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RESUMEN

Hernandez Barillas, Arlette del Carmen. Maestria en Ciencias en Alimentos. Instituto
Tecnolégico de Tuxtepec. “Evaluacion de las actividades anticolesterolémica vy
antidiabética in vitro de fracciones peptidicas de la harina desengrasada de semillas de
girasol (Helianthus annuus)”. Director: Dr. Juan Gabriel Torruco Uco, Codirector Interno:

Dr. Jesus Rodriguez Miranda.

Actualmente las enfermedades crénico-degenerativas son la principal causa de muerte a nivel
mundial, donde destacan las enfermedades de hipercolesterolemia y la hipoglucemia,
mientras que, en México la incidencia de decesos por estas enfermedades es del 43 y 7.78%
respectivamente. El tratamiento clinico de estas enfermedades es mediante el uso de fa&rmacos
sintéticos que pueden ocasionar reacciones secundarias en el organismo, por lo que, la
Ciencia de los Alimentos ha optado por nuevas alternativas de origen natural, como son las
oleaginosas, las cuales presentan un alto contenido de proteina (15-20%) pudiendo ser una
rica fuente para la obtencion de péptidos bioactivos; ya que, se ha demostrado que estos
presentan diferentes actividades bioldgicas (anticolesterolémica, antihipertensiva,
antioxidante, anticancerigena, hipoglucemiante, anticariogénica) que podrian ayudar en el
tratamiento y/o prevencion de algunas enfermedades, sin provocar efectos secundarios en el
organismo. Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue evaluar las fracciones
peptidicas para determinar su actividad anticolesterolémica y antidiabética de la harina
desengrasada de semillas de girasol (Helianthus annuus). La materia prima se obtuvo en el
Mercado Central del Municipio de Tuxtepec, Oaxaca; a la cual se le realiz6 un proceso de
secado (50 °C/24 h) obteniendo asi una harina, misma que fue desengrasada con la ayuda de
un bafio ultrasénico (20 min/ 40 °C/ 80 Htz) utilizando como solvente hexano. Se realizé un
analisis quimico proximal al concentrado proteico, donde se pudo observar una reduccion de
grasa del 92.89% teniendo como resultado el 7.11% de grasa, mientras que el contenido de
proteinas fue de 56.26%. EI concentrado proteico fue hidrolizado enziméticamente;
empleando enzimas comerciales (Flavourzima® y Alcalasa®) de manera individual por un
tiempo de reaccion de 120 min. Posteriormente se determind el porcentaje del grado de

hidrolisis (%GH) por el método de ortoftaldehido (OPA, por sus siglas en inglés), donde el

xii
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GH a l0s120 min, fueron de 38.75% para Flavourzima® y para Alcalasa® fue de 70.06%
demostrando tener un porcentaje de enlaces peptidicos rotos significativos en relacion con la
proteina intacta del concentrado proteico de la semilla de girasol (Helianthus annuus). El
hidrolizado que se obtuvo a partir de la enzima Alcalasa® presentd mayor actividad
anticolesterolémica; con 60 min de reaccion con 74.76% de inhibicidn a una concentracion
de 20 pL/mL mientras que el hidrolizado de Flavourzima® obtuvo 74.63% con un tiempo de
reaccion de 40 min a una concentracion de 40 pL/mL. Por otro lado, la actividad antidiabética
fue evaluada en los hidrolizados mediante la inhibicién de la a-amilasa y la a-glucosidasa, el
hidrolizado con Alcalasa® obtuvo 50.89% de inhibicion de la a-amilasa con 80 min de
reaccion en una concentracion de 400 yL de muestra y 27.34% de inhibicion de a-
glucosidasa a 20 min de reaccion con una concentracion de 200 pL de muestra; de modo
similar los hidrolizados con Flavourzima® presentaron una inhibicion de ambas enzimas del
51.16% en una concentracion de 500 pL de muestra a 40 min de reaccion y 23.14% con 400
pL y 100 min respectivamente. El proceso de ultrafiltracion (UF) permitié obtener fracciones
peptidicas bioactivas de los hidrolizados de Alcalasa® y Flavourzima®, siendo la fraccion
peptidica 1-3 kDa la que presenté mejor actividad anticolesterolémica con una inhibicion
mayor al 79% en ambas enzimas. Mientras que, la actividad antidiabética fue mayor en la
fraccion peptidica <1 kDa inhibiendo 55.65% la enzima a-amilasa de los hidrolizados con
Alcalasa® a 80 miny 70.18% con Flavourzima® a 100 min. Por otro lado, la mejor inhibicion
de la a-glucosidasa se obtuvo con la fraccion peptidica <1 kDa con 34.73% del hidrolizado
con Alcalasa® a 20 min y del hidrolizado con Flavourzima® a 100 min la fraccion >5 kDa
presentd 46.02% de inhibicion. El desengrasado de la harina de las semillas de girasol con
ultrasonido y solvente hexano, la hidrdlisis enzimatica y el proceso de ultrafiltracion;
permitio obtener fracciones peptidicas que contienen péptidos bioactivos de diferentes pesos
moleculares que presentaron actividad anticolesterolémica y antidiabética los cuales podrian
utilizarse como una alternativa para el disefio y desarrollo de productos nutracéuticos que

ayuden en el tratamiento de enfermedades cronico-degenerativas.

Xiii



Maestria en Ciencias en Alimentos

ABSTRACT

Hernandez Barillas, Arlette del Carmen. Master of Science in Food. Technological Institute
of Tuxtepec. “Evaluation of the in vitro anticholesterolemic and antidiabetic activities
of peptide fractions from defatted flour of sunflower seeds (Helianthus annuus)”.

Director: Dr. Juan Gabriel Torruco Uco, Internal Codirector: Dr. Jesus Rodriguez Miranda.

Chronic-degenerative diseases are currently the main cause of death worldwide, where
hypercholesterolemia and hypoglycemia diseases stand out, while in Mexico the incidence
of deaths from these diseases is 43 and 7.78%, respectively. The clinical treatment of these
diseases is through the use of synthetic drugs that can cause secondary reactions in the body,
so Food Science has opted for new alternatives of natural origin, such as oilseeds, which have
a high protein content (15-20%) and can be a rich source for obtaining bioactive peptides;
since it has been shown that these have different biological activities (anticholesterolemic,
antihypertensive, antioxidant, anticancer, hypoglycemic, anticariogenic) that could help in
the treatment and/or prevention of some diseases, without causing side effects in the body.
Therefore, the objective of this research was to evaluate the peptide fractions to determine
their anticholesterolemic and antidiabetic activity of defatted flour from sunflower seeds
(Helianthus annuus). The raw material was obtained in the Central Market of the
Municipality of Tuxtepec, Oaxaca; to which a drying process (50 °C/24 h) was carried out,
thus obtaining some flour, which was degreased with the help of an ultrasonic bath (20 min/
40 °C/ 80 Htz) using hexane as solvent. A chemical analysis proximal to the protein
concentrate was carried out, where a fat reduction of 92.89% could be observed, resulting in
7.11% fat, while the protein content was 56.26%. The protein concentrate was enzymatically
hydrolyzed, using commercial enzymes (Flavourzima® and Alcalase®) individually for a
reaction time of 120 min. Subsequently, the percentage of the degree of hydrolysis (% GH)
was determined by the orthophthaldehyde method (OPA), where the GH at 120 min was
38.75% for Flavourzima® and for Alcalasa® it was 70.06%. demonstrating to have a
percentage of significant broken peptide bonds in relation to the intact protein of the protein
concentrate of the sunflower seed (Helianthus annuus). The hydrolysate that was obtained

from the Alcalase® enzyme presented greater anticholesterolemic activity; with 60 min of
Xiv
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reaction with 74.76% inhibition at a concentration of 20 puL/mL while the Flavourzima®
hydrolysate obtained 74.63% with a reaction time of 40 min at a concentration of 40 pL/mL
On the other hand, the antidiabetic activity was evaluated in the hydrolysates through the
inhibition of o-amylase and a-glucosidase, the hydrolysate with Alcalase® obtained 50.89%
inhibition of a-amylase with 80 min of reaction at a concentration of 400 uL of sample and
27.34% inhibition of a-glucosidase at 20 min of reaction with a concentration of 200 pL of
sample; similarly, the hydrolysates with Flavourzima® presented an inhibition of both
enzymes of 51.16% in a concentration of 500 uL of sample at 40 min of reaction and 23.14%
with 400 pL and 100 min, respectively. The ultrafiltration (UF) process made it possible to
obtain bioactive peptide fractions from the Alcalasa® and Flavourzima® hydrolysates, with
the 1-3 kDa peptide fraction showing the best anticholesterolemic activity with greater than
79% inhibition in both enzymes. While the antidiabetic activity was greater in the peptide
fraction <1 kDa, inhibiting 55.65% of the a-amylase enzyme of the hydrolysates with
Alcalase® at 80 min and 70.18% with Flavourzima® at 100 min. On the other hand, the best
inhibition of a-glucosidase was obtained with the peptide fraction <1 kDa with 34.73% of
the hydrolysate with Alcalase® at 20 min and of the hydrolysate with Flavourzima® at 100
min, the fraction >5 kDa presented 46.02% of inhibition. Degreasing of sunflower seed flour
with ultrasound and hexane solvent, enzymatic hydrolysis, and ultrafiltration process;
allowed to obtain peptide fractions that contain bioactive peptides of different molecular
weights that presented anticholesterolemic and antidiabetic activity which could be used as
an alternative for the design and development of nutraceutical products that help in the

treatment of chronic-degenerative diseases.
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I. INTRODUCCION

Conforme con Organizacion Mundial de la Salud, en el 2019 se report6 la muerte de 18.6
millones de personas a causa de las enfermedades cardiovasculares, lo cual representa 48%
de todas las muertes registradas en el mundo. Segun el organismo, las causas mas importantes
son una mala alimentacion, la falta de actividad fisica, el tabaquismo y el consumo nocivo
de alcohol. La Federacion Internacional de Diabetes (FID) estimd a nivel mundial que en el
2021 se reportd que uno de cada 10 adultos (20-79 afios) tiene diabetes (537 millones de
personas) de los cuales uno de cada dos adultos no esta diagnosticado (240 millones de
personas) indicando que estas pueden ir en aumento hasta alcanzar 643 millones para 2030
y a 783 millones en 2045. De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion en
México durante el 2018 la poblacién de 20 afios y més en el pais era de 82 767 605 personas,
de las cuales 10.32% reportaron (8 542 718) contar con un diagndstico médico previo de
diabetes mellitus. De los cuales el 13.22% (5.1 millones) de las mujeres de 20 afios disponian
de su diagndstico medico y 7.75% (3.4 millones) de los hombres de 20 afios y mas. Es decir,
la enfermedad estd mas presente en las mujeres que en los hombres (INEGI, 2021). La
asociacion entre obesidad, diabetes, presion arterial alta y colesterol alto explica porque las
personas pierden afios de buena salud, ya que son las principales causantes de las
enfermedades graves y tienen factores comunes como la baja tasa de diagnostico, la baja
adherencia a la prescripcién médica y un porcentaje reducido de individuos diagnosticados,
tratados y controlados, ya que solo el 3.1% de la poblacion del pais cumple con estos tres
principios. La mayoria de los farmacos aplicados para el tratamiento de estas enfermedades
ocasionan efectos secundarios graves en otros 6rganos (SECTEI, 2021). Es por ello que se
han buscado coadyuvantes en fuentes naturales, los cuales, contribuyan en el control de las
enfermedades anteriormente mencionadas, una de dichas fuentes podria ser el uso de péptidos
bioactivos, los cuales, al ser de origen natural, disminuyen la presencia de reacciones
secundarias, y/o susceptibilidad de alergias a medicamentos por el uso prolongado de estos
y a bajos costos monetarios.
Actualmente la Industria de los Alimentos se ha enfocado en alternativas mas saludables que
no provoque efectos colaterales en la salud, enfocandose en las proteinas de origen vegetal.
Las cuales son una fuente de energia esencial en la nutricion humana, formando parte de los
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alimentos ya que cumplen funciones nutricionales y funcionales. Obteniendo hidrolizados
proteicos a partir de este origen empleando enzimas comerciales, podemos extraer
componentes bioactivos como los péptidos, fracciones peptidicas, aminoacidos libres; tales
componentes pueden tener actividades benéficas en el organismo humano, como:
antihipertensivos, antimicrobianos, anticolesterolémicos, antidiabéticos, entre otros. La
solubilidad que presentan estos hidrolizados es cercana al 100% tienen un amplio rango de
pH y son hipoalergénicos. Ademas, se absorbe mejor en el intestino que las proteinas
intactas. Actualmente, los hidrolizados proteicos se dividen en dos grupos: 1) Hidrolizados
parciales, con grados de hidrolisis menores del 10%, para el mejoramiento de las
propiedades funcionales y Il) Hidrolizados extensivos, con un grado de hidrolisis mayor al
10%, su uso se centra en la alimentacion especializada. Los hidrolizados extensivos se puede
dividir dependiendo su uso como los suplementos proteicos (tercera edad, deportistas,
dietas), en dietas médicas y por ultimo en productos enriquecidos con péptidos bioactivos
(Vioque, 2001).

Los péptidos bioactivos son pequefias cadenas de aminoacidos de dos a quince residuos, que
estan inactivas en las proteinas intactas y pueden liberarse durante la digestion de los
alimentos en el cuerpo humano o mediante un tratamiento previo; como la hidrolisis
enzimatica, la cual aporta muchos efectos beneficiosos para la salud (Viogue, 2006). Son
numerosos los péptidos bioactivos descritos hasta la fecha los cuales podemos obtener en
diferentes fuentes de origen vegetal como: los cereales, las leguminosas, frutos secos, pero
en particular en este caso nos enfocaremos en las semillas, en donde nuestro pais existe una
gran diversidad de estas, donde destaca las que se obtienen del girasol. Al obtener un
concentrado proteico de la harina desengrasada de la semilla de girasol se pueden extraer
péptidos bioactivos, fracciones peptidicas e incluso aminoacidos libres, las cuales tienen una
elevada utilizacion digestiva al no encontrarse ligada a la pared celular y pueden presentar
diversas actividades biologicas antes mencionadas (Vioque, 2000). La industria alimentara
se ha enfocado también en el desarrollo de técnicas para obtener, identificar y cuantificar
nuevos biopeptidos a partir de proteinas, esto se ha podido lograr mediante la digestion
enzimatica in vitro, empleando enzimas proteoliticas de diferente origen: vegetal, animal y
microbiano. Empleando diversas funciones en el organismo. Con base en el retardo de la

absorcion del colesterol en el yeyuno y el control de los niveles glucémicos, se han
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encontrado diferentes mecanismos de accién por los que aminoacidos, péptidos, hidrolizados
proteicos y proteinas ejercen esta funcion. Dentro de los cuales se encuentran la inhibicion
de a-amilasas y a-glucosidasa. Los inhibidores de a-glucosidasa retrasan la digestion de
carbohidratos por inhibicién competitiva de estas enzimas (Sosa-Crespo et al., 2018).

