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RESUMEN

La investigacion se enfocé en evaluar el efecto bioactivo del hidrolizado proteico de
Astrocaryum.mexicanum (chapaya), obteniendo como muestra la inflorescencia de
la planta cultivada en Palenque, Chiapas. Las muestras seleccionadas estaban
libres de hongos, Sin dafio fisico y con un tamafio promedio de 15-20 cm de longitud.
Estas fueron trasladadas al laboratorio donde se deshidrataron mediante liofilizacion
a -45 °C durante 48 horas, tras haber sido desgrasadas usando hexano en una
relacion 1:6 a 4 °C durante.24 horas. Luego, las proteinas fueron aisladas y para
obtener el hidrolizado proteico se utilizd la accion enzima tripsina, optimizando

parametros como el pH, la temperatura y el tiempo de reaccién.

La metodologia involucré multiples‘pruebas para evaluar la capacidad antioxidante
e inhibicidn de la a-amilasa del hidrolizado. La capacidad antioxidante fue medida a
través de diferentes ensayos, incluyendo la inhibicion de la peroxidacién lipidica
(LPO), y la captura de radicalesibres ABTS y DPPH. Se determinaron los niveles
de inhibicion de la actividad devla a-amilasa, un indicador de la actividad
antidiabética, a través de la incubacion*del hidrelizado con almidén soluble y a-
amilasa pancreatica. Se realizaron andlisis estadisticos utilizando ANOVA vy la
prueba de Tukey para identificar diferenCias significativas entre los diferentes

tiempos de hidrdlisis.

Los resultados cuanto, al grado de hidrdlisis, se obsewd./un incremento en la
formacion de péptidos con tiempos de hidrdlisis prolongades; aunque con una
tendencia a la estabilizacion o disminucion de la actividad bioactiva mas alla de los
120 min. Esto sugiere que un tiempo de 2 h de hidrdlisis es éptimo para maximizar
las propiedades antioxidantes y antidiabéticas del hidrolizado proteico de A.
mexicanum y con relacion a la actividad antioxidante y antidiabética delsidrolizado
proteico alcanzé su maximo en los primeros 120 min de hidrdlisis, disminuyendo
posteriormente. Se observd un alto porcentaje de inhibicion de la a-amilasa,

alcanzando hasta un 80% tras 120 min de reaccién enziméatica.



En _eonclusion, la investigacion demuestra que el hidrolizado proteico de
Astrecaryum mexicanum, obtenido mediante tripsina, presenta una significativa
actividad antioxidante y antidiabética, particularmente cuando se hidroliza durante
120 minutgs~Estos resultados indican un potencial uso de este hidrolizado en la
industria alimentaria y farmacéutica como un agente funcional con propiedades
beneficiosas para la salud humana, especialmente en la prevencién y manejo de

enfermedades degenerativas como la diabetes.

Palabras claves: proteina, hidrolizado, enzima, compuesto bioactivo.
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ABSTRAC

The research focused on evaluating the bioactive effect of the protein hydrolysate of
Astrocaryum.mexicanum (chapaya), obtaining as a sample the inflorescence of the
plant cultivated in Palenque, Chiapas. The selected samples were free of fungi,
without physical damage and with an average size of 15-20 cm in length. These
were transferred to the laboratory where they were dehydrated by freeze-drying at -
45 °C for 48 hours, afterhaving been defatted using hexane in a 1:6 ratio at 4 °C for
24 hours. Then, the protéinsswere isolated and to obtain the protein hydrolysate the
enzyme trypsin was used, optimizing parameters such as pH, temperature and

reaction time.

The methodology involved multiple‘tests to evaluate the antioxidant capacity and a-
amylase inhibition of the hydrolysate. Antioxidant capacity was measured by
different assays, including lipid_peroxidation (LPO) inhibition, and ABTS and DPPH
free radical scavenging. Inhibition levels/of a-amylase activity, an indicator of
antidiabetic activity, were determined by incubating the hydrolysate with soluble
starch and pancreatic a-amylase. Statistical analyses were performed using ANOVA

and Tukey's test to identify significant differences between different hydrolysis times.

The results showed that, in terms of the degree of hydrolysis, an increase in peptide
formation was observed with prolonged hydrolysis times; although with a tendency
towards stabilization or decrease in bioactive activity beyond\120 min. This suggests
that a 2-h hydrolysis time is optimal to maximize the antioxidant.and antidiabetic
properties of the protein hydrolysate from A. mexicanum and™in relation to the
antioxidant and antidiabetic activity of the protein hydrolysate, it_reached it's
maximum in the first 120 min of hydrolysis, decreasing thereafter. A high.percentage
of a-amylase inhibition was observed, reaching up to 80% after 120 min of'enzymatic

reaction.

In conclusion, the research shows that the protein hydrolysate from Astrocaryum
mexicanum, obtained by trypsin, presents a significant antioxidant and antidiabetic

activity, particularly when hydrolyzed for 120 minutes. These results indicate a

xii



potential use of this hydrolysate in the food and pharmaceutical industry as a
functional agent with beneficial properties for human health, especially in the

prevention,and management of degenerative diseases such as diabetes.

Keywords: pretein, hydrolysate, enzyme, bioactive compound.
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INTRODUCCION

Los vegetales son una fuente de nutrientes que el hombre ha utilizado como parte
de su dieta;_en los ultimos afios se ha prestado especial interés por plantas, esto
debido a quevalgunas han sido identificadas con potencial nutracéutico por su
composicién fitoquimica (Yahia, Gutierrez-Orozco, & Leon, 2011;Pérez-Jiménez &
Saura-Calixto, 2015), puesto que ademas de aportar nutrientes, proveen de
compuestos con propiedades bioactivas (Siritapetawee et al. 2015; Wannasiri et al.
2017; Shajib et al., 2018).

Un compuesto bioactivo se”.define como cualquier sustancia quimica que se
encuentra en pequefias cantidades.en las plantas y ciertos alimentos (como frutas,
verduras, nueces, aceites y granosqintegrales) y que cumplen funciones en el cuerpo
gue pueden promover la buena salud'e bien como los componentes de los alimentos
gue influyen en las actividades.eelulares y fisioldégicas obteniendo, tras su ingesta,
un efecto beneficioso para la salud (Augustin, Martinez, & Mufioz, 2006). En este
sentido ha crecido el interés de estudiar no'solo los metabolitos secundarios de las

plantas, sino también los primarios entre ‘ellos; particularmente las proteinas.

