perfil de retrodispersion de una nanodispersion de NLS con péptidos < 5kD

(% Transmision vs. mm).

Por lo tanto, se consider6 que no se observaron fenédmenos de desestabilizacion
significativos a dos dias de produccién en la nanodispersion de NLS con péptidos > 5 kD
y péptidos < 5kD. Estos resultados concordaron con los obtenidos para el tamafio de
particula, IP y PZ, y confirmaron el logro de nanodispersiones coloidales de tipo lechoso
de NLS estables con péptidos > 5 kD y péptidos < 5kD.
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7. CONCLUSIONES

La mejor combinacién de concentraciones de enzima Alcalase ® y Flavourzyme
® en funcién al grado de hidrdlisis fue Alcalase 8% enzima/sustrato y Flavourzyme
6% enzima/sustrato.

La hidrolisis asistida por ultrasonido favorecio el GH y las V; de las enzimas
Alcalase ® y Flavourzyme ®, sin embargo, el mayor GH final (40.39 + 2.82 %) v,
las Vide Flavourzyme (19.26 + 1.32 mg/L- min) y Alcalase (22.99 + 2.56 mg/L-
min) mas grandes se obtuvieron mediante el T2U debido al mayor tiempo de
exposicion de ultrasonido con este tratamiento.

El T2U favorecid la generaciobn de péptidos con actividad de captacion de
radicales DPPH- durante la hidrdlisis enzimatica secuencial, lo cual provoco un
incremento del 65.80 % y 5.04 % en la actividad de captacion de radicales DPPH-
del EPA y la fraccion > 5 kD, respectivamente. La mayor actividad de captacion
de radicales DPPH- la obtuvo la fraccion peptidica > 5kD del T2U.

La actividad de captacion de radicales DPPH- de los péptidos bioactivos obtenidos
por el T2U y el control probablemente dependio de la secuencia, composicion y
posicion de los diferentes aminoacidos que componen a las cadenas
polipeptidicas de los péptidos y, en algunos casos, de la masa molecular de los
péptidos.

Las concentraciones de proteina de las fracciones peptidicas obtenidas por el T2U
fueron mayores en comparacion con el control debido a los efectos del ultrasonido
gue favorecieron la hidrdlisis de la proteina.

La formulacion 3 de NLS con 4.5% de manteca de cacao y 0.5% cera de abeja se
seleccion6 para preparar NLS capaces de encapsular péptidos bioactivos de la
semilla de yaca, ya que las NLS presentaron un tamafio de particula (200.9 +
2.902 nm) e IP (0.254 £ 0.006) aceptable y una mayor EE (85.96 + 1.13 %) en
comparacion con las otras dos formulaciones.

Las NLS con péptidos > 5 kD y con péptidos < 5 kD presentaron un TP e IP de
228.8 + 2501 nm y 0.336 + 0.055 y, 235.2 + 3.993 nm y 0.412 + 0.094
respectivamente, los cuales se consideraron aceptables. Las EE obtenidas para

las NLS con péptidos > 5 kD y con péptidos < 5 kD fueron altas y con un valor de
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89.43 £ 7.44 % y 81.68 + 8.31%. Los PZ de las NLS con péptidos > 5 kD y con
péptidos < 5 kD fueron de -34.8 £ 0.100 mV y -36.0 £0.651 mV, lo cual indic6 una
solucién coloidal de NLS estables fisicamente por medio de interacciones tipo
electrostatico. En los perfiles de retrodispersion no se observaron fenémenos de
desestabilizacion significativos depués de dos dias de produccion en las
nanodispersiones de NLS con péptidos > 5 kD y con péptidos < 5 kD.

Los resultados obtenidos en los perfiles de retrodispersén, los TP, IP y PZ,
confirmaron el logro de obtener dispersiones coloidales de tipo lechoso de NLS
con péptidos > 5 kD y con péptidos < 5 kD estables.

La actividad de captacion de radicales DPPH- de los péptidos >5 kD y <5 kD en
las NLS disminuy6 un 67.65 + 3.19 % y 52.21 + 1.15 % respectivamente en
comparacion con la actividad de captacion de radicales DPPH de los péptidos > 5
kD y <5 kD lo cual se atribuy6 a las altas EE obtenidas, ya que mayor parte de
los péptidos >5 kD y <5 kD se atrap6 en las NLS, logrando mantener y proteger

su actividad antioxidante hasta el momento de su liberacion.
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