Por lo que, el objetivo de este estudio es evaluar las actividades anticolesterolémica y
antidiabética in vitro de fracciones peptidicas de la harina desengrasada de semillas de
girasol (Helianthus annuus)”
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2.1 ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES

La enfermedad cardiovascular es la principal causa de muerte en todo el mundo y se espera
que siga siéndolo debido a su creciente prevalencia en paises con menos recursos. Los
cambios en la dieta son importantes para interpretar el escenario epidemioldgico. La
alimentacion también determina la seleccion evolutiva de individuos con las variantes
genéticas méas adecuadas para sobrevivir en un ambiente determinado. (Corella & Ordovas,
2007). Estas enfermedades corresponden a los trastornos del sistema circulatorio, las cuales
incluye el corazon, los vasos sanguineos y la sangre. El corazén se encarga de bombear
sangre a través del sistema vascular (circulacién menor o pulmonar y circulacion mayor o
sistematica). Las arterias parten del corazon y se encargan de transportar la sangre rica en
oxigeno en todo el cuerpo. Las venas llevan hacia el corazon la sangre desoxigenada (azul),
en donde el oxigeno ha sido se ha convertido en didxido de carbono por los tejidos. Los
capilares, de calibre muy fino, hacen mas facil el intercambio entre la sangre y los tejidos
(Corella et al., 2004).

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) incluyen desordenes del corazén y de los vasos
sanguineos como:

e La cardiopatia coronaria: Esta enfermedad da en los vasos sanguineos e irriga el
musculo cardiaco.

e Las enfermedades cerebrovasculares: Esta enfermedad irriga el cerebro a través de
los vasos sanguineos.

e Lasarteriopatias periféricas: Enfermedad que se da en los vasos sanguineos irrigando
los miembros superiores e inferiores.

e La cardiopatia reumatica: Son lesiones que se dan en el musculo cardiaco y en las
valvulas cardiacas las cuales son provocadas por una fiebre reumatica, causado por
bacterias denominadas Estreptococos.

e Las cardiopatias congénitas: Son malformaciones del corazon las cuales estan

presentes desde el nacimiento.
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e Las trombosis venosas profundas y embolias pulmonares: codgulos de sangre
(trombos) en las venas de las piernas, que pueden desprenderse (émbolos) y alojarse
en los vasos del corazon y los pulmones (Cordova et al., 2013)

Las obstrucciones en el corazon impiden que la sangre fluya en este y en el cerebro;
provocando asi fendmenos agudos denominados ‘“ataques al corazon”. La causa mas
frecuente es la acumulacion de grasa en las paredes de los vasos sanguineos que irrigan el
corazon o el cerebro, podrian tener su origen al combinar diferentes factores de riesgo, como
el tabaquismo, una alimentacion alta en grasas, la obesidad, la falta de actividad fisica, el
consumo excesivo de alcohol, la hipertension arterial, la diabetes y la hiperlipidemia
(Sanchez et al., 2016).

En Meéxico en el 2020, el Sistema Nacional de Salud, afirma que la diabetes mellitus, es la
tercera causa de defunciones, superada por el COVID 19 y las enfermedades del corazon.
Conforme aumenta la edad de las personas se ha observado un incremento del diagndstico
de la diabetes mellitus. La cardiopatia afecta principalmente a los hombres de mediana y
avanzada edad, con una mortalidad del 20%, valor mas alto que el reportado para las mujeres.
La cardiopatia representa un factor importante de muerte en los adultos de ambos géneros de
45 a 54 afios 0 mas, indicandonos que la edad avanzada es un inductor de esta enfermedad.
Este grupo de enfermedades es una de las primeras causas de mortalidad, en el afio 2021 se
reportd un exceso de mortalidad del 41.4% que representa 96,312 defunciones mas de lo
esperado para ese afio (232,658). Es evidente la heterogeneidad de la distribucion de la
cardiopatia, cuya prevalencia y mortalidad van de la mano de la magnitud de la prevalencia
de los factores mayores de riesgo que ocurren en los estados federativos con mejor situacién
econdmica e influenciados por el estilo de vida (INEGI, 2021).

El incremento de masa corporal aumenta el riesgo de padecer estas enfermedades. Las
proteinas han presentado diversas propiedades nutricionales, funcionales y biologicas.
Nutricionalmente las proteinas son una fuente de energia y aminoacidos esenciales para el
crecimiento y mantenimiento del cuerpo humano. Funcionalmente, contribuyen a las
propiedades fisicoquimicas y sensoriales de los alimentos. Muchas proteinas alimentarias

tienen propiedades biologicas especificas que hacen que de estos componentes posibles
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ingredientes de alimentos funcionales o promotores de la saludad, esto se puede atribuir a los

péptidos fisiolégicamente activos en las moléculas de dichas proteinas (Rivero Pino, 2012).

2.2 PROTEINAS

Las proteinas y los acidos nucleicos constituyen a las moléculas de informacion en los seres
vivos. Estas biomoléculas estan formadas basicamente por carbono, hidrégeno, oxigeno y
nitrégeno. Dependiendo del tipo de proteina pueden contener azufre, fosforo, hierro,
magnesio y cobre entre otros elementos. Son considerados también como polimeros de
pequefias moléculas llamadas aminoacidos los cuales son mondmeros unidad. Estos
aminoacidos estan unidos mediante enlaces peptidicos. La unién de pocos aminoacidos da
lugar a un péptido; cuando el nimero de aminoacidos no es mayor de 10 se denomina
oligopéptido, si es superior a 10 se llama polipéptido y si el nimero es superior a 50
aminoéacidos se le denomina proteina. Por tanto, las proteinas son cadenas de aminoacidos
que al plegarse adquieren una estructura tridimensional permitiéndoles llevar a cabo miles
de funciones. Las proteinas estan codificadas en el material genético de cada organismo,
donde es especificada su secuencia de aminoacidos, y luego es sintetizada por los ribosomas.
Las proteinas juegan un papel central en los sistemas bioldgicos y su importancia en los
sistemas alimenticios no es menor, ya que poseen propiedades nutricionales y funcionales.
Realizan una enorme cantidad de funciones diferentes, entre ellas funciones estructurales,
enzimaticas, transportadora (Luque-Guillen, 2013). El aspecto més importante de una
proteina es el nutricional, por su composicion de aminoacidos, aunque otras caracteristicas
estructurales como la solubilidad y la glicosilacion pueden afectar su digestibilidad y en
consecuencia su valor nutricional (Ruiz et al., 2013).

Desde un punto de vista nutricional, la proteina es un macronutriente que se encuentra en los
alimentos. La importancia de las proteinas en la dieta proviene de su capacidad para
suministrar aminoacidos y mantener la ingesta de proteinas del cuerpo para aumentando las
durante el crecimiento. Dentro del mundo de vegetarianismo se desarroll6 el término
“complementacion proteica” el cual estd basado en la existencia de proteinas completas, las
cuales contienen la mayoria de los aminoacidos indispensables y las proteinas incompletas a
las cuales les falta uno o mas de aminoacidos (aminoacidos limitantes). Este concepto se

utiliza para desarrollar dietas o alimentos que combinan diferentes fuentes de proteinas con
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el fin de mejorar la calidad de la combinacion final. El punto de partida para la
suplementacion proteica es conocer la composicién de aminoécidos esenciales y su
biodisponibilidad. Los principales grupos de alimentos proteicos que pueden
complementarse con aminoacidos esenciales son las leguminosas, la leche, los productos
lacteos, las semillas, los frutos secos y los cereales. Al mezclar estas fuentes de proteina se
puede mejorar mucho su calidad. Por lo tanto, se piensa que las mezclas mas adecuadas son
las de cereales con leguminosas. Las leguminosas contienen triptéfano y metionina, los

cereales la lisina, treonina y la isoleucina. (Martinez-Martinez,2006).

2.2.1 Aminoécidos

Los amino&cidos se han clasificado, en funcion de si pueden ser sintetizados o no por el
organismo como “de Novo”. Por lo tanto, los aminoacidos esenciales (o indispensables), los
cuales tienen un esqueleto hidrocarbonato que no se puede sintetizar en el cuerpo humanoy,
por lo tanto, se deben obtener de los alimentos para cumplir con las necesidades que tiene el
cuerpo (crecimiento y mantenimiento de estructuras). Los nueve aminoécidos esenciales son:
fenilalanina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, treonina, triptéfano y valina.
Actualmente, el grupo de aminodcidos no esenciales (o dispensables) se ha subdividido en
los realmente dispensables los cuales son sintetizados en el organismo a partir de otros
aminoacidos o metabolitos (alanina, cido aspartico, asparagina, acido glutamico y serina) y
los esenciales son sintetizados por vias complejas y a partir de otros aminoacidos, en
ocasiones su sintesis se puede ver restringida por situaciones fisiologicas (prematuridad) o
fisiopatologicas (estrés catabolico severo o disfuncion metabdlica intestinal). Este grupo
incluyen la arginina, cisteina/cistina, glutamina, glicina, prolina y tirosina. Sus precursores
son glutamina/glutamato, aspartato, metionina, serina, acido glutdmico, amonio, colina,
glutamato y fenilalanina respectivamente (Millward, 2004). Después de ingerirlas, la
proteina del alimento es digerida y absorbida en el tracto digestivo. Esta se desnaturaliza por
el acido gastrico, para después ser hidrolizada por proteasas gastricas y pancreaticas que los
convierte en pequerios péptidos y aminoacidos, y asi, ser transportados a las células mucosas.
Produciendo una nueva hidrolisis mediada por peptidasas intracelulares. Mientras que
algunos aminoacidos presentes en la célula son utilizados como fuente de energia 'y recambio

celular por los propios enterocitos antes de ingresar al torrente sanguineo, por lo que el perfil
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de aminoacidos que llega al higado por via periférica no refleja exactamente el de los
aminoacidos absorbidos. (Fuller et al., 2005). Una vez en el higado, una parte es absorbida
y utilizada por este érgano, el resto va al sistema circulatorio y es utilizado por los tejidos
periféricos. El destino metabolico de los aminoacidos va desde su uso como sustratos
energéticos o gluconeogénicos hasta la sintesis de proteinas y péptidos, pasando por la
sintesis de aminoacido no esenciales o la formacion de otros compuestos nitrogenados. Todos
los compuestos nitrogenados del cuerpo provienen de los aminoécidos, de aqui la importancia

del consumo de proteinas.

2.3 PROTEINAS FUNCIONALES

En los Ultimos afios, el interés en investigar y desarrollar productos funcionales y
nutracéuticos ha aumentado significativamente, debido al valor terapéutico como por su gran
interés para la industria alimentaria, teniendo en cuenta el gran impacto econémico que
supone la comercializacion de este tipo de productos (Burdock et al., 2016, Bagchi, 2006).
Los alimentos funcionales se definen como los alimentos y componentes alimentarios que,
tomados como parte de la dieta, aportan beneficios méas alla de sus valores nutricionales
tradicionales, bien sea mejorando una funcién del organismo o reduciendo el riesgo de
padecer algunas enfermedades, mientras que los de caracter nutracéuticos serian
componentes alimenticios que aportan beneficios afiadidos para la salud, incluyendo la
prevencion y el tratamiento de enfermedades (Ruiz et al., 2013).

Las proteinas funcionales y los péptidos bioactivos, ademas de su valor nutricional como
fuente de aminoécidos, tienen la capacidad de producir un efecto bioldgico especifico
(Rutherfurd et al., 2005, Korhonen et al., 2003). La mayoria de los péptidos bioactivos se
forman espontaneamente tras la digestion in vivo a partir de las proteinas que los contienen.
Sin embargo, también se han obtenido nuevos péptidos bioactivos a partir de proteinas
alimentarias mediante digestion enzimatica in vitro, utilizando enzimas proteoliticas de
origen microbiano (Meisel et al., 2004). Ademas, en estudios recientes se han obtenido
péptidos modificados, constituidos a partir de péptidos naturales, para aumentar la actividad
de éstos, es decir, por semi sintesis (Teschemacher et al., 1997). Por tanto, cualquier fuente

de proteina alimentaria es capaz de proporcionar péptidos funcionales. De esta forma, se han
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aislado péptidos a partir de hidrolisis enzimatica de proteinas de diversas procedencias, como
la leche, maiz, soja, huevo, gelatina, etc. (Korhonen et al 2003). La literatura cientifica indica
que los péptidos bioactivos pueden tener actividad tanto a nivel local (tracto gastrointestinal)
como sistémica (Rutherford et al., 2005, Vermeirssen et al., 2004), ya que pueden atravesar

el epitelio intestinal y llegar a los tejidos periféricos a través del torrente sanguineo.

Por tanto, un concepto realmente nuevo en el campo de la nutricion es el uso de proteinas y
péptidos de los alimentos con el fin de mejorar las funciones bioldgicas o para tratar, prevenir
o reducir el riesgo de enfermedades. Asi, se han propuesto varios péptidos y proteinas para
tratar enfermedades dentales, malabsorcion de minerales, diarrea, hipertension, trombosis, o

inmunodeficiencias (Teschemacher et al., 1997).

2.4 PEPTIDOS BIOACTIVOS

En investigaciones recientes sobre alimentos funcionales, ha causado interés a los
compuestos bioactivos, incluidos los péptidos. Mellander en 1950 describid por primera vez
la actividad biologica de los péptidos. Durante las Gltimas dos décadas, se ha dedicado un
gran interés en la identificacion y caracterizacion de estos compuestos. Diversas
investigaciones siguen en la busqueda de nuevas fuentes de obtencion, diferentes métodos de
extraccion y asi evaluando sus beneficios sobre la salud. Los péptidos bioactivos pueden
ayudar a reducir la epidemia mundial de enfermedades crénicas las cuales afectan
aproximadamente a 58 millones de personas al afio. En la actualidad el mercado de proteinas
y péptidos tiene un valor estimado de $ 75 miles de millones al afio. Los péptidos bioactivos
de las proteinas tienen un gran potencial para ser incorporados en los alimentos funcionales
y nutracéuticos. El problema esta relacionado con la introduccion de productos peptidicos
que promueven la protedlisis, la rapida eliminacién en el cuerpo, la baja solubilidad en agua,

la inmunogenicidad y los obstaculos regulatorios (Kadam et al., 2015).

Los péptidos bioactivos son pequefias cadenas peptidicas constituidas por 2 a 15 residuos de
aminoéacidos (Viogue et al., 2006). Sin embargo, Kitts y Weiler (2003) hacen mencion que
los péptidos bioactivos obtenidos de los alimentos pueden presentar entre 2 y 9 residuos de

aminoacidos. Aunque puede haber excepciones ya que existen peptidos como la lunasina que
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tienen con mas de 20 residuos de aminoacidos, el cual, es un péptido extraido de la soya que
presenta actividad anticancerigena la cual ha sido probada en ratas, presentando 43 residuos
de aminoacidos y un peso molecular de 5400 Da (Jeong et al., 2002). De acuerdo con lo
mencionado anteriormente, los péptidos bioactivos se han definidos como fragmentos
especificos de proteinas, de origen vegetal o animal, teniendo un impacto positivo en las
funciones o condiciones del cuerpo que pudieran tener influencia sobre la salud humana, mas
alla de buena nutricion y adecuada. Es por esto, que, dependiendo de la secuencia y
composicion de aminoacidos en el péptido, su administracion oral puede afectar algunos de
los sistemas del organismo, entre ellos, el sistema cardiovascular, nervioso, gastrointestinal
e inmunologico (Borja, 2014; Mulero et al., 2011). Por lo tanto, la actividad bioldgica de los
péptidos esta relacionada con la composicion y secuencia de los aminoacidos que lo
componen (Alvarado y Guerra, 2010). Los péptidos bioactivos descritos anteriormente
comparten propiedades estructurales, como aminoacidos de cadena corta (de 2 a 9
amino&cidos), residuos amino&cidos hidrofdébicos en adicion a grupos de prolina, lisina o
arginina y resistencia a las peptidasas digestivas (Nongonierma-Fitzgerald, 2015). Este
ultimo le permite su absorcién e ingresar al torrente sanguineo, sin cambios (Alvarado y
Guerra, 2010).