Se tienen evidencias que los péptidos obtenidos por via enzimética poseen actividad
biolégica, dependiendo de su composicion (Lokra‘et’al. 2008), de su estructura
(Jami et al. 2007), asi como de su procedencia (Konozy-€tal. 2013).

Existen especies vegetales que pueden ser aprovechadas de manera racional para
la busqueda de compuestos activos, tal es el caso de las inflorescencias de las
palmeras, una de ellas es Astrocaryum mexicanum, de la cual Unicamente se
conoce su uso como alimento de temporada y su distribucion geografica en el
sureste de México (Arroyo-Rodriguez, Aguirre, Benitez-Malvido, & Mandujano,
2007)(Ruiz-Guerra et al. 2015) . No es una especie que se cultive de‘manera
extensiva, sin embargo, se conoce su calidad nutrimental respecto al contenido

proteico (Centurién Hidalgo et al. 2009)



En este trabajo se aborda el aprovechamiento de la proteina de la inflorescencia de
A. mexicanum, y aplicar sobre ella dos proteasas para la obtencién de hidrolizados

con propiedades bioactivas.

Aunado a loanterior, son los hidrolizados proteicos los que mayormente han sido
estudiados a partir de fuentes animales como la leche (Korhonen & Pihlanto, 2006a),
el huevo (Duan et'als2016) o bien, de origen marino, como el Holothuroidea (pepino
de mar) (Dong et al. 2014); (Ahn et al. 2014), por la cantidad de proteinas que estos
aportan; sin embargo,.aunque las cantidades de proteinas de fuente vegetal son
relativamente minimas, en"algunos casos, como las solanaceas (Guzméan Ceferino
et al. 2019), pero se ha comprobado que sus efectos bioldgicos son sustanciales
(Chalamaiah, Yu, & Wu, 2018).



ANTECEDENTES

2.1. Geperalidades de la astrocaryum mexicanum

La palma arbdrea Astrocaryum. mexicanum es una de las especies de plantas mas
abundantes‘en’la region de sureste mexicano, se localiza en Veracruz, Tabasco y
Chiapas y parte de Centroamérica. Es una palmera monoica distribuida en areas
de selva tropical del.sureste de México, y la Unica especie del género en el pais. Su
distribucion en el rango~altitudinal de la region se encuentra entre 0 y 700 metros

sobre nivel del mar (m.sin.m:) (L6pez-Pérez et al. 2014).

Durante la temporada reproductiva, una palma puede tener hasta cinco
inflorescencias, cada una cen-un promedio de 4885 flores masculinas y 28
femeninas. Los sitios de plantagcibn mostraron reducciones significativas en la
densidad de la palmera Astrocaryum mexicanum., la planta mas abundante en sitios

forestales no manejados (Martinez-Ramos, 1997).

2.2. Plantas como fuentes de proteinas con actividad biologica

Los principales aminoacidos que han sido identificados en algunas especies, por
ejemplo, (Solanum melongenal. & _Solandm, phureja) son la alanina, 5-
hidroxitriptamina, arginina, glicina, leucina; serina, asi como los acidos carboxilicos:
alfa-linolénico, araquidénico, ascorbico, aspartico, glutamico, oxalico, palmitico; y
las aminas: fenilalanina, triptamina (Al-Rehaily et al. 2013):

Mientras que en Solanum nigrum L., se ha aislado una glicoproteina que tiene un
peso molecular de 150 kDa posee el 69,74 % de carbohidrates, el 30,26 % de
proteina, y méas de 50 % de aminoé&cidos hidr6fobos como glicina)y prolina (Surh,
2002). También se ha observado que los péptidos Solanum tuberosum contienen
residuos de tirosina (Cheng, Xiong, & Chen, 2010).

Existen estudios que sefialan a las solanaceas como fuentes de péptides, tal es el
caso de la lunasina de Solanum nigrum (Mufioz et al. 2014); también‘de’otras
especies de Solanaceas se ha reportado la presencia de péptidos, de analogos-de
alanina, asi como de un hexapéptido obtenido a partir de caseina (Mcclean, Beggs,
& Welch, 2014).



2.3. Hidrolizados proteicos de origen vegetal y sus efectos bioldgicos

Estudios recientes sobre hidrolizados proteicas se han reportado como compuesto
natural «de, actividad antidiabética y antioxidante. Tal es el caso reportado por
(Quintero-Seto et al., 2021) sobre hidrolizados de la fraccion albumina y globulina
de Cicer arietinum L. Los péptidos generados tienen efectos antioxidantes por el
método ABTS dé aproximadamente del 75 % y del 42 % por el método DPPH.
Mientras que la attividad antidiabética supera el 55 %. Por lo que su potencial uso
es en la elaboracién~de suplementos alimenticios para contrarrestar el estrés

oxidativo y la diabetes.

También se han aislado péptides de arroz, llamado orizatensina, que ha demostrado
capacidad inmunoldgica. Este_péptido (Gly—Tyr—Pro—Met-Tyr—Pro—Leu—Pro—Arg)
fue aislado del digerido triptico de“proteinas de arroz y se demostr6 su resistencia
a las digestiones con pepsina y pancreatina. La orizatensina exhibié una actividad
significativa de promocién desla fagocitosis cuando se evalia a concentracion

superior a 1 mM (Garcia et al. 2013).

Por su parte, (Garcia et al. 2015) realizaron una‘optimizacion de la digestion de las
proteinas de semilla de cereza y se €mplearon_tres enzimas diferentes: Alcalasa,
Termolisina y Flavourzyma. Los extractos'de péptides obtenidos por la digestion del
aislado de proteina de semilla de cerezascon Alcalasa.y Termolisina produjeron

péptidos con altas capacidades antioxidantes y antihipertensivas.

(Hernandez-Ledesma et al. 2009), en sus investigaciones reportan que el estrés
oxidativo y la inflamacion son dos de los factores mas criticos_implicados en la
carcinogénesis y otros trastornos degenerativos. Por lo que demostraron como la
lunasina, un conocido péptido semilla anticancerigeno, afecta a estosfactores. Este
péptido inhibe la oxidacion del acido linoleico y actia como eliminador-gde radicales

de sal diamoénica (ABTS) de 2,20-azinobis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico).