Por otro lado, en los hidrolizados extensivos, existe una aplicacion que por su interés,
novedad y potencial es especial, ya que por hidrdlisis dirigida y un proceso de purificacion,
se pueden obtener péptidos bioactivos, que al ser liberados por hidroélisis, ya sea por digestion
en el organismo o por un procesado previo, se pueden absorber por los enterocitos y llegar al
flujo sanguineo, realizando alguna actividad bioldgica para asi obtener un efecto fisioldgico
o funcional que va mas alla de proveer aminoacidos esenciales y proveer energia al
metabolismo, con la capacidad de exhibir multiples efectos (Hartmann-Meisel, 2007; Hong
et al., 2008; Kitts-Weiler, 2003; Korhonen-Pihlanto, 2003; Leon et al., 2011).

En latabla 1 se describen los mecanismos de absorcidn y transporte de los péptidos al torrente
circulatorio. Los péptidos hipoalergénicos presentes en los hidrolizados se caracterizan por
tener una solubilidad en agua cercana al 100% en un intervalo amplio de pH. Ademas, su

absorcion en el intestino es mejor que la de las proteinas intactas.
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Tabla 1. Posibles rutas para la absorcion y transporte al torrente circulatorio de los péptidos.

Ruta de Transporte

Comentarios

Candidatos

Ruta paracelular

Difusion a través de las
funciones entre células por un
proceso de difusion pasiva

independiente de energia.

Péptidos grandes solubles en
agua.

Difusion pasiva

Difusidn a través de un proceso

transcelular.

Péptidos hidrofobicos.

Via transportadora

Es la salida de

péptidos del enterocito hacia la

algunos

circulacién a través de un

transportador que esta

localizado en la membrana

baso lateral del intestino.

Péptidos pequerios resistentes a

hidrélisis.

Endocitosis

Unién de las moléculas a la
célula para su absorcion al

interior via vesiculacion.

Péptidos polares grandes.

Sistema linfatico

Absorcién de péptidos del
espacio intersticial hacia el

espacio linfatico intestinal.

Péptidos altamente lipofilicos
demasiado grandes para ser

absorbidos.

Fuente: Sarmadi y Ismail (2010).

2.4.1 Métodos para obtencion e identificacion de péptidos

Existe un interés creciente en el desarrollo de tecnologias rentables para aislar fracciones de
proteinas (y péptidos) de diversas fuentes disponibles en el mercado alimentario. El
desarrollo de un método de fraccionamiento de peptidos eficiente es de importancia critica
para la separacion de péptidos y méas aun cuando el proceso se utiliza a escala industrial. Las
tecnologias de separacidn distinguen las diferencias de carga, tamafio e hidrofobicidad, las
cuales se pueden utilizar para fraccionar los hidrolizados de proteinas y obtener asi fracciones
de peptidos con mayor valor funcional o nutricional en una forma mas pura (Leon et al.,

2011; Muro, Riera, y Fernandez, 2013). Los procesos de produccion de péptidos bioactivos
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a escala piloto suelen utilizar membranas de ultrafiltracion y cromatografia de liquidos
procesando secuencialmente el fraccionamiento y aislando los componentes bioactivos a
partir de los hidrolizados. Como se menciond anteriormente la evolucion de la separacion de
péptidos basada en propiedades moleculares proporciona informacion cuantitativa sobre la
relacién entre estructura y actividad. Donde se han podido desarrollar nuevas estrategias con
respecto a la combinacion o integracion de procesos adicionales necesarios para establecerlos
eficientemente y que sean rentables a escala industrial, no solo para el fraccionamiento sino
también para la produccién simultanea y continua de péptidos con diferentes propiedades
bioactivas (Li-Chan, 2015).

2.5 ULTRASONIDO
La Extraccion Asistida por Ultrasonido (EAU), se basa en la propagacidn de ondas mecanicas
gue consiste en un conjunto de ciclos, las cuales se definen como la combinacion de altas y
bajas presiones, denominadas compresion y rarefaccion, respectivamente (Awad et al. 2012;
Musielak et al. 2016). Las principales caracteristicas de las ondas que produce el ultrasonido
son:

e Longitud: Es la distancia entre los dos puntos de compresion o rarefaccion.

e Amplitud: Es altura maxima de una onda.

e Frecuencia (Hz): Es nimero de ciclos por unidad de tiempo.

e Velocidad (m/s): Producto de la frecuencia por la longitud de onda.

e Potencia (W): Cociente entre la energia transportada y el tiempo considerado.

e Intensidad (W/cm?): Cociente de una unidad de potencia a través de una unidad de

area (Tippens & Hernandez 2007).

Se denomina ondas ultrasonicas al espectro de ondas implicadas al ultrasonido, cuyas
frecuencias se encuentran por encima del rango audible (>20 kHz) y por debajo de las
frecuencias del microondas (hasta 10 MHz) (Kadam et al., 2015). La cavitacion acustica es
la principal fuerza impulsora del EAU (Figura 1), la cual es capaz de inducir una serie de
compresiones y rarefacciones en las moléculas del solvente presente, provocando la

formacion de burbujas debido a los cambios de temperatura y presion (Shirsath et al., 2012).
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Figura 4. Principio de cavitacion acUstica (Medina-Torres et al., 2017).

La irradiacion ultrasénica se aplica de dos formas: En contacto directo con la muestra, o
indirecta (a través de las paredes del recipiente que contiene la muestra), un ejemplo de esto
es los sistemas de bafio de ultrasonido. La principal desventaja de los bafios ultrasénicos es
que suelen funcionar a una sola frecuencia (20 o 40 kHz). En general, se han identificado
varios mecanismos relacionados con el EAU, donde destaca la fragmentacion, en esta se dan
colisiones entre particulas y las ondas ultrasénicas, lo que conduce a la reduccion del tamafio
de particula, facilitando a su vez la transferencia de masa. La erosion es un mecanismo que
mejora la disponibilidad del disolvente mediante la implosién de las burbujas en la superficie
de la matriz vegetal. Por otro lado, los efectos de sonocapilaridad y de sonoporacion mejoran
la penetracién de liquido a través de los canales producidos por la implosion de las burbujas,
provocando cambios en la permeabilidad de las membranas celulares, respectivamente.
Finalmente, el esfuerzo de cizallamiento hace que las burbujas colapsen en el fluido debido
a un fendmeno llamado oscilacion (Figura 2) (Chemat et al., 2017). El ultrasonido promueve
de extraccion a través de la disrupcion celular y aumenta la transferencia de masa en la capa

limite que rodea la matriz sélida. Diversos factores mejoran la permeabilidad de las paredes
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como lo son: la sonoporacion, la perforacion de las paredes y membranas celulares, esto suele
ser un paso intermedio antes de que las células se interrumpan completamente por la
sonicacion. Diversos factores como; los efectos mecéanicos de la cavitacion inducida por los
ultrasonidos, las ondas de choque, las diferencias de temperatura y presion, las fuerzas de
cizallamiento y la microcorriente, mejoran la intensidad de penetracion del disolvente en el
interior de la célula mejorando la transferencia de masa entre la célula y el disolvente,
transfiriendo los materiales intercelulares al disolvente.

La extraccion por ultrasonido es utilizada en la industria de los alimentos, la industria de
suplementos nutricionales y la farmacéutica; para la liberacion de diferentes compuestos
bioactivos como: vitaminas, polifenoles, polisacaridos, péptidos y otros fitoquimicos de los
productos boténicos (Dogan et al., 2019).

Pared Celular Compuestos Fendlicos
Disrupcion celular

Liberacion de compuestos

Entrada de Solvente

Colapso de Burbuja “
Burbuja

A) Reptestzcin by ol vt B) Colpaso con aparedcelular ) Diusin el sovente y eractn el analt

Figura 5. Representacion grafica del fendmeno de cavitacion, colapso y liberacion del material
vegetal (Medina-Torres et al., 2017).
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2.6 SEPARACION POR PRECIPITACION

El objetivo principal de la obtencion de productos enriquecidos en proteinas tiene la
eliminacion de los compuestos no proteicos presentes en ella (Vioque et al., 2001). Estos
procesos se basan generalmente en las diferencias en solubilidad que presentan las proteinas
en funcion del pH del medio. En la Figura 3 se muestra un perfil tipico de solubilidad proteica
en agua en funcion del pH. Observando que solubilidad es méxima a pH’s muy &cidos (pH
= 2-3) o muy alcalinos (pH = 9-11). En estas zonas, las proteinas poseen carga neta positiva
0 negativa, respectivamente; y las fuerzas repulsivas son la causa del incremento en su
solubilidad. También se puede observar un minimo de solubilidad en cercanias del pH
isoeléctrico (pl) (pH = 4-5), donde la carga neta de la proteina es cero, disminuyendo asi la

repulsién electrostatica promoviendo la agregacién (Salgado, 2009).
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Figura 6. Perfil tipico de solubilidad proteica en agua en funcion del pH del medio (Salgado, 2009).

Asi, el proceso de concentracién clasico consiste en poner la harina desgrasada en contacto
con el agua para posteriormente extraer las proteinas en un medio alcalino, donde se recupera
el sobrenadante por medio de centrifugacion y ser sometido a un proceso de secado;
obteniendo un producto con un alto contenido de proteinas, llamado comunmente como
concentrado proteico. Sin embargo, este producto contiene otros componentes indeseables

(fenoles, lipidos, fibra, sales, azlcares reductores, componentes anti nutricionales, etc.).
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Algunos de estos componentes pueden ser eliminados utilizando varias tecnologias, como la
precipitacion isoeléctrica o ultrafiltracion. Por lo tanto, los aislados proteicos se pueden
obtener mediante:

e Precipitacion isoeléctrica de las proteinas con separacion por centrifugacion: El aislado
obtenido es presentado en forma de una crema insoluble concentrada. Este es lavado con
agua a un pH acido, para ser centrifugado posteriormente, y asi obtener un aislado neutro
y seco. En esta etapa se pueden perder proteinas solubles.

e Concentrado proteico por ultrafiltracién: Las moléculas solubles que tienen un bajo peso
molecular (incluidas algunas proteinas) atraviesan la membrana constituyendo el
permeado, mientras que las proteinas de alto peso molecular son retenidas y

posteriormente secadas.

La separacion de proteinas por precipitacién modifica las propiedades fisicas de la solucion
para reducir la solubilidad de las proteinas. Las proteinas generalmente tienen baja
solubilidad a pH cerca del punto isoeléctrico y en soluciones de baja fuerza iénica. Por lo
tanto, utilizando las condiciones anteriores (ajustando el pH a punto isoeléctrico), las
proteinas comenzaran a aglomerarse. El tratamiento térmico, cuando es aplicado, cambia la
estructura y solubilidad de la proteina. Por ejemplo; cuando el suero se calienta a mas de
90 °C durante 10 min en condiciones acidas (pH 3.5 a5.5.), se puede observar un precipitado

de proteina (Cufiafia, 2018).

2.7 MEMBRANAS DE ULTRAFILTRACION

Los procesos de membrana se consideran herramientas eficaces para el desarrollo de
productos con valor afiadido como los péptidos bioactivos (Pouliot, 2008). Estos procesos de
separacion se basan en la permeabilidad selectiva de uno o méas liquidos a traves de la
membrana en funcion con la diferencia de presion. Los métodos de ultrafiltracion con
membranas han sido aprobados para el fraccionamiento de hidrolizados de proteinas ya que
el peso molecular de la mayoria de los péptidos bioactivos se encuentra dentro del rango del
tamafo normal del poro de estas membranas (Ledn et al., 2011).

La ultrafiltracion (UF) es una técnica utilizada con éxito para obtener fracciones ricas en

péptidos con actividad antihipertensiva procedentes de proteinas lacteas (Gémez et al., 2006;
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Hernandez et al., 2004). Se puede usar un sistema de ultrafiltracion para separar péptidos que
tienen el peso molecular y las propiedades funcionales deseadas. La ultrafiltracion se usa
comunmente para preparar soluciones enriquecidas con péptidos a partir de hidrolizados de
proteinas para mejorar la bioactividad de estos; se utiliza para separar peptidos de tamafos
inferiores a 7 kDa (Mehra y Kelly, 2004). La obtencion de polipéptidos se pude obtener en

la combinacion de procesos de UF (ultrafiltracion) y nanofiltracion.

2.8 PROCESO ENZIMATICO PARA LIBERACION
La proteina precursora puede generar de multiples maneras péptidos bioactivos, como:
a) Digestion gastrointestinal in vivo.
b) Hidrdlisis in vitro por accion de enzimas digestivas, proteoliticas u otras enzimas
derivadas de microorganismos o plantas.

c) Fermentacion microbiana.

No obstante, la digestién gastrointestinal in vivo es uno de los métodos més efectivos, sin
embargo, es mas complejo y costoso, por otro lado, la hidrolisis enzimatica se considera un
método efectivo, confiable y econdmico para la obtencion de péptidos bioactivos. La cual
consiste en un conjunto de etapas, originando péptidos de tamafio decreciente:

Proteinas — proteasas — peptonas — péptidos — aminodacidos.
Trata de un conjunto de reacciones simultaneas que da una ruptura de enlaces, con distintas
especies cargadas en equilibrio (Borja, 2014). La hidroélisis enzimética ofrece ventajas, ya
que al ocupar enzimas selectivas para un tipo de enlace no existe un proceso de degradacién
del sustrato, los valores de pH y temperatura pueden ser controlados (pH estan en un rango
de 4 a 10 y la temperatura entre 40 a 60 °C), manteniendo o mejorando el valor nutritivo de
la proteina. Por otro lado, una ventaja adicional de la hidrdlisis enzimatica es la disminucion
de alérgenos. El tamafio, la cantidad, la composicion de péptidos y aminoacidos libres es
afectada por la especificidad de la enzima, asi como su secuencia de aminoacidos. Utilizando
diferentes enzimas se obtienen la formacion de una mezcla de péptidos con diferentes grados

de hidrdlisis y en consecuencia diferentes rangos de actividad bioldgica (Borja, 2014).
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Los acidos gastricos y la pepsina presentes en el estbmago se encargan de desnaturalizar la
proteina cuando es ingerida; posteriormente, las proteasas hidrolizan los fragmentos a
péptidos, los cuales van a las células de la mucosa para ser hidrolizados por peptidasas. Es
asi como los enterocitos aprovechan una parte de estos mientras que otra fraccion pasa al
higado para emplear las funciones hepaticas, los productos que quedan se incorporan a la
circulacién para ser utilizados por otros 6rganos en general (Rodriguez et al., 2014; Saavedra
etal., 2013).

Los hidrolizados enzimaticos se utilizan para una variedad de prop6sitos, como mejorar y/o
modificar las propiedades funcionales de productos alimenticios, en formulaciones
farmacéuticas y aplicaciones clinicas especificas, asi como para reduccion de reacciones
alérgicas producidas por la proteina y en la obtencion de péptidos bioactivos (Tardioli et al.,
2003). Durante la hidrdlisis de las proteinas, la seleccion de enzimas y las condiciones del
proceso influyen en la composicién de los péptidos en el hidrolizado y, por lo tanto, en sus
propiedades funcionales (Van der Ven et al., 2002). Dependiendo del grado de hidrolisis
(GH), los productos proteicos se pueden clasificar en hidrolizados parciales (GH <10%) e
hidrolizados extensivos (GH >10%), cada uno con propiedades especificas que afectan a su
utilizacion (Vioque et al., 2006). Con este propdsito, un gran nimero de enzimas exdgenas
se han empleado con éxito en la produccidn de hidrolizados proteinicos de diversas fuentes,
por lo que la naturaleza de la actividad enzimatica o su actividad especifica es un factor

importante por considerar (Vioque et al., 2001).
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Figura 7. Clasificacion de enzimas segln su actividad catalitica (Torruco-Uco et al., 2008).