Ademas, experimentaron al utilizar macréfagos RAW 264.7 estimulados por LPS, la
lunasina reduce de manera significativa, dependiente de la dosis, la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) por parte de los macréfagos inducidos por

LPS. Ademas, demostraron que la lunasina, también inhibe la liberacion de citocinas
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proinflamatorias (factor de necrosis tumoral-a [TNF-a] e interleucina-6 [IL-6]). Por lo
que“sus trabajos lo llevaron a concluir que, sobre la base de estas potentes
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, proponen que la lunasina no solo
como un agente preventivo y terapéutico del cancer, sino también como un agente

contra otros'trastornos relacionados con la inflamacion.

Los desechos agroindustriales también son una fuente de proteinas que, tratadas
de manera enzimatica”o quimica, pueden generar péptidos bioactivos, como lo
demuestran (Zarei et\alf, 2014), que aislaron e identificaron nuevos péptidos con
actividad antioxidante a ‘partir de proteolisado de torta de palmiste (PKC) generado
con papaina. Algunas secuencias peptidicas mostraron las actividades de
eliminacién de radicales del 50.a un 71 %, respectivamente; mientras que otras
secuencias peptidicas mostrarondas actividades quelantes de metales 50 al 56 %,
respectivamente. Estos investigaderes, concluyen que los péptidos derivados del
proteolisado de PKC fueron més potentes y distintivos en comparacién con los

informados anteriormente de otras fuentes,de proteinas vegetales.



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La organizacion mundial de la salud (OMS) ha reportado en sus documentos
oficiales, indices de enfermedades por diabetes de manera alarmante, en 1998, se
reportaron 108 millones de casos, y para el 2014, 422 millones de casos,
particularmente, €n los paises de menores ingresos. La diabetes es causa de
ceguera, insuficiencia renal, infartos, accidentes cerebrovascular y pérdida de
extremidades corporales. Para 2019, esta enfermedad fue causa directa de 1.5

millones de defunciones’par-hiperglucemia.

Asi mismo, el cancer es sus_diferentes tipos, asi como las infecciones cronicas,
también son factores de riesgo’de muerte; es la segunda causa de mortalidad en el
mundo, por lo que el 70 % de ‘€sta se presentan en los paises mas pobres; las
causas van desde consumo de tabaco, elevado indice de masa corporal, exposicion
a radiaciones, entre otras. Particularmente se ha prestado la atencion a la baja
ingesta de frutas y verduras o ‘@alimentos sanos o poco procesados, asi como poca

y hada actividad fisica.

Los altos consumos de alimentos riceS_en conservadores quimicos son causa de
enfermedades a largo plazo, que, si no“se"orienta la’'ciencia y la tecnologia de los
alimentos a la busqueda de soluciones a partir de fuentes naturales, deja de ser el

vinculo que propicie acceso rapido a alimentos econémi€os, nutritivos y seguros.

En los Ultimos afios, la investigacion sobre los péptidos bioactivos obtenidos
mediante la hidrélisis enzimatica de proteinas ha cobrado mayer relevancia. Este
interés se debe, en gran parte, a la creciente demanda de alternativas naturales
para reemplazar a los antioxidantes sintéticos comunmente empleados en la
industria alimentaria, asi como a la necesidad de reemplazar las proteinas de origen

animal por opciones vegetales.



4. JUSTIFICACION

En los_dltimos afios se ha demostrado que los péptidos naturales, obtenidos
mediante /hidrolisis enzimatica, tienen la capacidad de modular el sistema
inmunolégico,\contrarrestar las enfermedades degenerativas, tal como la diabetes,
la hipertension, arterial, el cancer, el hipercolesterolemia, asi como algunas

infecciones transmitidas por los alimentos.

Por otro lado, la amplia/diversidad de especies vegetales que existen en México,
algunas de ellas estudiadas y otras, consideradas como medicina alterna, carecen
de estudios cientificos quetvaliden su uso medicinal y en consecuencia que sean

aprovechadas en el procesamiento-de alimentos.

Existen también aquellas espeCies-~de plantas que por sus semillas, frutos o
inflorescencias son fuentes importantes de proteinas susceptibles de generar
compuestos de alto valor biolégico, tal es el.caso de Astrocaryum mexicanum de la
que solo se conoce su uso tradiCienal enel.sureste mexicano, particularmente en

Chiapas y Tabasco, como alimenta.con alto €ontenido de proteinas.

Los resultados que se pueden generar de esta investigacion podran ser en beneficio
de la salud humana, ya que se dispondra de cono€imiento del hidrolizado proteico
de Astrocaryum mexicanum con efectos bioactivos que-sobre esta especie no se

conocen.



5. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto bioactivo del hidrolizado de la proteina de Astrocaryum mexicanum

obtenido por tripsinas

5.1 Objetivos especificos

e Determinar el grado-de hidrélisis de la proteina obtenido por la enzima
tripsina.

¢ Analizar la capacidad de carga bioactiva del hidrolizado mediante una técnica
espectrofotométrica.

e Evaluar el efecto antioxidante ‘del hidrolizado mediante cuatro métodos in
vitro.

e Evaluar el efecto del tiempo“del hidrelizado sobre la actividad de inhibicion

de la a- amilasa.



6. METODOLOGIA

6.1 Obteneitn y acondicionamiento de la muestra

En esta investigacion se utilizé como elemento de estudio la inflorescencia de A.
mexicanum, la cual se obtuvo en el mercado local de Palenque, Chiapas, México.
Las muestras colectadas fueron sanas, es decir, libres de hongos, sin dafio fisico,
con un grado de madurez intermedio, un tamafo promedio de 15 a 20 cm de longitud

y 5 a 10 cm de espesor!

Las muestras fueron trasladadas al laboratorio de Tecnologia de Alimentos de la
Divisién de Ciencias Agropecuarias donde se les retird la cascara y se congelaron
a -20 °C por 24 h; posteriormente, las muestras se deshidrataron en un liofilizador
marca Virtis, Sentry 2.0 25ES, durante 48 h a -45 °C, usando una presion de vacio
de 0.4 mBar (Guzman-Ceferino et al., 2019).

Previo al proceso de desgrasada’se aplicosina molienda en un molino de rodillos
para obtener particulas de aproximagamente 0.2 cm. El desgrasado se realizé por
maceracion con hexano en una relacion™1;6. Esta“Operacion se realiz6 a 4°C por 24

h (Guadix et al. 2000), el proceso anterior se obsera.en la figura 1.

6.2 Proceso de extraccion de proteina

El proceso de extraccién de proteina se realiz6 en dos etapas; la primera consistio
en extraer la fraccion proteica en condiciones alcalinas (1:5),.a un pH 9. El agua
destilada se ajustdo con NaOH 1.0 M y la muestra desgrasadarse-disperso para la
extraccion durante 1 h a 25 °C en un ThermoMixer C, marca, Eppendorf.
Posteriormente, mediante un proceso de centrifugacion (Hettich® Zentrifuguen,
Universal 320R) a 7000 rpm a 4 °C por 20 min se recupero la fraccion’proteica. A
dicha fraccion se le ajusto el pH a 4.5 con HCI 1.0 M para recuperar las proteinas
por precipitacion isoeléctrica. Al igual que el proceso anterior, se (aplico
centrifugacion en las condiciones entes mencionadas (Puchalska et al., 2014).

Para conocer el contenido de proteina en las dos etapas de extraccion, se aplico el

meétodo de Lowry; para ello, fue necesario realizar una curva de calibracion con
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albumina sérica bovina (0 a 1000 mg/L) Sigma-Aldrich (Sasidharan & Venugopal,

2020)+y se leyo la absorbancia a 660 nm en un espectrofotometro marca VELAB.

Después# de la extraccion y cuantificacion del complejo proteico, fueron

almacenadosra -20 °C hasta posterior uso.

6.3 Proceso de hidrolisis de proteinas

El hidrolizado delsaislado proteico se llevé a cabo con tripsina (Sigma-Aldrich) en
una relacion 1:100” E-S (Enzima-Sustrato). El sustrato se preparé a una
concentracion del 2 %;j mientras que la enzima se resuspendié en solucion buffer
0.15 mM de pH 7.5 a 8y a 25 °C, con el fin de solubilizarla y que permaneciera
activa (Moghadam et al., 2020).

Para dar inicio al proceso de hidrelizado, la enzima se adicion6 cuando ésta fue
activada en buffer fosfato 0.15 mM pH.8.0. La reaccion enzimatica se realizd durante
5 h a 37 °C (ThermoMixer C, Eppendorf), por lo que se tomaron muestras de
hidrolizado a los 0, 15, 30, 60,120, 180, 240 y 300 min y cada una de ellas se
colocaron en un bafio maria durante’10 min/de.95 a 100 °C para inactivar la enzima
(L6pez-Barrios et al., 2014). Finalmente, ‘el hidrolizado fue liofilizado y almacenado

en congelacion.

11



Inflorescencia de chapaya

@ Liofilizado
S

(Hexano 1:6) QDesgrasado — Grasa

%

da

P 7 ) Precipitacion
Extr nde eina isoeléctrica
(pH 9y pH 4.5)
7
Tripsina 1:100 (E:S), pH 8, a

Hidroliza%teico
37°C por 300 min

3 @)
Andlisis del hidrolizado g

Andlisis estadistico O’

— Cuantificacion de proteina
O (Método Lowry)

12



6.4 Determinacion del grado de hidrélisis
El grado de hidrolisis se realizd6 por el método de Adler-Nissen (1974) citado por
(Intiquilla’ et*al., 2019), método que se fundamente en la reaccion del TNBS con

grupos amines libres.

Cada una dedas muestras de hidrolizado se mezclaron con solucion buffer de
ensayo y con reactivo TNBS 0.01% y se incubaron por 60 min a 50 °C en ausencia
de luz. Esta mezcla de reaccion se detuvo con HCL 0.1 N y posteriormente se
incubaron por 60 min_a temperatura ambiente para que alcance la temperatura
ambiente antes de realizar el andlisis de grado de hidrdlisis (GH). Para estimar el
GH, se realizé una curva dé-calibracion con L-leucina (Sigma-Aldrich) y se aplicé la

ecuacion 1.

Para estimar el grado de hidrolisis total se mezclo la solucion de proteina al 2 % (sin
tripsina) y se dejo reposar durante 30-min para después adicionar HClI 6 N y se
incub6 a 110 °C por 24 h. Elhidrolizado-se filtr6 y se ajusto el pH a 7.0 usando
NaHO 1 N. La muestra hidrolizada~se diluyé con 5 mL de agua desionizada y se
leyo6 la absorbancia a 340 nm, ésta.se analizo'€¢omo se indico para el hidrolizado

enzimatico.

GH (%) = ———==x 100 " (E&)1

Donde:

e GH = Grado de hidrdlisis (%).

e Lt = Contenido de grupos amino libres en la muestra hidrolizada en el tiempojt«(medido con TNBS, en
meq/g de proteina).

e L0 = Contenido de grupos amino libres en la proteina sin hidrolizar (control).

e Lmax = Contenido de grupos amino libres tras una hidrdlisis completa (usualmente determinada
mediante hidrolisis acida total).

6.5 Determinacion de carga bioactiva del hidrolizado

Para realizar este ensayo, fue necesario preparar una curva de calibracion de
curcumina (0.1 a 10 pg/mL) y quercetina (1 a 20 pg/mL) por separado. Se leyé'las
absorbancias a 420 y 365 nm en un espectrofotometro VELAB, respectivamente,

Posteriormente, se mezcld 50 uL de muestras obtenidas en diferentes tiempos de
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hidrolizados con 500 pL de solucion de curcumina (Sigma Aldrich) y quercetina
(Sigma Aldrich) de 500 pg/mL, respectivamente. Seguidamente se dejo reposar por
12 h a 25 °C en ausencia de luz (Moghadam et al., 2020).

6.6 Evaluacion antioxidante de los hidrolizados proteicos

6.6.1 Método DPPH
Para evaluar la ‘actividad antioxidante por la técnica DPPH, cada muestra de

hidrolizado proteico se mezclé con una solucion de DPPH 0.1 mM, se dejo
reaccionar durante 3@ min protegido de la luz y la absorbancia se ley6 a 517 nm en
un espectrofotdmetro VELAB 600 (Zhu et al. 2014;Liu et al., 2015).