En la figura 4, se muestra los grupos en los que se dividen las proteasas de acuerdo con su
actividad catalitica: endopeptidasas o proteinasas, las cuales hidrolizan enlaces internos de
las cadenas peptidicas y exopeptidasas o peptidasas que hidrolizan aminoacidos y dipéptidos
de los extremos de las cadenas polipeptidicas (Guadix et al., 2000). Estas tltimas se pueden
dividir a su vez en aminopeptidasas si acttan por el extremo N-terminal o carboxipeptidasas

si lo hacen por el extremo C-terminal (Vioque et al., 2001).

Sin embargo, durante la hidrolisis enzimética de proteinas se podria dar la presencia de
péptidos hidrofébicos los cuales producen un intenso sabor amargo, mientras que la
reduccion del nimero de aminoécidos aromaticos en los hidrolizados proteinicos mejora su
sabor, el cual es un factor importante para el uso satisfactorio de una dieta especial (Tardioli
etal., 2003). Para lograr esto, se hace uso de enzimas de forma secuencial las cuales generan
altos grados de hidrolisis reduciendo el contenido de aminoacidos hidrofébicos, un ejemplo
de esto es que Pedroche et al. (2002) emplearon enzimas comerciales Alcalasa® 2.4 L
(endoproteasa) y Flavourzima® 1000 MG (endo y exoproteasa) y obtuvieron hidrolizados
proteinicos con un grado de hidrélisis (GH) de 65%, debido a que la Alcalasa® incrementa

el nimero de sitios de N-terminales facilitando la hidrélisis por la Flavourzima® la cual

Péagina| 19



TECNOLOGICO
NACIONAL DE MEXICO

presenta ambas actividades. Ultimamente las tendencias mundiales de la alimentacion
muestran que los consumidores estan interesados en algunos productos alimenticios, que
ademas de su valor nutricional, ofrecen beneficios a las funciones fisioldgicas del organismo

humanos.

2.9 ALIMENTOS FUNCIONALES

. Las diferencias dietéticas han abierto una nueva area de desarrollo en las ciencias de los
alimentos y de la nutricion con respecto a los alimentos funcionales. Aunque el vinculo entre
la dieta y la salud ha sido reconocido por la medicina china desde el afio 1000 a. de C. con la
frase “deja que la alimentacion sea tu medicina y que la medicina sea tu alimentacion”,

propuesta por Hipocrates (Astiasaran, 1999).

Segun los expertos, muchas enfermedades crénicas que afectan a la sociedad de una forma u
otra (cancer, obesidad, hipertension, trastornos cardiovasculares) estan intimamente
relacionadas con la nutricién (Jones, 2002). Actualmente, existe una clara preocupacion en
la sociedad sobre el posible vinculo entre la salud personal y la ingesta de alimentos. Incluso
se reconoce que la salud es buena y se controla mejor con alimentos, por lo que el mercado
alimentario tiene una clara preferencia por los alimentos anunciados como saludables. Las
propuestas de nuevos productos con ciertos beneficios para la salud aparecieron por primera
vez en 1960. Desde entonces, se han introducido en el mercado nuevos alimentos, con el fin
de utilizar en dietas estrictas como las exentas de gluten, aquellas bajas en calorias o bajas en
sodio, etc. Estos productos se les conoce como:

» Alimento funcional: Cualquier alimento en forma natural o procesada, que contiene
componentes nutritivos y otros adicionales los cuales favorecen a la salud, la
capacidad fisica y el estado mental de una persona. Este término esta relacionado con
el concepto bromatoldgico de "propiedad funcional”, es decir la caracteristica que
tiene un alimento, en virtud de sus componentes quimicos y de los sistemas
fisicoquimicos de su entorno, sin referencia a su valor nutritivo.

» Producto nutracéutico: Cualquier producto que pueda tener la consideracion de
alimento, parte de un alimento, capaz de proporcionar beneficios saludables,

incluidos la prevencion y el tratamiento de enfermedades (Astiasaran, 1999). El
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concepto de alimento nutracéutico ha sido recientemente reconocido como "aquel
suplemento dietético que proporciona una forma concentrada de un agente
presumiblemente bioactivo de un alimento, presentado en una matriz no alimenticia
y utilizado para incrementar la salud en dosis que exceden aquellas que pudieran ser
obtenidas del alimento normal™ (Zeisel, 1999).

» Alimentos disefiados: Alimento procesado, el cual tiene ingredientes naturales ricos
en sustancias capaces de prevenir enfermedades. Este término es utilizado
frecuentemente como sindnimo de alimento funcional.

» Productos fitoquimicos: Sustancias que se encuentran en verduras y frutas, que
pueden ser ingeridas diariamente con la dieta en cantidades de gramos y muestran un
potencial capaz de modular el metabolismo humano (Astiasaran, 1995). Actualmente
también es considerado como alimentos funcionales a los microorganismos

probidticos.

2.9.1 Componentes funcionales en alimentos

En la actualidad existen muchos alimentos funcionales en el mundo. En la Tabla 2 se
presentan algunos ejemplos de componentes presentes en los alimentos funcionales. Uno de
los paises que tiene claro el objetivo de alimento funcional es Estados Unidos ya que tienen
la finalidad de prevenir enfermedades en la poblacion, por ejemplo, es facil encontrar barras
de cereales con el fin de ayudar a mujeres de mediana edad, estas estan suplementadas con
calcio que previene la osteoporosis, 0 por proteina de soya la cual ayuda a reducir el riesgo
de padecer cancer de mama y con acido félico, para tener un corazbn méas sano, también
panecillos energizantes y galletas adicionadas con proteinas, zinc y antioxidantes (Hasler,
2000).
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Tabla 2. Principales componentes funcionales.

Clase/Componente

Origen

Beneficio potencial

Carotenoides

Betacaroteno

Luteina

Licopeno

Zanahoria

Vegetales Verdes

Tomate

Neutraliza los radicales libres que

podrian dafiar a las células.

Contribuye a una vision sana.

Podria reducir el riesgo de cancer de

préstata.

Fibras dietéticas

Fibra insoluble

Betaglucano

Céscara de trigo

Avena

Podria reducir el riesgo de cancer de
colon.
Reduce el riesgo de enfermedad

cardiovascular.

Acidos grasos

Omega 3, 4cido graso DHA

Acido linoleico

Aceites de peces

Queso, productos carnicos

Podrian  reducir el riesgo de
enfermedades  cardiovasculares vy

mejorar funciones mentales y visuales.

Podrian  mejorar la  composicion
corporal, podrian reducir el riesgo de

ciertos tipos de cancer.

Flavonoides

Catequinas

Flavonas

Te

Citricos

Neutraliza radicales libres, podria

reducir el riesgo de cancer.

Neutraliza radicales libres, podria

reducir el riesgo de cancer.

Esteroles vegetales

Ester estanol

Maiz, soya, trigo

Reduce los niveles de colesterol

sanguineo.

Prebidticos/probioticos

Fructooligosacaridos

Achicoria, cebolla

Podria mejorar la salud

gastrointestinal.
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Lactobacilos Yogurt Podria mejorar la salud

gastrointestinal.

Fitoestrogenos
Isoflavonas Alimentos de soya Podrian reducir los sintomas de

menopausia

Proteinas y péptidos

bioactivos Previenen y controlan la
Lactoferrina Leche hipertensién, fortalece el sistema
Péptidos bioactivos Oleaginosas, Leguminosas, etc. inmune, reduce el riesgo de cancer,

osteoporaosis, contiene antioxidantes;
los cuales disminuyen los radicales
libres y podrian ser antimicrobianos,
actividad  anticolesterolémica y
antidiabético controlando los niveles

de glucosa en la sangre.

Fuente: Korhonen, (2002).

Los productos se desarrollan con el objetivo de proporcionar beneficios fisioldgicos a un
grupo de consumidores especificos, por ejemplo: grupos con riesgo en su salud, personas
mayores, deportistas, etc. La funcionalidad de estos productos alimenticios se basa en
ingredientes bioactivos que estan naturalmente presentes en el producto, pero a menudo se
requiere el desarrollo de tecnologias apropiadas para optimizar las propiedades benéficas
deseadas. (Korhonen, 2002). Esto a menudo requiere el desarrollo y la aplicacion de nuevas
tecnologias. La aplicacion de tecnologias de procesamiento se centra en dos aspectos:
1) En retener la bioactividad al méximo durante el procesamiento y almacenamiento de
los productos formulados; y
2) En liberar los componentes bioactivos deseados en el sitio requerido del cuerpo
(Bellisle et al., 1998).

Los alimentos promotores de la salud pueden también presentar desafios con respecto a su
posicién regulatoria y el desarrollo de estrategias para lanzarlos al mercado. En la ultima
instancia, estos nuevos productos deben ser aceptados por los consumidores, en términos de

eficacia documentada, propiedades sensoriales y precio (Hasler, 1998).
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2.10 EFECTOS SOBRE LA SALUD DE LOS PEPTIDOS BIOACTIVOS

Aunque existen diferentes medicamentos disponibles para tratar o ralentizar el progreso de
ciertas enfermedades en humanos, sus efectos secundarios pueden ser mayores que Sus
beneficios. En contexto, los péptidos derivados de proteinas podrian convertirse en un sustito
natural de los farmacos utilizados en el tratamiento de diferentes enfermedades
(Nongonierma & Fitzgerald, 2015). La literatura cientifica indica que estos péptidos pueden
atravesar el epitelio intestinal y llegar los tejidos periféricos a través de la circulacion
sistematica, siendo capaces de realizar funciones especificas a nivel local, en el tracto
gastrointestinal y a nivel sistematico. (Mulero et al., 2011; Rodriguez et al., 2014). Los
péptidos y aminoacidos pueden ser absorbidos en forma intacta a través del espacio
intersticial en el sistema linfatico cuando escapan a la digestion. Sin embargo, la
permeabilidad de los capilares y la solubilidad de los lipidos afecta la capacidad de los
compuestos para entrar en el sistema linfatico intestinal. Se ha sugerido que los farmacos
transportados a través del sistema linfatico gastrointestinal no se pueden metabolizar en el
higado. Es asi como la ruta de transporte de los péptidos es afectada por el tamafio y la
hidrofobicidad (Sarmadi & Ismail, 2010). La actividad bioldgica depende de la secuencia de
aminoéacidos que conformen los péptidos al momento de terminar la hidrolisis, estos tendran
la capacidad de regular diversos procesos fisioldgicos, alterando el metabolismo celular y
actuando como hormonas o neurotransmisores a través de interacciones hormona receptor y
cascadas de sefializacién: los cuales pueden ejercer su accion regulando el metabolismo a
través de las glandulas de excrecidn, ajustando la presion arterial, ejerciendo efectos sobre el
suefio, la memoria, el dolor, el apetito y los efectos sobre el sistema nervioso central (Mulero
et al., 2011; Rodriguez et al., 2014). Segun las propiedades estructurales, la composicion y
la secuencia de sus aminoacidos, los biopeptidos pueden desempefiar diversas funciones,
tales como hipocolesterolémicos, antihipertensivos, antimicrobianos, antioxidantes,
antitrombdticos, anticancerigenos, opiaceos, inmunomoduladores, saciantes, entre otras
(Nongonierma & Fitzgerald, 2015). Lo cual permite ofrecer una amplia variedad de
alimentos enfocados a cierto grupo de consumidores. La capacidad antioxidante y
antihipertensiva son las mas comunes (Dominguez et al., 2014; Gonzalez et al., 2014). No
obstante, su biodisponibilidad no esta clara, ya que necesitan ser liberados de las proteinas

que se encuentran en contacto con las proteasas gastricas e intestinales, para poder atravesar
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el epitelio intestinal y llegar a los tejidos periféricos a través de la circulacion sanguinea para

ser capaces de ejercer su accion. (Mulero et al., 2011).

2.11 ACTIVIDAD HIPOCOLESTEROLEMICA

La dislipidemia, se caracteriza por la presencia de uno o méas de lipidos concentrados en
sueros anormales (total de colesterol-TC, LDL-C, triglicéridos y HDL-C), siendo el principal
factor de riesgo para las enfermedades cardiovasculares (ECV). El efecto
hipocolesterolemiante de los péptidos bioactivos se puede atribuir a dos acciones: Los
péptidos bioactivos inhiben la absorcidn del colesterol, esto se puede atribuir a que reprimen
la solubilidad micelar del colesterol; algunos péptidos pueden aumentar la concentracién o
el ndmero de receptores LDL, los cuales estdn cronicamente suprimidos por la
hipercolesterolemia o administracion de colesterol de la dieta. Diversos estudios del efecto
hipocolesterolémico de péptidos obtenidos a partir de la soya han resultado en la hipotesis
que un péptido con alta capacidad de union al &cido biliar puede inhibir la reabsorcion de la
bilis en el ileon y estimular la transformacion del colesterol en &cidos biliares en el plasma e

higado, y por lo tanto bajar los niveles de colesterol en sangre (Borja, 2014).

Se cree que los mecanismos responsables de la actividad hipocolesterolémica de los
alimentos de soja y sus péptidos bioactivos incluyen la estimulacion de la secrecion de acidos
biliares, la alteracion del metabolismo del colesterol en el higado, efectos hormonales y la
regulacién de los receptores de colesterol de actividad biofuncional de péptido bioactivo in
vitro no implica relacion directa con la actividad in vivo. Esto se debe principalmente a la
biodisponibilidad de los péptidos bioactivos, para tener un efecto potencial cuando se
administra por via oral, ya que este tiene que alcanzar el objetivo en una forma activa. Por lo
tanto, deben permanecer activos durante la digestion por proteasas humanas y ser
transportados a través de la pared intestinal a la sangre (Borja, 2014; Singh et al., 2014). Los
estudios han demostrado que los hidrolizados de proteina de soja reducen el colesterol
plasmatico que la proteina de soja intacta. También se han obtenidos péptidos bioactivos con
efecto hipocolesterolémicos a partir de B-Lactoglobulina, hidrolizado de proteina de carne de

cerdo y proteina vegetal (Mulero et al., 2011).
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2.11.1 Péptidos anticolesterolémicos

Uno de los factores de riesgo méas importantes que se atribuyen al desarrollo de enfermedades
cardiovasculares son la hiperlipidemia, y en especial el hipercolesterolemia.

Pocos péptidos con actividad hipocolesterolémica han sido secuenciados y asi también su
relacion estructura-actividad no ha sido bien definida. Sin embargo, por su naturaleza
anfifilica, la hipdtesis mas aceptada en el mecanismo de accién de dichos péptidos es la de
competir con el colesterol en las micelas que lo contienen de tal forma que son absorbidas en
el yeyuno. Asi, los péptidos IIAEK, LPYP y WGAPSL han sido aislados del hidrolizado
triptico de leche bovina (Nagaoka et al., 2001), de la glicina de soya (Kwon et al., 2002) y de

hidrolizados con Alcalasa de soya (Zhong et al., 2007), respectivamente.