6.6.2 Método ABTS
Para confirmar el efecto antioxidante de los hidrolizados enzimaticos se aplicé el

método con ABTS. El radical ABJS-se prepard a una concentracion de 7 mM y se
mezclé 900 uL de éste con 10 ulv“de muestra de cada tiempo de hidrolizado;
después de 10 min de reacciongla absorbancia se leyo a la longitud de onda de 734
nm. En ambos casos se utiliz6"como control positivo glutation (5 pg/mL) (Zheng et
al., 2016).

La actividad antioxidante (ABTS Y DRPPH) se expreso en porcentaje de captura (%

C) usando la siguiente ecuacion:

% C = (Abs del radical — Abs de la muestra) b 100 Ec.2
0T Abs del radical .

6.6.3 Método FRAP
El poder reductor de los hidrolizados se medi6 mediante 'el método poder

antioxidante reductor férrico (FRAP). De cada muestra de hidrolizado de tiempo
diferente, se tomaron 50 pL y se mezcl6é con 625 pL de reactivo FRAPgy s€ incubo
por 15 min a 37 °C; posteriormente, la absorbancia se ley6 a 593 nm*en un
espectrofotometro VELAB (Choi et al.,, 2011; Bontempo et al.,, 2013). El; poder
reductor se expresoé en equivalente Trolox (ET) (Manga, Brostaux, Ngondi, & Sindic,

2020), por lo que se realiz6 una curva de calibracién de Trolox (25 a 250 ppm).
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6.6.4-Método de inhibicion de oxidacion de lipido (LOI)
Para elensayo LOI, se us6 acido linoleico como fuente de lipido de acuerdo con el

método seguin (Martinez-Avila et al. 2012). Una alicuota 50 pL de cada hidrolizado
proteico ‘fué mezclada con 100 pL solucion de &cido linoleico y se homogenizé
durante 3 min: Posteriormente, la emulsion se incubo a 37 °C por 1 min y se adiciono
por 75 pL de Solueion FeCl2-EDTA 0.05 M para inducir la oxidacion. Finalmente, a
las muestras incubadas a los tiempos de 1y 24 h, se les adicioné 1 mL de NaOH
0.1 M en etanol al 10°%. Asi mismo, se adiciond a 250 uL de la mezcla de reaccién
y 2.5 mL de etanol al 10,9, seguidamente se ley6 la absorbancia a una longitud de

onda de 232 nm en un espectrofotometro VELAB.
El porcentaje de actividad antiexidante se estimd con la siguiente ecuacion:
% de ihnibicion = 100 — (B * 100 — A) Ec.3

A = diferencia entre la absorbancia de la muestra control después de 24 h'y 1 h de incubacién.

B = diferencia de absorbancia entresdas fracciones después de 24 h y 1 h de incubacion.

6.7 Determinacion de la actividad-antidiabéti€a de hidrolizado proteico

6.7.1 Ensayo de inhibicion de la actividad de la alfa-amilasa
Para determinar la inhibicion de la actividad a-amilasa del hidrolizado proteico se

uso la metodologia reportada por (Lopez Martinez et~al. 2014). La reaccion
enzimatica consistié en adicionar 200 pL de almidon (1%) seluble en tubos de vidrio
y se incubaron en un bafio maria (Cole Parmer) a 100 °G~de 5 a 10 min vy,
posteriormente en una incubadora Shellab se dejo6 reaccionar a’37.°C de 5 a 10 min.
Después se agregaron 200 pL de Dimetil Sulfoxido (DMSO), a 200 ub,de muestra
de los distintos tiempos de hidrolizado de manera individual y 200 pL de, a-amilasa
pancreatica porcina (2 U/mL), 100 pL de amortiguador (Tris-HCI 0.5 M,Cleruro de
sodio 0.01 M, pH 6.9), 500 pL de 3,5-dinitrosalicilato (DNS) al 0.1%.

Aunado a lo anterior, las mezclas se dejaron reaccionar de 10 a 15 min a 100°°C.
Finalmente, se dejaron enfriar a temperatura ambiente por 15 min. Las absorbancias

se determinaron en un espectrofotdmetro UV-VIS VELAB a una longitud de onda de
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540 am. Como control positivo de inhibicion se utilizé un oligosacarido antiglicémico

comercial (Acarbosa).

La actividad antidiabética se expreso en porcentaje como se indica en la siguiente

ecuacion:

MY - . (AC +) — (AC —) — (AS — AB)
% de Inhibicion de a amilasa = (AC 1) = (AC) x 100 Ec.4

Doénde: AC= absorbancia dehcontrol; AS= absorbancia del blanco; AB= Absorbancia de la muestra

6.8 Analisis Estadistico

Los datos de cada variable.de respuesta que se obtuvieron por triplicado en los
ensayos experimentales, se le“aplicaron un andlisis de la varianza para un disefio
completamente al azar (ANOVA).de un solo factor y las diferencias estadisticas
entre las medias se identificaron{ mediante la técnica de Tukey, con nivel de
confianza del 95 % (p <0,05).+Todos los analisis se realizaron con el paquete
estadistico GraphPad version 8:3%y fueron expresados como la media aritmética +

desviacion estandar.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Grado.de hidrolisis (GH)

En la figura.2; se puede observar el efecto de la actividad de actividad de la tripsina
sobre el grado.de hidrolisis (GH) de la proteina de la inflorescencia de A.
mexicanum. Existeluna influencia significativa entre los 15 a 60 min, posteriormente,
el GH disminuye,“se"ha demostrado que las proteasas digestivas como la tripsina
tiene sus efectos hidreliticos dentro de las dos primeras horas de actuar sobre el

sustrato.

El comportamiento que se ebserva a los 15 min puede deberse que inicialmente el
contenido de proteina es mayor,” como consecuencia el GH es directamente
proporcional, también puede atribuirse a la velocidad de reaccion, es decir, a medida
que pasa el tiempo la velocidad\.dereaccién puede disminuir debido a la a
desnaturalizacion de la enzima’o bien a la degradacion de sustrato (Zhao et al.,
2022). Este comportamiento de disminucion del GH después de los 60 min, ademas
de lo antes mencionado se debe ‘al'‘agotamiento.de sustrato, asi mismo, al tratarse
de proteina no purificada, la presencia.de impurezas o de otros compuestos pueden
interferir en la deteccion. En este caso, las valores)de GH fluctuaron de 22 a un
26%.