2.12 ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE

La dieta es importante para el control del peso y para la prevencién de la diabetes, ya que la
obesidad esta asociada al numero de receptores de insulina y, por lo tanto, con el desarrollo
de resistencia a esta hormona. Cuando la dieta y el ejercicio no son suficiente para normalizar
los niveles de glucosa en la sangre, se deben prescribir medicamentos hipoglucemiantes. Los
medicamentos hipoglucemiantes incluyen insulina y agentes hipoglucemiantes orales como
las sulfonilureas, biguanidas y acarbosa. (Vargas et al., 2015). Los farmacos
hipoglucemiantes orales actian en varios mecanismos fisiopatolégicos de la diabetes: la
resistencia a la insulina, las alteraciones en la secrecién de la insulina por las células beta del
pancreas, la produccién hepética de la glucosa, la absorcion intestinal de la glucosa derivada
de la digestion de los alimentos, el control funcional insular total con base en las hormonas
incretinas, la actividad del glucagén, etc. Al disminuir la hiperglucemia, mejora la
glucotoxicidad independientemente del medicamento empleado y por esa razén aumenta la
sensibilidad a la insulina y la capacidad secretora de las células beta (Vargas et al., 2015).
Los hipoglucemiantes orales se encuentran agrupados segun su principal mecanismo de
accion en: secretagogos de insulina, reductores de la produccion hepatica de glucosa,
sensibilizadores de la insulina e inhibidores de la a-glucosidasa intestinal. Se han reportado
otros efectos ademdas del hipoglucemiante en los farmacos antes mencionados;
atribuyéndoles efectos en los factores de riesgo cardiovascular como los lipidos, en

fendmenos inflamatorios, resistencia a la insulina, la disfuncion endotelial, el vaciamiento
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del estomago, la produccion de radicales libres, la preservacion de las células beta y la
diferenciacion a partir de precursores. Los problemas que se mencionan anteriormente

podrian evitarse con el uso de sustancias hipoglucemiantes puras (Herrera-Chale et al., 2014).

2.12.1 Digestion de carbohidratos y diabetes

El metabolismo de los carbohidratos se encarga de transformar los carbohidratos ingeridos a
través de los alimentos en moléculas de glucosa, forméandola la fuente de energia mas
eficiente. Los carbohidratos en los alimentos suelen ser polisacaridos (celulosa o almidon) o
como disacaridos (sacarosa o lactosa). Las enzimas y una compleja serie de procesos
metabdlicos estan involucrados en la digestion de carbohidratos. Inicialmente, las enzimas
digestivas hidrolizan estos polisacaridos complejos. Las principales hidrolasas digestivas
son:

» La o-amilasa (EC 3.2.1.1). Esta enzima es secretada por las glandulas salivales y
pancreaticas. Se encarga de hidrolizar carbohidratos complejos (almidon) en
oligosacaridos, los cuales son hidrolizados posteriormente por la a-glucosidasa.

» Laa-glucosidasa (EC 3.2.1.20). Esta enzima esta unida a la membrana de la mucosa
epitelial del intestino delgado. Liberando moléculas de glucosa libre de residuos de

a-glucosa no reductores enlazados (1-4) terminales.

El consumo de alimentos provoca la liberacién de hormonas en el intestino Ilamadas
incretinas (polipéptido inhibidor gastrico, GIP y péptido 1 similar al glucagon, GLP-1). Estos
dos afectan a la mayoria de los tejidos diana en el cuerpo, actuando como sefiales endocrinas
al pancreas, lo que lleva a la produccion de insulina en las células B y la supresion de la
liberacion de glucagon en las células a. Estas dos incretinas son responsables del 70% de la
secrecion de insulina en el pancreas después de ingerir alimentos (Nauck et al., 2004). La
reduccion de la glucemia tras la ingestion se da como resultado la absorcion de la glucosa
por los musculos y la menos produccion de glucosa en el higado, regulando los niveles de

glucemia postprandial.

La enzima dipeptidil peptidasa IV (DPP-1V) se encarga de la regulacion en la degradacion

de las incretinas segun las necesidades fisiologicas, después de su liberacion en el torrente
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sanguineo y la unién a receptores especificos. GLP-1 y GIP tienen un corto tiempo de vida
aproximadamente 2 min y 5-7 min respectivamente, antes de que sean degradados por DPP-
IV (Tahrani et al., 2011; Yang, & Zhao, 2019). DPP-IV es una enzima (EC 3.4.14.5) que
divide dipéptidos del extremo N-terminal de los polipéptidos, en el que la prolina esta en la
penultima posicion (Lammi et al., 2018). La DPP-1V puede ser encontrada en la superficie
luminal de los enterocitos; interactuando asi con cualquiera de las moléculas de la ingesta de
alimentos antes de su absorcion, metabolizandose ain méas antes de la interaccion de las
moléculas con la DPP-1V endotelial soluble y vascular (afectando los niveles de GIP y GLP-
1). Durante la regulacion de la ingesta de alimentos las hormonas intestinales liberadas por
las células entero-enddcrinas (Carén et al., 2017). Una de las enfermedades mas prevalentes
es la diabetes mellitus tipo 2, la cual afecta a mas de 400 millones de personas y se estima
que para el afio 2045 se vean afectadas aproximadamente a 700 millones de personas (IDF
Diabetes Atlas, 2017). Este trastorno metabdlico es caracterizado por la resistencia a la
insulina, es decir, la incapacidad que tiene el organismo para reaccionar a la accion de la
insulina, o la produccion insuficiente de esta hormona. Es importante controlar el nivel de
glucosa postprandial, ya que las consecuencias a largo plazo son diversas, desde insuficiencia
renal hasta un dafio neuroldgico y trastornos cardiovasculares (Li & Holscher, 2007; Patil et
al., 2015). Algunas causas como los factores geneticos intervienen en el desarrollo de la
diabetes. Sin embargo, se piensa que la obesidad es la causa principal ya que opera a través
de varias vias que incluyen un desequilibrio en la concentracion de hormonas, citoquinas y
otras sefiales inflamatorias (Tahrani et al., 2011). La inyeccion de insulina (Howard et al.,
2018) es el tratamiento més utilizado para esta enfermedad, ya que regula positivamente el

funcionamiento del organismo. Su desventaja principal que no se puede ingerir por via oral.

2.12.2 Inhibidores de la enzima a-amilasa y a-glucosidasa

Conforme al proceso de digestion y las enzimas que se involucrada en el metabolismo de los
carbohidratos, evitar la degradacion de los polisacaridos en glucosa es el primer paso para
prevenir un aumento del nivel de glucosa en sangre. La inhibicion de las hidrolasas digestivas
(amilasas, glucosidasa) impide la hidrolisis de los polisacaridos complejos y, por tanto, su
absorcion en el torrente sanguineo. La inhibicion de las amilasas puede ocurrir en la saliva 'y

en el tracto gastrointestinal, lo que reduce el nivel de glucosa en sangre (Yan et al., 2019).
Péagina | 28




TECNOLOGICO
NACIONAL DE MEXICO

Por su parte, la inhibicion de la a-glucosidasa impide la captacion de glucosa en el torrente
sanguineo, disminuyendo asi efectivamente la hiperglucemia postprandial (Ibrahim et al.,
2017; Konrad et al., 2014; Patil et al., 2015). Los inhibidores de glucosidasa no estimulan a
las células B a secretar insulina, un factor adecuado para la estimulacién de la secrecion de
GLP-1 es la absorcion retardada de carbohidratos, lo que conduce al efecto incretina. Entre
los principales inhibidores de la a-glucosidasa y la a-amilasa se encuentran la acarbosa, el
miglitol y la voglibosa. Sin embargo, se han limitado su uso como inhibidores ya que se han
descrito numerosos efectos secundarios, como molestias gastrointestinales, dolor de
estomago y flatulencias (Patil et al., 2015). Por lo tanto, es un interesante tema de

investigacion la obtencion de inhibidores de estas enzimas sin efectos secundarios.

2.13 FUENTES DE PEPTIDOS BIOACTIVOS

Cualquier proteina independientemente de sus funciones y calidad nutricional, puede ser
empleada como fuente de péptidos con actividad bioldgica, llamados también biopeptidos
(Karelin et al., 1998). De esta forma, se puede establecer la generacion de biopeptidos como
un nuevo criterio para establecer el valor de una proteina (Meisel, 1998). Dentro de las
proteinas precursoras de biopeptidos destacan las proteinas lacteas, del cual se han aislado
péptidos con actividad antihipertensiva, antimicrobiana, opioide e inmunomoduladores
(Darewicz et al, 2007; Dziuba et al., 2004; Gobbetti et al., 2002). también destacan las
proteinas de la carne de pollo y del huevo los cuales son importantes fuentes de biopeptidos
con actividad antihipertensiva (Pihlanto-Leppéla et al., 1998). Por su parte, el colageno y la
elastina son precursores de péptidos con actividad anticoagulante (Maruyama et al., 1992).
Una alternativa para la obtencion de péptidos son las proteinas vegetales ya que tienen mayor
disponibilidad y un menor costo, como es el caso de la soya, el trigo, el arroz y el maiz (Gibbs
et al., 2004; Yoshikawa et al., 2000). Enfocandonos en las semillas de girasol, algunos
estudios han identificado su contenido de proteinas, peptidos y aminoécidos en la harina
desengrasada (Villanueva 1999), la cual es la harina restante después del proceso de
extraccion de aceite y su uso se centra principalmente en la alimentacion para el ganado
dejando de lado su uso humano, la cual puede contener péptidos con actividad biol6gica
pudiéndose utilizar como suplementos alimenticios o coadyuvantes en enfermedades cronico

degenerativas. Dentro de los alimentos mencionados anteriormente se han identificado
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diferentes péptidos con actividad bioldgica los cuales que pueden ser beneficiosos para la

salud y la prevencion de enfermedades. (Carrillo et al., 2015).

2.14 SEMILLA DE GIRASOL (Helianthus annuus)

Las semillas de girasol provienen de la planta con el mismo nombre, cientificamente se les
conoce (Helianthus annuus), cuyo nombre viene del griego que significa “flor que gira con
el sol”. El significado de este nombre se pude relacionar con la funcidn que tienen estas
flores, es conocida como “heliotropica”, refiriéndose a la capacidad que tiene la planta para
que sus hojas giren en busca de la luz solar. EI nombre de la planta varia segun la zona donde
se cultive, es decir, en cada pais o regién se le conoce con un nombre distinto, como los

siguientes: jaquima, calon, mirasol, maravilla, maiz de teja y tlapololote (Unisima, 2017).

2.14.1 Origen

Las semillas de girasol, conocidas también como pipas o pepas, son frutos de la planta de
girasol, la cual anteriormente existia exclusivamente en el continente americano, se cree que
el cultivo de esta planta se remonta aproximadamente de hace 3,000 afios 0 mas. Los estudios
que se han realizado en torno a la historia de las plantas y sus origenes han comprobado que
el girasol era utilizado en México 2,600 afios a. de C. Sin embargo, en la actualidad los
girasoles son plantas que se cultivan sin ningin problema en todas las regiones propicias en

cualquier parte del planeta (Gonzalez-Peréz, 2003).

2.14.2 Descripcion

Son plantas anuales (como lo indica su hombre especifico latin: annuus) las cuales pueden
medir tres metros de alto. Los tallos generalmente son erectos e hispidos. La mayoria de sus
hojas son caulinares, pecioladas, alternas, con base cordiforme y bordes aserrados (Figura 5).
Usualmente la cara inferior es mas o menos hispida, a veces glandulosa y la superior glabra.
Las bracteas involucrales llamadas filarias se encuentran en nimero de 20-30, y hasta méas
de 100, ovaladas a lanceoladas brutalmente estrechadas en el apice nerviadas
longitudinalmente, con el borde generalmente hispido o hirsuto, al igual que sus caras
exteriores, raramente son glabras. El involucro es hemisférico o anchado y mide 15-40 mm

y hasta més de 20 cm.
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Figura 8. Morfologia del girasol.

Fuente: Agro Krebs (https://www.facebook.com/agrokrebs/potos/1292364127914703).

Las ligulas, son de color amarillo a anaranjado en ocasiones rojas, miden aproximadamente
2.5-5 c¢cm; los flosculos, , del mismo color con los estambres pardos-rojizos. Los frutos
conocidos comunmente como aquenios ovalados, estos son algo truncados en la base, miden
de 3-15 mm de largo, estriados por finos surcos verticales, de color oscuro, generalmente
casi negras, aunque pueden ser también blancas, rojas, de color miel, o con bandas
longitudinales mas claras. El vilano consiste en dos escamas lanceoladas de 2-3.5 mm
acompanadas, o no, de hasta cuatro escamitas obtusas de 0.5-1 mm, todas tempranamente
caedizas (Barros et al., 2004).

2.14.3 Usos

Los girasoles se pueden clasificar en: oleaginosos, de alto contenido de &cido oleico, de
confitura o confiteria, y ornamental. El girasol contiene alrededor de 58% de aceite en su
fruto, el cual es utilizado comunmente para cocinar, y también para producir biodiesel. El
aceite de girasol virgen obtenido del prensado de las pipas, posee vitamina E. La harina
conocida que queda después de la extraccion del aceite, conocida como "orujo" y las hojas
se utiliza como alimento para el ganado. Los tallos contienen una fibra que puede ser usada

en la elaboracion del papel (Barros et al., 2004).
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2.14.4 Beneficios y Propiedades
Ademaés de ser un producto popular para comer y usar, las semillas de girasol también son
un alimento rico en vitaminas, proteinas, minerales y otros nutrientes. Por lo que ingerirlo
puede tener muchos beneficios al organismo ayudando a mantener una salud optima.
Los beneficios que més destacan de las semillas de girasol son los siguientes:
» Tiene un alto nivel de &cidos grasos insaturados.
» Disminuye el nivel de colesterol y reduce los triglicéridos.
» Contienen una gran cantidad de antioxidantes, su consumo ayuda previene el cancer
y mantiene el cuerpo estimulado para retardar el envejecimiento.
» Mejora el proceso digestivo, ya que contiene fibra, previniendo el estrefiimiento y los
problemas gastrointestinales.
» Es un depurativo natural en el cuerpo.
» Da saciedad.

En diversos estados del pais se usa en diversas enfermedades como pleuresia, resfriado,
catarro, para las llagas, heridas, trastornos nerviosos, dolor de cabeza y las reumas. Su alto
contenido en grasas libres de colesterol, su gran cantidad de proteinas y el nivel de hidratos
de carbono son los compuestos mas importantes que tiene esta semilla. (Linares et al., 2009).
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2.14.5 Morfologia de las semillas de girasol

La semilla de girasol (Figura 6) esta formada por un embrion el cual est4 cubierto por un
tegumento seminal y por el pericarpio (o cascara). El embridn representa el 75-80% del peso
seco de la semilla, y en él se encuentran dos cotiledones en donde se almacenan las reservas
de lipidos y proteina (que son utilizadas durante la germinacion de la semilla). Mientras que
el pericarpio representa el 20-25% del peso seco de la semilla, y es principalmente de
naturaleza lignoceluldsica (Gonzalez-Pérez, 2003). El tamafio depende de la variedad y de
las condiciones de cultivo. El contenido en grasa de las semillas depende en gran medida del
grosor del pericarpio, que suele ser una caracteristica genética, correspondiendo a pericarpios

muy finos un alto contenido en grasa.

Z 7»’-’ - Pericarpo (endocarpo)
'(} & ——Léculo
{ A ~——Cubierta seminal

Funiculo

Pericarpo (epicarpo)

Figura 9. Partes de la semilla de girasol. Fuente: (Instituto de Investigacion y Formacion Agraria y
Pesquera. & Consejeria de Agricultura, Pesca y Desarrollo Rural, 2016).

2.14.6 Produccion de semilla de girasol (mundial y nacional)
2.14.6.1 Panorama Mundial
Los principales paises productores de girasol son, de acuerdo con su orden de importancia:

Rusia, Ucrania, Argentina, India, China, Rumania y EU. En el ultimo mes de abril 2022, el
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Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA) proyecté que la produccion
mundial de girasol 2021/2022 puede alcanzar los 57.31 millones de toneladas, un poco mas
de 0.12 millones de toneladas que la proyeccion del mes pasado. En el 2021 se produjeron
49.27 millones de toneladas de girasol. Se estimaron para este afio57.31 millones de
toneladas lo cual puede significar un incremento de 8.04 millones de toneladas 0 16.33% en

la produccion de girasol alrededor del mundo.