Estas fluctuaciones en el GH con el tiempo pueden deberse a varios factores, uno
de ellos a la inhibicion por productos que inhiben la actividad enziméatica y con ello
el GH, pero a medida que estos se degradan la actividad enzimatica puede
recuperarse (Scopes, 2002) y en consecuencia el aumento del'GH, aunado a lo
anterior, la enzima puede requerir un periodo de activacion y esto puede.explicar un
aumento inicial en el GH, seguido de una disminucién y de un nuevo aumento
(Lalmanach, 2008).
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Figura 2. Efecto del tiempo sobre el'grado de hidrdlisis con tripsina sobre la proteina de la
inflorescencia de Astrocaryum mexicanum. Literales en mindsculas representan diferencias
estadisticas (p<0.05) entre tiempos de hidrolisis y los valores son la mediat DS de cuatro
repeticiones por tiempo.

Los resultados encontrados en esta investigacion en cuanto al GH, son superiores
a los reportados por Rahimi et al., 2022, paragproteina de papa fue de 17,85 +
0,72%. Aumenté rapidamente hasta el"14,9% €n )60 min, seguido de una tasa de

aumento mas lenta hasta las120 min.

7.2 Carga bioactiva
En la figura 3, se observa el efecto del tiempo del hidralizado con la tripsina sobre

la capacidad de la carga bioactiva. El tiempo influye de manera significativa (p<0.05)
sobre la capacidad de carga bioctiva del hidrolizado, es d€cir, a medida que
transcurre el tiempo, se observa variabilidad, existe un incremento, a partir de los 30
min, y esta disminuye entre los 60 y 180 min. Sin embargo, existe umincremento
significativo a los 240 min. Por lo que la mayor carga bioactiva del hidrolizado de
proteina de la inflorescencia de A. mexicanum ejercida con la interaeCion de la

curcumina se observa a los tiempos 30 y 240 min respectivamente.

La variacion de la carga bioactiva con el tiempo y con el GH puede atribuirsefa la

formacion de nuevos péptidos que no estaban presentes inicialmente, a cambios en
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la estructura, asi como a la interaccion entre si y que van a repercutir o afectar la
bioaetividad (Korhonen & Pihlanto, 2006).
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Figura 3. Efecto del tiempo de*“hidrolizado\con tripsina sobre la carga bioactiva con
curcumina. Literales en minusculas‘representan diferencias estadisticas (p<0.05) entre
tiempos de hidrolisis y los valores son la/media+.DS,de cuatro repeticiones por tiempo.

Como se aprecia en la figura 4, la carga, bioactiva aumenta con el tiempo de
hidrolisis con la tripsina, comparando el tiempo 0 (control) con respecto a lo demas
tiempo. Lo cual demuestra que la accion de la tripsina sobre la proteina de la

inflorescencia de A, mexicanum tiene efecto en su estado(hativo.

Se ha reportado que la accion de la tripsina sobre el hidrolisis.deproteina de nuez
ejerce accion sobre la carga bioactiva, existe un incremento para-interactuar con la
curcumina y la quercetina. Existe un aumento de carga desde el 0 a-220 min, con

valores de 0.7 a4 y de 2.8 a 10.6 pg/mg, respectivamente.

En relacion a la carga bioactiva del hidrolizado sobre la quercetina, se presenta en
la figura 4, se encontré efecto significativo (p<0.05) a medida que el tiempo trascurre
hasta alcanzar los 60 min, posteriormente, existe un decremento de esta carga
hasta ser inferior de 0.5 pg/mg a los 300 min. El hidrolizado tiene sus mayores

efectos Unicamente a los 60 y 240 min, respectivamente.
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Figura 1. Efecto del tiempo de hidrolizado con tripsina sobre la carga bioactiva con
quercetina. Literales en minusculas representan diferencias estadisticas (p<0.05) entre
tiempos de hidrolisis y los valores‘son’la mediax DS de cuatro repeticiones por tiempo.

Este comportamiento de incremento y ‘deeremento de carga bioactiva, esta
relacionado con la secuencia de amine4cidos obtenido por el grado de hidrolisis
enzimatica, influye la proporcion de aminoacidos, st carga neta, su masa molecular,
su hidrofobicida (Viogue et al., 2006).

Los reportes cientificos han demostrado que, los péptidos o los hidrolizados
proteicos tiene la capacidad de interactuar con otras moléculas como lo son los del
grupo polifendlicos (Su et al., 2018).

7.3 Evaluacion antioxidante de los hidrolizados proteicos

7.3.1 Método DPPH
En la figura 5, se presenta el efecto del tiempo del hidrolizado con tripsina sobre la

captura de radicales DPPH. Existe un efecto significativo con el tiempo de hidrolisis,
en este caso la captura de radicales disminuye progresivamente. Los valores de

capturas en todos los tiempos fueron menores del 50 %.

20



T 60—

Q a

A 504 —

8§ 40 L T Toc b
= - R
@

0)30_

S

S 20-

2

g 10

O :

o '.:.:.
S 0 1 B ]

T
0 ¢15 30 60 120 180 240 300

Tiempo de hidrdlisis (min)

Figura 2. Efecto del tiempo de hidrolizado con tripsina sobre el porcentaje de captura de
radicales DPPH. Literales en minusculas\representan diferencias estadisticas (p<0.05)
entre tiempos de hidrolisis y los valoses son la media+ DS de cuatro repeticiones por tiempo.

Los antioxidantes se han reconocido gue, quimicamente son sustancias que tienen
la capacidad evitar o prevenir la oxidaeion de biomoléculas, particularmente como
los lipidos o las proteinas, ya que estas'sgn.muy reactivas de oxigeno. Los cambios
en la estabilidad quimica de las macromaléculas, particularmente la oxidacion son
unos de los factores que originan el deterioro en los.alimentos, por lo que es
fundamental para que exista una larga vida de anaquel, laspresencia de sustancias
antioxidantes como los péptidos que se han relacionado ne=solo a nutrir, sino

también en mejorar la calidad de la salud (Benzie & Choi, 2014).