2.14.6.2 Importancia econémica

A nivel mundial en 2019, segun datos de la FAO, con una produccion mundial del 27.43%
Rusia fue el principal productor de semillas de girasol, seguido de Ucrania con 27.20%. Estos
dos paises concentraron el 54.63% de la produccion. El tercer pais productor, Argentina, tuvo
una produccion de 6.82% muy bajo en comparacion de los primero dos paises. Los dos paises
que completan el top 5 de paises productores son Rumania y China, con 6.37 y 4.32%
respectivamente. México se ubicé como el productor 53° a nivel mundial al cierre del 2019
con una produccion de 4,913 toneladas de semilla, lo cual representa el 0.009% de la
produccién mundial, obtenida 2,779 hectareas sembradas. Los principales estados
productores de semilla de girasol en México para 2019 fueron Guanajuato (33.24%), Jalisco
(28.24%), Sonora (15.60%), Tamaulipas (8.67%) y el Edo. de México (7.53%); sin embargo,
el cultivo se tiene reportado para 12 estados de la Republica Mexicana, representando un
valor de produccion de $34,905,890.00 pesos.

La composicion de las semillas varia segun la variedad del girasol. En la tabla 5 se muestra
la composicion quimica porcentual promedio de las semillas de girasol enteras, sin cascara y
de la harina resultante de la extraccion de aceite. Se puede observar que, como era de esperar,
las semillas de girasol enteras como las descascaradas son ricas en componentes lipidicos
(principalmente triglicéridos neutros, fosfolipidos, glicolipidos y ceras). También poseen
importantes contenidos de proteinas y carbohidratos. Sin embargo, la cascara contiene
principalmente fibray compuestos fenolicos (Pomenta et al., 1971). En la Figura 7 se muestra
un diagrama simple del proceso industrial de extraccion de aceite de semillas de girasol. Se
puede observar alli que, el descascarado mecanico de las semillas es parcial, justificando asi

la presencia de alto niveles de fibras y de componentes fenolicos en el subproducto resultante.
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Esta harina residual tiene altos porcentajes de proteinas e hidratos de carbono. En él, las
proteinas son los componentes que poseen mayor valor agregado, siendo de interés su
recuperacion y su empleo en diversas aplicaciones. Sin embargo, las propiedades de estas
macromoléculas, como la solubilidad, pueden ser afectadas por las condiciones del proceso
(temperatura, presion, solventes organicos, etc.) y por la presencia de compuestos fenolicos
(Gonzélez-Pérez et al., 2005). Por lo tanto, es necesario conocer algunas caracteristicas de
las proteinas de girasol y de los compuestos fendlicos presentes.

Tabla 3. Composicién quimica porcentual promedio de la semilla de girasol, semilla descascarada
y harina residual resultante de la extraccion de aceite.

Componente Semilla completa  Semilla descascarada Harina residual
Lipidos 34 -55 47 — 65 08-1.9
Proteinas 10-27 20-40 25-35
Carbohidratos 18 - 26 4-10 8-12
Fibra 22 -24 8-12 15-29
Fenoles 1-45 03-3 15-58
Minerales 2-4 3-4 5-7

Fuente: (Salgado, 2009)

| Semilla Entera |

Descascarado mecanico

Semilla | I Semilla + Cascara | | Cascara
1 dp < Smm | | dp = 5mm |
Laminadores I Caldera I

Cocinadores

Prensa mecanica

‘ Aceite Crudo
Extraccion con Solvente _

Desolventizador o Refinacion
Tostador

Figura 7. Esquema simplificado de la industrializacion de las semillas de girasol (Salgado, 2009).
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2.14.7 Proteinas de girasol

Segun Oshorne (1924) Las proteinas de reserva de semillas se clasifican normalmente en
base a su solubilidad en: albiminas (solubles en agua), globulinas (insolubles en agua, pero
solubles en soluciones salinas diluidas), prolaminas (solubles en alcoholes) y glutelinas
(solubles en soluciones alcalinas). Siguiendo esta clasificacion, las proteinas que destacan en
las semillas de girasol son las globulinas y las albuminas, las cuales representan el 40-90 y
10-30% del total de las proteinas, respectivamente (Raymond et al., 1995). Sim embargo,
algunos autores (Sabir et al., 1973; Gonzalez-Pérez et al., 2008) han descripto la presencia

de pequefias cantidades de glutelinas y prolaminas.

El polimorfismo es una de las caracteristicas de las proteinas de reserva de semillas. No
obstante, en el caso de girasol, el grado de polimorfismo ha sido poco estudiado, pero se sabe
que al menos existirian dos familias génicas, habiéndose descripto tres familias en algunos
genotipos. Este grado de polimorfismo se ha manifestado al analizar las proteinas extraidas
de las semillas por electroforesis desnaturalizantes en presencia de SDS y de un agente
reductor, donde se observd los polipéptidos o en tamafios comprendidos entre 30-40 kDa y
los polipéptidos B entre 21-27 kDa (Gonzéalez-Pérez et al., 2005). Por otra parte, la segunda
fraccion proteica mayoritaria presente en las semillas de girasol son las albiminas. Estas se
caracterizan por ser un grupo heterogéneo de proteinas de coeficiente de sedimentacion 2S,
el cual esta formado por subunidades simples cuyos tamafios moleculares oscilan entre 10 y
19 kDa y que son ricas en metionina y cisteina. Las cadenas polipeptidicas simples es una
caracteristica distintiva respecto a albiminas de otras semillas. (Pantoja-Uceda et al., 2004).

Villanueva et al., (1999) produjeron un hidrolizado proteico extenso de girasol mediante
hidrolisis secuencial con endo y exo proteasas, donde obtuvieron a partir de la harina
desengrasada de girasol un aislado proteico de alta calidad, mediante extraccion alcalina y
precipitacion isoeléctrica. Donde increment6 el contenido proteico desde un 31.2% en la
harina desengrasada hasta un 97% en el aislado proteico. Sus porcentajes de fibra, azucares
solubles, polifenoles y lipidos residuales se redujeron en méas del 90% en el aislado proteico
respecto a la harina desengrasada. Ellos usaron el aislado proteico como material de partida

para la produccién de un hidrolizado enzimatico proteico extenso. La hidrdlisis la realizaron
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en un reactor usando secuencialmente una endo-proteasa (Alcalasa) y una exo-proteasa
(Flavourzima). Obteniendo un hidrolizado proteico, con un grado de hidrolisis del 50.7% el
cual era blanco y no presentaba amargor.

También realizaron una composicion de aminoacidos determinada con una hidrolisis acida,
mediante cromatografia liquida de alta resolucion, donde obtuvieron los siguientes

resultados:

Tabla 4 Composicién de aminoacidos (g/100 g de proteina) de la harina de girasol (DSM),
concentrado de proteina (CP) y aislado de proteina (IP).

aminoéacido DSM CP IP
Asp + Asn 9.6 95 10.7
Glu + GIn 21.1 20.3 22.1
Ser 5.5 5.3 5.1
His 3.0 2.8 2.9
Gly 6.4 6 45
Thr 4.8 4.3 3.6
Arg 11.2 10.8 11.6
Ala 4.1 3.9 3.7
Pro 0.9 4.5 5.1
Tyr 3.1 3.1 3.2
Val 5.0 4.6 4.1
Met 2.3 2.7 2.9
Cys 2.3 2.3 2.0
lle 4.6 4.2 3.9
Leu 7.1 7.1 6.9
Phe 4.8 4.7 5.2
Lis 4.2 3.9 2.6

Los resultados se expresan como porcentaje de materia seca de la muestra £ SD de tres

determinaciones.
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I11. ANTECEDENTES

En la actualidad, diversas investigaciones se centran en la obtencion componentes bioactivos

que posean diferentes actividades.

Martinez, (2010). Desengrasé la harina de la semilla de girasol eliminando el acido
clorogénico antes de preparar el concentrado proteico por precipitacion donde obtuvieron un
rendimiento de extraccion de 31.4% con un contenido de proteina de 86.5%. Para realizar los
hidrolizados usaron combinaciones con dos enzimas de origen vegetal (hemisfericina,
bromelaina) y una de origen animal (pepsina). Determinando las condiciones de hidrdlisis
adecuadas para cada enzima con el fin de obtener hidrolizados que estuvieran en un rango de
entre un 70 a 80%. Eligieron enzimas vegetales con un tiempo de reaccion de 90 min, [50
pg/mL]apH 7.6 y T =35 °C y para la enzima animal un tiempo de 90 min, [400pg/mL] a
pH 2,y T = 35 °C. De todas las combinaciones enzimaticas que realizaron el mayor grado
de hidrolisis fue obtenido con la combinacion hemisfericina-bromelaina-pepsina, con un
80% de hidrdlisis. Por electroforesis llevaron a cabo el seguimiento del hidrolizado donde
comprobaron que no habia proteinas sino péptidos de menor tamafio, y aminoacidos libres.
El contenido de aminoéacidos les disminuy6 en comparacion con la proteina sin hidrolizar,
donde mencionan que esto pudiera ser debido a los tratamientos térmicos usados para detener
las reacciones enzimaticas. El producto hidrolizado obtenido en esta investigacién present6
una digestibilidad del 90%.

Maldonado et al. (2017). Ellos evaluaron la actividad hipolipemiante e hipocolesterolémica
del extracto etandlico de hoja de Mangifera indica L. en un modelo de rata ovariectomizada.
Utilizando el Kit-SPINREACT (Colesterol-LQ) para determinar el parametro de colesterol
total, mientras que para determinar los niveles de glucosa utilizaron el método de la glucosa
oxidasa empleando un equipo Accutrend® de Roche. Los resultados mostraron que la
deplecion estrogenica mediante ovariectomia incrementa los niveles de glucosa y colesterol
total en ratas adultas jovenes. Por otro lado, se demostraron que la administracion crénica del

extracto de Mangifera indica L. a una concentracion de 15 mg/mL via oral, disminuye
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significativamente los niveles alterados de glucosa y colesterol en este modelo animal de

menopausia inducida.

Kongo et al. (2011), Evaluaron la actividad anticolesterolémica in vitro en hidrolizado
proteinico de maiz obtenidos por hidrdlisis enzimatica con Flavourzima® para la produccion
de hidrolizados con actividad hipocolesterolémica, para su posible aplicacion en alimentos
funcionales para ello, utilizaron aislado proteico de maiz el cual se preparé en un medio
alcalino. En el hidrolizado obtenido evaluaron la actividad hipocolesterolémica mediante dos
métodos, el primero fue la inhibicion de la solubilidad micelar del colesterol, y el segundo
fue la capacidad de union con los &cidos biliares. Los acidos biliares utilizados fueron:
glicocolato de sodio, colato de sodio y desoxicolato de sodio. Como resultados obtuvieron
que los hidrolizados obtenidos a 90 min con Flavourzyme® mostraban un GH de 12.25%.
Ademas de tener una actividad hipocolesterolémica eficaz de 67.42, 19.01, 9.99 y 86.90% de
la inhibicién del colesterol micelar solubilidad, glicocolato de sodio, colato de sodio y
desoxicolato de sodio, respectivamente.

Dominguez, (2019). Estudié los hidrolizados proteicos a partir de semillas de quelite blanco
(A. hybridus) “SQB” y amaranto (A. hypochondriaccus) “SA” los cuales se obtuvieron
empleando enzimas comerciales (Pepsina y Alcalasa), evalu6 su efecto sobre la solubilidad
micelar de colesterol a diferentes concentraciones (10, 5y 2.5 mg/mL). Obteniendo valores
en el concentrado proteico SQB con un 19.81% de inhibicién micelar de colesterol al emplear
una concentracion de 10 mg/mL y 10.81% de inhibicidn a una concentracion de 2.5 mg/mL.
Mientras que, el concentrado de la SA tuvo los menores porcentajes ya que a una
concentracion de 10 mg/mL tuvo un 9.17% y a 2.5 mg/mL 4.40% de inhibicién. Donde
mencionan que esta variacion podria atribuirse a la presencia de aminoacidos hidrofobicos
(lle, Leu, Met, Trp, Val, Ala'y Pro) presentes en las proteinas de cada variedad, pues a dichos
aminoéacidos se les atribuye la capacidad de inhibicion de la solubilidad micelar.

Temitola et al., (2019) El objetivo de este trabajo fue producir péptidos derivados de la
proteina del guisante amarillo como inhibidores de las actividades de la a-amilasa, la a-

glucosidasa y la lipasa pancreatica. Se hidrolizé un concentrado de proteina de guisante con
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Alcalasa®, quimotripsina, pepsina o tripsina y los hidrolizados se separaron en diferentes
fracciones (<1, 1-3, 3-5, 5-10 kDa) mediante ultrafiltracion de membrana. El analisis de la
secuencia de péptidos mostrd que el hidrolizado de Alcalasa® tenia niveles mas altos de
dipéptidos y tripéptidos en comparacion con los hidrolizados de quimotripsina, pepsina y
tripsina. Las fracciones peptidicas inhibieron las actividades de a-amilasa y a-glucosidasa a
niveles similares a los de los hidrolizados no fraccionados. Los péptidos fueron mas activos
contra la a-amilasa que contra la a-glucosidasa. Por el contrario, los péptidos fraccionados
tenian una capacidad reducida (ICso >4.2 mg mL?) en comparacion con el hidrolizado no
fraccionado (1Cso <4.2 mg mL?) para inhibir la actividad de la lipasa. Los estudios de cinética
enzimatica revelaron que los péptidos reducian la actividad de la amilasa a través de la
inhibicion competitiva. Sin embargo, la inhibicion de la actividad de la a-glucosidasa no fue

competitiva.

Valencia et al., (2019). Reportaron un estudio donde examinaron el potencial antidiabético
de los péptidos naturales y las fracciones hidrolizadas de frijoles faciles de cocinar (ETC) y
dificiles de cocinar (HTC). Todas las fracciones se probaron con respecto a sus actividades
inhibidoras in vitro contra la o-amilasa y la a-glucosidasa, asi como los efectos anti
hiperglucémicos e hipoglucemicos in vivo. Los resultados evidenciaron que las fracciones
peptidicas con el peso molecular méas bajo (<3 kDa) tuvieron las actividades inhibitorias mas
altas, y se observé una inhibicion de la a-amilasa de 16.9 a 89.1% y una inhibicion de la a-
glucosidasa de 34.4 a 89.2%. En cuanto a la actividad anti hiperglucemiante, la fraccion
ETCNO3-10 mostré un mejor desempefio que el control positivo (acarbosa). Ademas, los
resultados de la actividad hipoglucemiante evidenciaron que las fracciones peptidicas
probadas fueron capaces de disminuir los niveles de glucosa a la misma extension de la
glibenclamida, manteniendo un nivel de glucosa basal constante sin un pico de hiperglucemia
posprandial. Finalmente, es posible sugerir que los péptidos naturales y las fracciones
hidrolizadas obtenidas de los frijoles comunes ETC y HTC podrian usarse en la produccion

de alimentos funcionales o formulaciones farmacéuticas para prevenir la diabetes.