Por otro lado, (do Evangelho et al., 2016), han reportado que~la actividad
antioxidante del hidrolizado proteico de frijol negro con pepsina y alcalasa, tienen
un efecto de captura de radicales DPPH de 337 a 45 % respectivamente’ Datos que
son similares a lo encontrado en esta investigacion, posiblemente se debe.a la
fuente de proteina, a las enzimas utilizadas para obtener el hidrolizado y-arlas

condiciones de hidrolizado.
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7.3.2/Método ABTS

En la*figura 6, se presentan los efectos del tiempo del hidrolizado sobre la captura
del radical’/ABTS. EI hidrolizado con tripsina tiene efecto significativo con respecto
a los tiempes; por lo que existe un incremento significativo entre el tiempo 0 y los
120 min. Loswaleres de captura de radical fluctuaron entre el 45y el 83%. En donde
el tiempo de hidralisis de 120 min, es donde se alcanza el mayor valor de captura.
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Figura 3. Efecto del tiempo de hidrolizado con tripsina sobreda captura de radicales ABTS.
Literales en minusculas representan diferencias estadisticas’(p<0.05) entre tiempos de
hidrolisis y los valores son la mediat DS de cuatro repeticionesspaor tiempo.

Los reportes cientificos han demostrado que la actividad antioxidante de los
péptidos esta relacionada con las propiedades estructurales, susmasa molecular, la
composicién y la proporcion aminoacidos en que estos se encuentran,asi como su
hidrofobicidad (Lopez-Pedrouso et al., 2022). Los factores que pueden afectar la
actividad antioxidante de hidrolizados obtenidos a partir de proteinas-alimentarias
incluyen la especificidad de la enzima, el grado de hidrdlisis y las propiedades
estructurales de los péptidos resultantes como tamafio molecular, hidrofobicidad y
composicion de aminoacidos (Real Hernandez & Gonzalez de Mejia, 2019);
(Paredes et al., 2018).
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También existen reportes que indican que la actividad de captura de radicales o
antioxidantes esa en funcion de la masa molecular de los péptidos generados
duranteda hidrolisis, en este sentido (Ngoh & Gan, 2018), reportan que el hidrolizado
proteico de.frijol pinto tiene efectos antioxidantes de 1,9 a 42 % dependiendo de la
masa molecular.de las fracciones obtenidas. Estos resultados son inferiores a los
obtenidos en el {hidrolizado proteico de A. mexicanum, por el método ABTS.
(Paredes et al., 2018):

Por su parte, (Mendoza-Jiménez et al., 2018), encontraron que en sus estudios
sobre la actividad antiexidante de los hidrolizados proteicos del frijol comun
(Phaseolus vulgaris) v Negro_Primavera-28 y Flor de Durazno, valores de actividad
antioxidante de 10 a 55 % de"captura de radical ABTS, y que al igual que en esta
investigacion tiene un comportamiento dependiente del tiempo de hidrdlisis. Y
comparados con lo encontrado en*esta investigacién, son menores, pues el
hidrolizado de la proteina de~la inflorescencia de A. mexicanum con tripsina,

presento valores de 45 a 82 %.

7.3.3 Método FRAP
En la figura 7, se presentan los efectos del tiempo.del hidrolizado sobre la captura

del radical FRAP. El hidrolizado con tripsina tiene un“efecto significativo al tiempo
15 min con respecto a los tiempos consecutivos, por |0 que existe un decremento
sustancial significativo. Siendo a un tiempo de 15 min, donde el poder reductor
férrico es de 120 uM ET. Posteriormente, a partir de 120 min'a 800 min, existe un
decremento significativo entre los valores del tiempo de hidrolisis,\sin que este sea
menor 50 pM.

23



140+

e
o N
o O
| |

o
K]
*
.4
A"

o
o
|

&
*
2o

3
o
3

)]
(=)
|

G
*
35

LI

s
*

FRAP (WM-ET)

N
o
|
* 0:0:
OAOA

N
o
|

Py I I
e I EE

i I -!I-!-!
0O a5_ 30 60 120 180 240 300

o

Tiempo de hidrolisis (min)

Figura 4. Efecto del tiempo de hidrolizado\con tripsina sobre poder antioxidante reductor
férrico (FRAP). Literales en minusculas representan diferencias estadisticas (p<0.05) entre
tiempos de hidrolisis y los valores son la mediaDS de cuatro repeticiones por tiempo.

Estudios realizados por Olsen et al.;2019, losdidrolizados de proteinas de pescado
han mostrado valores de FRAP que” varian“entre 100 pM y 500 pM Trolox
equivalentes dependiendo del tipo de pescado y las"cendiciones de hidrolisis. Datos

que son superiores en algunos casos a lo encontrado en-esta investigacion.

Por su parte Hernandez-Ledesma et al., (2005) indican que péptidos derivados de
proteinas lacteas, como la caseina hidrolizada, han reportado_valores de FRAP en
el rango de 150 uM a 350 uM Trolox equivalentes, lo cual son valeres superiores a

lo encontrado en esta investigacion.

Mientras que reportes realizados por Megias et al., (2008) sefalan que los
hidrolizados de proteinas vegetales, como los obtenidos de soja o garbanzo, han
mostrado valores que oscilan entre 80 uM y 300 uM Trolox equivalentes y-en.este
caso valores muy parecidos a lo encontrado, cabe sefialar que la fuente de proteina

utilizada en vegetal como en este caso.
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7.3.4/Método de inhibicion de oxidacion de lipido (LOI)
Con respecto al porcentaje de inhibicién de peroxidacion de lipidos que se observa

en la“figura, 8, se presentd efectos significativos (p<0.05) entre los tiempos del
hidrolizado/ Los porcentajes de inhibicion entre los tiempos son ligeramente por
arriba del 70 %, particularmente se constaté que a 0 y 15, 60,120 y 180 min. No
obstante que, a las 30, 240 y 300 min tienen efectos significativos menores (p<0.05)
de 60 a 68%.
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Figura 5. Efecto del tiempo de hidrolizado con tripsina sobre/porcentaje de inhibicion de
peroxidacion lipidica. Literales en minusculas representan diferencias estadisticas (p<0.05)
entre tiempos de hidrolisis y los valores son la mediat DS de cuatro repeticiones por tiempo.

La actividad antioxidante se ha atribuido a ciertas secuencias de@minoacidos como
tirosina, metionina, histidina, lisina y triptéfano (Abeynayake et al., 2022). Se cree
que la actividad antioxidante de los péptidos que contienen histidina esta
relacionada con la capacidad de este aminoacido a donar hidrégeng y» con la
capacidad quelante de iones metalicos del grupo imidazol o también._por los
aminoacidos azufrados presentes en las cadenas laterales (Guo et al., 2014):
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7.4 Actividad de inhibicion de la alfa-amilasa
El hidrelizado proteico de A. mexicanum con tripsina en todos los tiempos se

observa_en Ja figura 9. Los péptidos generados presentaron efectos significativos
(p=0.05) mayores del 80 % en cuanto a la actividad antidiabética. Donde destaca el
hidrolizado (©btenidos a 0, 60, 120 y 240 min, con valores de 88 a 91 %
respectivamente.~Cabe mencionar que la proteina nativa también presenta

inhibicion de la alfa’amilasa.