Estos estudios, son algunos de los cuales demuestran el potencial de los hidrolizados

proteicos y fracciones peptidicas, a partir de materias primas alimenticias, como
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componentes bioactivos. Mostrando que las semillas de girasol poseen diversas actividades
bioldgicas, entre las cuales resaltan la anticolesterolémica e hipoglucemiante. Con base en
esto, se sugiere el estudio de dichas matrices alimentarias, como coadyuvantes en el
tratamiento de algunas enfermedades tales como hipercolesterolemia y diabetes, asi como su

posible uso en la formulacion de alimentos funcionales.
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IV. JUSTIFICACION

Las enfermedades cardiovasculares son una de las principales causas de defuncion en el
mundo, se cobran alrededor de 17.9 millones de vidas cada afio. Cuatro de cada cinco
defunciones por estas enfermedades se deben a cardiopatias coronarias y accidentes
cerebrovasculares, y una tercera parte de esas defunciones ocurren prematuramente en
personas menores de 70 afios. Los factores de riesgo conductuales mas son la dieta malsana,
la falta de ejercicio, el consumo de tabaco y el consumo nocivo de alcohol. Estos efectos se
pueden manifestar en las personas en forma de hipertension, hiperglucemia e hiperlipidemia,
ademas de sobrepeso y obesidad. Entre los principales precursores de las enfermedades del
tipo cardiovascular se encuentra el hipercolesterolemia, esta afeccién ocurre cuando el nivel
de colesterol sérico total se encuentra por encima de los 200 mg/dL (en sangre) generando
su acumulacion en las paredes de los vasos sanguineos y arterias. Por su parte La diabetes es
una enfermedad metabdlica cronica que se desarrolla cuando el organismo no usa o produce
insulina de manera eficiente. El concepto clasico de “nutricion adecuada” aporta los
nutrientes suficientes en las dietas (hidratos de carbono, proteinas, grasas, vitaminas y
minerales) estos satisfacen las necesidades bésicas, sim embargo este término tiende a ser
sustituido por el de “nutricion dptima”, que incluye, la potencialidad de los alimentos para

promocionar la salud, mejorar el bienestar y reducir el riesgo de desarrollar enfermedades.

Aunque actualmente se cuenta con tratamiento farmacoldgico tanto para tratar la diabetes,
como para reducir los niveles de colesterol total, el uso prolongado de dichos farmacos trae
como consecuencia diversas afecciones (formacion de hematomas, hemorragias,
trombocitopenias, toxicidad hepética, problemas de higado graso, cirrosis no alcoholica)
sobre la salud de quien los consume. Las proteinas son conocidas por presentar una amplia
gama de propiedades nutricionales, funcionales y biol6gicas. Nutricionalmente, son fuente
de energia y aminodacidos esenciales para el crecimiento y mantenimiento. Funcionalmente,
contribuyen a las propiedades fisicoquimicas y sensoriales de alimentos ricos en proteinas.
Ademas, muchas proteinas de la dieta poseen propiedades bioldgicas especificas que hacen

de estos componentes posibles ingredientes de alimentos funcionales o promotores de salud.
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Muchas de estas propiedades se atribuyen a los péptidos fisiologicamente activos encriptados

en las moléculas de dichas proteinas.

Es por ello que desde hace algunas décadas se han buscado alternativas que ayuden a
disminuir el desarrollo de dichas enfermedades; una de las alternativas propuestas es el uso
de péptidos bioactivos, los cuales se pueden obtener de la hidrolisis de las proteinas de fuente
tanto animal como vegetal, dentro de las fuentes vegetales se han obtenido de algunas
oleaginosas como la semilla de girasol la cual presenta un alto contenido de proteinas de
buena calidad, ya que son ricas en aminoacidos esenciales, y este puede ser de uso potencial
para la obtencion de compuestos bioactivos con actividades hipoglucemiantes vy
anticolesterolémica, por lo que en este trabajo se propone utilizar las variedad Helianthus
annuus como fuente de proteinas para ser sometidas a hidrolisis enziméatica empleando las
enzimas comerciales Alcalasa® y Flavourzima®, esto con el fin de obtener fracciones
peptidicas que contengan péptidos bioactivos que ayuden en el tratamiento de dichas
enfermedades.
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V. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad anticolesterolémica y antidiabética (in vitro) de fracciones peptidicas de

la harina desengrasada de semillas de girasol (Helianthus annuus).

5.1 Objetivos Especificos:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Obtener harina desengrasada a partir de las semillas de girasol (H. annuus) mediante
el uso de solvente organico-ultrasonido y caracterizarla quimicamente.

Obtener el concentrado proteico a partir de la harina desengrasada de semillas de
girasol (H. annuus).

Evaluar los parametros de color de la harina sin tratamiento, harina desengrasada y
concentrado proteico de semillas de girasol (H. annuus) como pardmetros de calidad.
Analizar las cinéticas de hidrolisis enzimatica individual del concentrado proteico de
la harina desengrasada de la semilla de girasol (H. annuus).

Evaluar la actividad anticolesterolémica y antidiabética del hidrolizado proteico de
las semillas de girasol (H. annuus) en un sistema in vitro.

Obtener las fracciones peptidicas por ultrafiltracion a partir de los hidrolizados
proteicos que presenten mayor actividad bioldgica.

Evaluar la actividad anticolesterolémica y antidiabética in vitro de las fracciones

peptidicas obtenidas por ultrafiltracion.
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VI. METODOLOGIA

6.1 Materiales

Las semillas girasol fueron adquiridas en el Mercado Central de Tuxtepec, Oaxaca, México,
las cuales fueron cosechadas en el municipio El Salto, Jalisco, México, y fueron procesados
en el Laboratorio de Ciencia de los Alimentos del TecNM campus Tuxtepec. Todos los

reactivos empleados fueron grado alimenticio o superior.

6.2 Obtencién de la harina

Las semillas de girasol se colocaron en charolas de aluminio, en donde fueron secadas en un
secador de charolas (Estufa Binder mod. ED 115, Alemania) a una temperatura de 55 °C
durante 4 h. Posterior al secado se les realiz6 una molienda utilizando un molino marca
Krups® (Mod. GX4100, U.S.A), se obtuvo una harina, la cual fue pasada en un tamiz de No.
80 (0.177 mm). Una vez conseguida la harina se almacend en botes de plastico a una

temperatura de 4 °C para su posterior utilizacion (Torruco, 2009).

6.3 Desengrasado de la harina

La harina obtenida de las semillas de girasol fue sometida a ultra sonicacién, para reducir el
contenido de grasa de estas, para ello se utilizé un bafio ultrasénico (Misonix 3000, Nez
Highway, Farmingdale, NY 11735, U.S.A) en el cual se introdujeron frascos de cristal con
tapas metalicas los cuales contenian 15 g de harina 'y 250 mL de éter petroleo. La harina fue
sonicada durante 20 min a una temperatura de 50 °C a una frecuencia de 40 Hz,
posteriormente fueron filtradas en papel Whatman No. 1 para recuperar las harinas ya
desengrasadas (Dominguez, 2019).

6.4 Obtencion del concentrado proteico

Se utilizé una modificacion del método reportado por Torruco-Uco (2009). Se realizé una
suspension de harina en agua destilada en una relacién 1:20 p/v (harina/agua), se ajusté el

pH a 10 con una solucién de NaOH 1 N y se dejé en agitacion por 1 h con un agitador
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mecanico (Caframo RZR-1, Heidolph Instruments GmbH & KG, Alemania) a 400 rpm.
Posteriormente la suspension se pasé por dos tamices malla no. 80y 100 (0.177 y 0.149 mm)
secuencialmente se separ0 el bagazo de la mezcla de almiddn y proteina el cual se lavé tres
veces con agua destilada y el filtrado se colecto en un recipiente de plastico y se dejo reposar
por 30 min a temperatura ambiente (35-40 °C). El residuo (bagazo) se secé en charolas de
aluminio a 60 °C en una estufa de conveccion (Binder mod. ED 115, Alemania). Transcurrido
el tiempo de reposo (30 min) de la suspensién se decanto el sobrenadante, para obtener asi el
sedimento rico en almidon, el cual se secé de igual forma que el bagazo. Al sobrenadante se
le ajustd el pH a su punto isoeléctrico (pl) 4.6 con HCI 1 N, posteriormente se centrifugo a
3500 rpm por 30 min a 10 °C para recuperar el precipitado, el cual se secé a 50 °C durante
24 h en una estufa de convencion (Binder mod. ED 115, Alemania).

6.5 Analisis quimico proximal

Se realiz6 un analisis quimico proximal a la harina y concentrado proteico de las semillas de
girasol (Helianthus annuus), y determinado por triplicado segun los métodos de la AOAC
(2012): humedad (925.09), cenizas (923.03), proteinas (960.59), grasas (920.39) y fibra cruda
(962.09) y el contenido de los carbohidratos totales por diferencia.

6.6 Determinacion del color

El color se determiné mediante el método de (Wani et al. 2013) empleando un colorimetro
de laboratorio Hunter Lab (Ultra Scan-VIS, Model USVIS1347, Inc., Reston, Virginia,
USA). Se obtuvieron los valores L* (Luminosidad), a* (cromaticidad rojo-verde) y b*
(cromaticidad amarilla/azul), a partir de los cuales se calcularon los valores de Cromaticidad
(C*) (Ecuacion 6) y angulo Hue (h°) (Ecuacion 7). La carta de color y el nimero del color se
obtuvieron con la ayuda del motor de busqueda de colores EasyRGB.

Ecuacién 6

C* = /(@)% + (b")?

Ecuacion 7

he = tan‘l(b*/a*)
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6.7 Hidrodlisis del concentrado proteico

Para la hidrdlisis de los concentrados proteicos se utilizd el método empleado por
(Vercruysse et al. 2005) con algunas modificaciones. Para el cual se emple6 un disefio de
bloques aleatorios, donde los bloques fueron las enzimas comerciales Flavourzima® y
Alcalasa®, con el tiempo de reaccion como factor a evaluar y como variable de respuesta el
grado de hidrolisis. Cada enzima se evalu6 de manera individual. Por lo qué, el proceso de
digestion se realizo bajo las siguientes condiciones: para la Flavourzima® el pH se ajust6 a 7
con HCI 1 N y se incub6 por 120 min a una temperatura de 50 °C con una relacion 1/1
(enzima/sustrato). Por otra parte, el pH de la Alcalasa® se ajusté a 8 con NaOH (4 M) y se
incubd durante 120 min a una temperatura de 55 °C. La hidrolisis se realizo en un vaso de
precipitado de 1000 mL, el cual se agitd con un agitador magnético, termémetro y un
electrodo para mantener un control sobre la temperatura y pH de la reaccién. En ambos casos
se tomaron muestras a los 20, 40, 60, 80, 100 y 120 min de reaccion. La hidrdlisis se detuvo
por calentamiento a 85 °C por 15 min a bafio maria. Todas las muestras se centrifugaron en
una centrifuga (Hettich zentrifugen, Rotina 380 R, Alemania) a 3000 rpm durante 25 min a
4 °C, y el sobrenadante se filtr6 y se guardd en congelacion a -10 °C hasta su posterior

utilizacion.

6.8 Determinacién del grado de hidrolisis

El porcentaje del grado de hidrolisis (% GH) se determiné por el método de ortoftaldehido
(OPA, por sus siglas en inglés). Este método se basa en la reaccion entre los grupos amino y
el OPA en presencia de un grupo tiol, formando un compuesto colorido detectable a 340 nm.

Para la obtencion del grado de hidrolisis se aplicé la ecuacion 8:

Ecuacion 8

%GH= (——)x100
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Donde: h es el namero de enlaces peptidicos hidrolizados y htwt €s el nimero total de enlaces
peptidicos por equivalente de proteina, dependiente de la composicion aminoacidica de la
materia prima (Nielsen et al., 2001).

6.9 Evaluacion in vitro de las actividades bioldgicas de los hidrolizados proteicos de

semillas de girasol (Helianthus annuus).

Se evaluod “in vitro” las actividades biologicas anticolesterolémica por la inhibicion de la
solubilidad micelar del colesterol y la capacidad hipoglucemiante en los hidrolizados a los

diferentes tiempos de hidrdlisis y se compararon con los concentrados proteicos.

6.10 Inhibicion “in vitro” de la solubilidad micelar del colesterol

La actividad anticolesterolémica se evalud utilizando la técnica propuesta por (Bangoura et
al. 2009). Primeramente, se prepararon las micelas de colesterol segun el método de (Kirana
et al. 2005), con algunas modificaciones menores. Para ello, se prepard una solucion micelar
(concentraciones finales en buffer acuoso: 0.5 mmol de colesterol, 1 mmol de oleico Acido
y 2.4 mmol de fosfatidilcolina) se disolvieron en metanol y posteriormente se secaron con
nitrogeno liquido. La mezcla de lipidos secos se combiné con 15 mmol de buffer de fosfato
sodico que contenga 6.6 mmol Taurocolato y 132 mmol de NaCl a pH 7.4 (cuidar el orden
para formar las micelas). La suspension se sometié a sonicacion dos veces por 1 min
respectivamente a temperatura ambiente usando un bafio ultrasénico (Misonix 3000, Nez
Highway, Farmingdale, NY 11735, U.S.A)) Posteriormente la solucion micelar fue incubada
durante una noche a 37 °C. Transcurrido el tiempo de incubacion se afiadio las muestras en
concentraciones de 10, 5, 2.5, 1 y 0.5 mg a cada tubo que con 1 mL de solucion micelar. La
mezcla se incubo a 37 °C durante 24 h y se centrifugo a 1400 rpm durante 30 min a 37 °C.
Posteriormente se recuperé el sobrenadante y las concentraciones de colesterol se determind
usando un Kit de Colesterol Oxidasa (Elite Group, U. S. A), midiendo la absorbancia a 505
nm con un espectrofotometro (Agilent Technologies, Cary 60 UV-Vis, USA). Las
concentraciones de colesterol se determinaron a partir de curvas estandar utilizando
calibracion de colesterol normal. Las concentraciones de colesterol y la capacidad de

inhibicidn fueron calculados utilizando las ecuaciones 9 y 10.
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Ecuacion 9
(0))] .
Colesterol = O—Di x [calibrador]

Donde:

Colesterol: concentracion de colesterol en mmol
ODc: es la absorbancia del calibrador

ODs: es la Absorbancia de la muestra

[Calibrador]: concentracion del calibrador en mmol

Ecuacion 10

Co—Cs

Capacidad de inhibicion (%) = o

x 100

Donde:
Co: es la concentracidon de colesterol de las micelas originales
Cs: es la concentracion de colesterol de micelas con hidrolizados

6.11 Inhibicion “in vitro” de a-amilasa y a-glucosidasa in vitro

La eficiencia de las fracciones de péptidos y proteinas de la semilla de girasol (Helianthus
annuus) para actuar como inhibidores de a-amilasa y a-glucosidasa se evaluaron siguiendo

la metodologia descrita por (Valencia-Mejia et al. 2015).
6.11.1 Para el ensayo inhibidor de a-amilasa

Se agregaron 500 pL de la muestra (que contiene 10 mg de proteina mL™) o acarbosa (10 mg
mL71) a 500 uL de a-amilasa de un pancreas porcino (10 U/mL, en 50 mmol L tampon de
fosfato de sodio, pH 6.9) y se incub0 a 25 °C durante 10 min. Luego, se agregan 500 uL de
una solucion de almidén al 1% a la mezcla y el sistema se incubd durante 10 min a 25 °C. El
contenido de azUcares reductores liberados se determind segin Miller (1959), utilizando

acido dinitrosalicilico.
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6.11.2 La inhibicion de la a-glucosidasa

Se evalué mezclando 60 pL de 2 U/mL de solucion de a-glucosidasa con 60 pL de la muestra
(que contiene 10 mg de proteina mL™) o acarbosa (10 mg mL™) y se incubo a 37 °C durante
5 min. Luego, se agregan 60 puL de una solucion de 0.1 mol de L p-nitrofenil-a-D-
glucopiranésido (p-NPG) y la mezcla se incubd durante 20 min a 37 °C. Después de eso,
también se agregaron al sistema 150 uL de una solucion de carbonato de sodio de 1.0 mol L
1y 120 pL de solucion tampoén de fosfato de 0.5 mol L, pH 6.8. La absorbancia de las

muestras se midio en espectrofotémetro a 405 nm.