Los péptidos muestranmun efecto hipoglucémico o antidiabético debido a la inhibicion
de la dipeptidil peptidasa IV (DPP-IV), que es una serinproteasa (EC 3.4.14.5) que
se expresa en la superficiecde’las células endoteliales y epiteliales y que modula la
actividad de varias hormonas,peptidicas, como las incretinas: el péptido similar al
glucagon-1 (GLP-1) y el polipéptidodnsulinotrépico dependiente de la glucosa (GIP),
que inducen la sintesis de insulina (Baggio & Drucker, 2007).
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Figura 6. Efecto del tiempo de hidrolizado con tripsina sobre el porcentaje de inhibicion de
la alfa amilasa. Literales en minasculas representan diferencias estadisticas (p<0.05)@entre
tiempos de hidrolisis y los valores son la mediaz DS de cuatro repeticiones por tiempo
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En estudios realizados por (Zhu et al., 2014b),de hidrélisis enzimatica de proteinas
de seya. utilizando tripsina, se ha observado que el grado de inhibicién de alfa-
amilasaspuede alcanzar hasta un 75% después de 120 min de hidrdlisis, similar a lo

observadao’en esta investigacion.

Bougatef et al42010 reportan que, en la hidrdlisis de proteinas de pescado (como
la sardina) utilizande ‘alcalasa y tripsina, se observé un aumento en la inhibicion de

alfa-amilasa hasta un.80% a los 120 min.

Los resultados obtenidos™en esta investigacion son similares a lo reportado por
Megias et al., 2009, donde la hidrdlisis de proteinas de legumbres (como garbanzo)
ha mostrado que la inhibicign de alfa-amilasa puede alcanzar un 70-80% en los
primeros 90-120 min, con una tendencia a la estabilizacion o disminucién posterior.
La tripsina en estos casos tambiéa~muestra un patréon similar de produccién de

péptidos bioactivos, seguidos por unafase de meseta como en esta investigacion.
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8. CONCLUSIONES

Para todo”esto se concluye que durante los primeros 120 min es el tiempo de
hidrélisis mé&s. favorable para obtener los mejores resultados en términos de
actividad antioxidante (captura de ABTS y DPPH), inhibicion de la peroxidaciéon
lipidica (LPO) e\inhibicion de la alfa-amilasa. Este tiempo representa un equilibrio

en el que se logransaltos porcentajes de actividad bioactiva y antioxidante.

Sin embargo, para obtener,un equilibrio 6ptimo entre varias propiedades bioactivas,
120 min de hidrélisis se destacan como el tiempo ideal, ofreciendo altos porcentajes

en las variables de respuestas.
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10.ANEXOS

Alojamiento de la Tesis en el Repositorio Institucional

Titulo de
tesis:

la

“Evaluacion bioactiva del hidrolizado proteico de la inflorescencia de

(Astrocaryum mexicanum)”

Autor(a) de la

Tesis: Adolfo Alejandro Cruz Tobias
ORCID: https://orcid.org/ 0009-0001-3770-7734

La investigacion se enfoc6 en evaluar el efecto bioactivo del hidrolizado
Resumen de [proteico ¢de Astrocaryum mexicanum (chapaya), obteniendo como
la Tesis: muestra la’inflorescencia de la planta cultivada en Palenque, Chiapas.

Las muestras-seleccionadas estaban libres de hongos, sin dafio fisico v,
con un tamafospromedio de 15-20 cm de longitud. Estas fueron
trasladadas al laboratorio donde se deshidrataron mediante liofilizacion
a -45 °C durante 48+horas, tras haber sido desgrasadas usando hexano
en una relacion 1:6 a4°C durante 24 horas. Luego, las proteinas fueron
aisladas y para obtener €l hidrolizado proteico se utilizé la accion enzima
tripsina, optimizando parametros como el pH, la temperatura y el tiempo
de reaccion.

La metodologia involucré maltiples pruebas para evaluar la capacidad
antioxidante e inhibicién de la“asamilasa del hidrolizado. La capacidad
antioxidante fue medida.a traves~de diferentes ensayos, incluyendo la
inhibicién de la peroxidacion lipidica (LPO), y la captura de radicales
libres ABTS y DPPH. Se determinaron los niveles de inhibicion de la
actividad de la a-amilasa,un indicador de la actividad antidiabética, a
través de la incubacion del hidrolizadocon almidén soluble y a-amilasal
pancreética. Se realizaron analisis estadiSticos utilizando ANOVA vy la
prueba de Tukey para identificar diferenCias significativas entre los
diferentes tiempos de hidrdlisis.

Los resultados cuanto, al grado de hidrdlisis, se observo un incremento
en la formacion de péptidos con tiempos de hidrolisis prolongados,
aunque con una tendencia a la estabilizacion 0 disminucién de Ia
actividad bioactiva méas alla de los 120 min. Esto sugiefe‘que un tiempo
de 2 h de hidrélisis es Optimo para maximizar lasy propiedades
antioxidantes y antidiabéticas del hidrolizado proteico de”A«<mexicanum
y con relacion a la actividad antioxidante y antidiabética del hidrolizado
proteico alcanzé su méaximo en los primeros 120 min deyhidrolisis,
disminuyendo posteriormente. Se observdé un alto porcentaje de
inhibicion de la a-amilasa, alcanzando hasta un 80% tras 120/min de
reaccion enzimatica.

En conclusion, la investigacién demuestra que el hidrolizado proteice de

Astrocaryum mexicanum, obtenido mediante tripsina, presenta una
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significativa actividad antioxidante y antidiabética, particularmente
cuando se hidroliza durante 120 minutos. Estos resultados indican un
potencial uso de este hidrolizado en la industria alimentaria |
farmacéutica como un agente funcional con propiedades beneficiosas
para la salud humana, especialmente en la prevencion y manejo de
enfermedades degenerativas como la diabetes.

Palabras Proteina, hidrolizado, enzima, compuesto bioactivo.
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