Los resultados se expresaron como porcentajes y se calcularon de acuerdo con la ecuacién
11:

Ecuacién 11

inhibicion enzimatica (%) = (=) x 100
Ao
Donde: Ao es la absorbancia de la enzima (o-amilasa o a-glucosidasa) en ausencia de
inhibidores y Ai es la absorbancia de la enzima en presencia de inhibidores (acarbosa o

fracciones de proteina/péptido).
6.12 Separacion de las fracciones peptidicas mediante ultrafiltracion

Los hidrolizados obtenidos que presentaron mayor actividad inhibitoria de la solubilidad
micelar del colesterol y de la a-amilasa y o-glucosidasa fueron sometidos a un
fraccionamiento por ultrafiltracién (UF) de acuerdo con la metodologia indicada por Torruco
(2009). Los hidrolizados proteinicos fueron centrifugados a 3000 rpm por 20 min usando una
centrifuga (Hettich zentrifugen, Rotina 380 R, Alemania). El sobrenadante con las fracciones
solubles fue utilizado para iniciar la separacién por UF. Se utilizé una unidad de UF el cual
estd equipada con un agitador magnético para evitar el sedimento de la muestra sobre las
membranas. Se utilizaron tres membranas con diferentes cortes de peso molecular (MWCO):
5000 (5 kDa); 3000 (3 kDa) y 1000 (kDa). Obteniéndose con ello cuatro fracciones peptidicas
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(Figura 8) y estas se denominaron como: A (peso molecular >5 kDa), B (peso molecular entre

3y 5kDa), C (peso molecular entre 1y 3 kDa) y D (peso molecular <1 kDa).

Fraccién soluble
1
Ultrafiltracion

5 kDa (UWCO)
3 KDa (MWCO)
ks (MWEO)

(10 kDA) Reterido Permeado (< 5 kD)
(35 KDA) Retenido - Pemmendo <3 k%)
R Permendo (< 1 kD)

Figura 8. Separacion de las fracciones peptidicas bioactivas de H. annus por ultrafiltracion con tres
membranas de diferentes cortes moleculares (Torruco, 2009).

La actividad inhibitoria del colesterol y antidiabética in vitro se determin6 a las cuatro
fracciones peptidicas obtenidas de cada tratamiento enzimatico. Utilizando la metodologia

antes mencionada.
6.13 Analisis estadistico

Los resultados se analizaron mediante un analisis de varianza de una via y se determinaron
las diferencias entre las medias con una prueba de diferencia minima significativa (LSD),
con un nivel de confianza del 95%, utilizando el programa estadistico Stat graphics Plus
version Centurion 18 (Stat Soft, Inc. 1984-2008, USA).
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Analisis Quimico proximal

La caracterizacion quimico proximal de las harinas y concentrado proteico de la semilla de
girasol se muestra en la Tabla 5, las cuales mostraron diferencia significativa (p<0.05) entre
si. Considerando que la materia prima es una oleaginosa, existen interacciones proteina-
lipido; en donde la interaccion entre las cadenas alifaticas apolares del lipido y las regiones
apolares de las proteinas impide la desnaturalizacion térmica de la proteina, debido a la
formacion de zonas de alta capacidad calorifica y a la ausencia de agua tal como lo menciona
(Sanchez-Vioque et al. 1999). Aunado a esto y al proceso para la obtencion del concentrado
proteico en donde se sometid la proteina a ambientes alcalinos provocando una
saponificacion de las grasas creando asi méas interacciones proteina-lipido aumentando la
humedad; esto también podria ser atribuido al proceso de secado por el que se llevo a cabo
el concentrado proteico, ya que se manejo una temperatura de 50 °C para no dafar la

estructura de la proteina la cual proporciona las propiedades de estas.

Los datos obtenidos fueron menores a los reportados por (Rahma & Narasinga, 1979), ya que
en la harina de semilla de girasol encontraron un contenido de humedad de 7.7%. El
contenido de humedad del concentrado hallado en el presente estudio fue mayor que el
contenido de humedad del aislado proteico de semilla de girasol (Helianthus annuus)
reportado por (Vioque et al. 2001) con 4.1% y fue menor que el concentrado proteico de
garbanzo (Cicer arietinum) donde obtuvieron un contenido de humedad de 5.5%. EI menor
contenido de humedad hallado en el concentrado proteico representa una ventaja en términos
de vida de anaquel y preservacion de la calidad del concentrado proteico. (Lovatto 2015)
menciono que el contenido de humedad se relaciona con la edad de la semilla y el manejo
postcosecha, asi como con los métodos y condiciones de procesamiento. Las diferencias
halladas entre los valores de humedad comparado con otras oleaginosas, puede ser atribuido
a la diferencia microestructural entre los materiales evaluados, el cual puede darle mayor o

menor capacidad para ligar moléculas de agua (Betancur et al., 2009).
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Tabla 5. Composicion quimica proximal de la harina normal, harina desengrasada y concentrado
proteico de la semilla de girasol (Helianthus annuus).

Harina Harina Concentrado
Componentes (%0) )

normal desengrasada proteico
*Humedad (2.24 £0.03)? (2.31 +£0.03)? (4.26 £ 0.44)°
Proteina cruda 23.38+2.67° 47.04 + 0.41° 64.88 + 3.29°
Grasa cruda 51.55 + 1.20° 31.02 + 2.62° 3.67 +1.24%
Fibra cruda 2.69 +£0.76° 2.54 +0.45? 4.39 +1.47°
Cenizas 12.79 £ 1.52¢ 7.48 +0.09° 420+ 1.47%
ELN 9.59 +0.51° 11.92 + 0.63° 22.86 £ 0.51°

Los valores presentados son el promedio de tres repeticiones + desviacion estandar y expresados en base seca,
con *excepcion de la humedad. *¢ Letras superindices diferentes en la misma fila indican diferencias

significativas (p<0.05). ELN: extracto libre de nitrogeno.

En lo que respecta a los valores de proteina la harina normal y la harina desengrasada se
muestra una diferencia significativa lo cual puede ser atribuido al proceso de desengrasado
en bafio ultrasonico al que se sometio la harina, disminuyendo un 77% el contenido de lipidos
de la harina normal al concentrado proteico. El contenido proteico hallado en la harina fue
menor a lo obtenido por (Lovatto, 2015) para la harina de la semilla de girasol con 54.58%,
por otro lado, (Gonzalez-Pérez, 2003) reportaron un contenido de proteina del 51.36% en la
harina de la semilla de girasol. Por su parte, (Vioque et al. 2001) reportaron un contenido de
proteina en el aislado proteico de garbanzo (Cicer arietinum) de 83.4%. Estas diferencias del
contenido proteico encontrado en la presente investigacion pueden deberse al tipo de suelo
donde fueron cosechadas las semillas, la altitud a la cual se realiz6 la siembra, temperatura
del medio ambiente, tiempo, nutrientes en el suelo, fertilizantes y el método de sembrado
(Bruner et al., 2011).

En lo que respecta al contenido de grasa cruda, la harina normal sin desengrasar, la harina
desengrasada y el concentrado proteico de la semilla de girasol (Helianthus annuus)
presentaron valores significativamente diferentes entre ellos (p<0.05) tuvieron un valor de
51.55 y 31.02% respectivamente, mientras que, la disminucion del contenido de grasa cruda
en el concentrado proteico se puede atribuir al proceso de desengrasado por bafio ultrasonico
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al cual fue sometido. Este contenido de grasa cruda encontrado en la harina normal de la
semilla de girasol (H. annuus) fue semejante a lo obtenido por (Rahman & Narasinga 1979)
en harina de girasol quienes reportaron un contenido de grasa cruda de 51.1%. Por otro lado,
(Rossel-Kipping et al., 2018) reportaron diferentes valores de grasa en las semillas de
calabaza (Cucurbita maxima) donde la semilla de calabaza entera tuvo un valor de 28.32% y

en la pepita de calabaza obtuvieron un valor de 29.65%.

7.2 Parametros de color

Los colorantes naturales alimentarios, reciben gran atencién ya que ademas que atribuyen
color al producto, pueden proveer ciertos beneficios sobre la salud (Gengatharan et al., 2015)
debido a su efecto como antioxidantes y diferentes propiedades funcionales (Rodriguez,
2016). Ademas, estos son mas seguros y brindan ciertas caracteristicas organolépticas. El
color de los pigmentos puede ser un indicador del tipo de compuesto presente en el alimento;
por ejemplo, verdes de las clorofilas, amarillo de los carotenoides, azul-morado de las
antocianas y rojo de las Betalainas (Rodriguez, 2016). El color de la harina normal sin
desengrasar, harina desengrasada y el concentrado proteico se pueden observar en la Figura
9, mientras que los parametros de color se muestran en la Tabla 5. Se observaron diferencias
estadisticas significativas (p<0.05). Siendo la harina desengrasada la que mostr6 mayor
claridad, esto puede ser debido a que se removié el contenido de grasa cuando se utilizo el
US usando como solvente el hexano para desengrasar la muestra, el cual logré una remocion
efectiva de grasa. (Petruccelli & Afion, 2009) mencionan que el contenido de grasa en la
muestra pudo causar un oscurecimiento en la misma, previo a la extraccion de proteinas,
como se puede observar en el resultado de luminosidad (77.31) obtenido en el concentrado
proteico. De igual forma el uso de NaOH durante la extraccidn de proteinas pudo producir la
oxidacion de los compuestos fenolicos, las cuales pueden condensar o reaccionar con los

grupos cationicos de las proteinas.
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Figura 9. a) Harina normal sin desengrasar; b) harina desengrasada y c) concentrado proteico de la
semilla de girasol.

Tabla 6. Parametros de color de la harina normal, harina desengrasada y concentrado proteico de la
semilla de girasol (Helianthus annuus).

Harina Harina Concentrado
Parémetros de color

normal desengrasada proteico
Luminosidad (L*) 61.84 +0.012 79.34 +0.10° 77.31+1.14°
Enrojecimiento (a*) 2.65 +0.22° 0.59 + 0.05° -2.35+0.078
Amarillamiento (b*) 15.17+£0.77¢ 12.48 + 0.16" 6.86 + 0.05°
Diferencia total de color (AE) 40.64 £ 0.26° 23.60 + 0.02° 22,57 £ 1.092
Pureza o saturacion (C¥) 15.40 £ 0.17¢ 13.89 + 0.09° 7.25 +0.02?
Tono o matiz (h°) 84.47 + 0.62° 86.08 £ 0.37° 71.03+£0.712
Cddigo de color #ad927a #cfc3ad #bfbfbl
Paleta de color ————

Los valores presentados son el promedio de tres repeticiones + desviacién estdndar. ¢ Letras superindices

diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p<0.05).

Dominguez (2019) y Rodriguez (2021) reportaron para la harina de la semilla de quelite
blanco y frijol costefio un valor de L* = 61.65 y 60.61% y para el concentrado proteico
valores de 59.88 y 77.26% respectivamente, inferiores a los observados en esta investigacion.
Atribuyendo esta variacion de luminosidad en las muestras al contenido de carotenoides
presente en la mismay a su degradacion, mencionando que las matrices alimentarias ricas en
[-carotenos y la degradacion de éstos pueden ayudar a aumentar los valores de luminosidad.
También se puede mencionar que este cambio de color puede ser atribuido a la eliminacion

del contenido de almidon que fue removido durante la obtencion del concentrado proteinico,
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debido a que este contenido de almidon presentd un color blanco al momento de ser separado,

por lo que su contribucion al color del concentrado se vio reducida.

En lo que respecta a los valores de a* el concentrado proteico presento una coloracion verde,
esta tendencia pudiera deberse a la presencia de algunos pigmentos como la clorofila. Los
valores de b* la harina sin desengrasar presento tendencia a la coloracion amarilla pudiendo
atribuirlo a la ain presencia de lipidos y de algunos compuestos fendlicos en las muestras.
En cuanto a Croma (C*) se aprecia una mayor pureza de color en la harina normal sin
desengrasar (Tabla 6). Los valores de Hue (h°) correspondieron en el primer cuadrante
indicando tonalidades amarillas con tendencia al verde para la muestra del concentrado
proteico viéndose influenciados por los pardmetros de a* y b* presentando diferencia
estadistica significativa (p<0.05) tal como lo muestran la paleta de color de cada muestra
(Tabla 6).

Armas (2017) reporto valores de a* 4.07 y 1.26% en la harina de frijol de mayo y frijol pinto,
mientras que en los concentrados proteicos de estas leguminosas obtuvo 4.03 y 3.06%
respectivamente. Asi mismo obtuvo valores de b* 9.96 y 9.03% en las harinas del frijol de
mayo y pinto, en los concentrados proteicos obtuvo para este pardmetro con valores de 8.66
y 11.35%, respectivamente, los cuales son valores menores a los reportados en esta
investigacion, esto se puede atribuir a que la materia prima utilizada por este autor es una
leguminosa y la que se evaluo en esta investigacion es una oleaginosa, por lo tanto, ambas
estan compuestas por diferentes componentes, destacando la oleaginosa su alto contenido en
acidos grasos. Sin embargo, se menciona que (Adebowale et al., 2005), obtuvo un color mas
aceptable, usando acido ascorbico al 0.5% o sulfito de sodio al 0.25% como medio de
extraccion durante la obtencion del concentrado proteico, debido a que inhiben el
oscurecimiento enzimatico por reaccion con los grupos carbonilos intermediarios impidiendo
la reaccion de oscurecimiento. Sin embargo, el sulfito de sodio ha sido prohibido en los

productos alimenticios debido al riesgo que representa para la salud humana.
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7.3 Hidrdlisis del concentrado proteico de la semilla de girasol (Helianthus annuus)

La hidrolisis enzimatica se realizd empleando dos enzimas Flavourzima® y Alcalasa® de
manera individual, la cinética de dichos procesos se muestra en las Figura 10
respectivamente, indicando diferencia estadistica (p<0.05) entre las enzimas y entre los

tiempos de reaccion.
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Figura 100. Hidrolisis enzimatica del concentrado proteico de la semilla de girasol (Helianthus
annuus) con las enzimas Flavourzima® y Alcalasa®. ' Letras diferentes en la misma enzima indica
diferencias significativas al mismo tiempo de reaccion (p<0.05).

En el presente estudio, se obtuvieron valores de GH altos a partir de los 20 min de reaccién,
donde el concentrado proteico con la enzima Flavourzima® tuvo un menor GH que con la
Alcalasa® (Figura 10). Asi mismo se puede observar como desciende en el minuto 40,
teniendo para Flavourzima® un GH = 17.59% y para Alcalasa® un GH = 22.69%, esto podria
estar asociado a la inhibicion del sustrato y en segundo orden, a la desactivacion de la enzima
con respecto a su concentracion y dependiendo de la concentracion del sustrato.
Posteriormente se observa como ambas enzimas se recuperan y van aumentando el grado de
hidrolisis conforme paso el tiempo, ya que a los 120 min de reaccion se obtuvieron valores

de 38.75 y 70.06% respectivamente para cada enzima. (Cordova, 2013) obtuvo un GH del
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concentrado proteico del frijol pallar de 12.4% en un tiempo de hidrolisis total de 10 min en
un tratamiento hidrolitico con pepsina. Por otro lado, (Ariza, 2014) obtuvo un GH en los
concentrados proteicos del frijol negro plus de 22.59%, en el del frijol azufrado higuera
24.72% y en el del frijol pinto saltillo 22.49% a 120 min de reaccion en un tratamiento
hidrolitico con la enzima Alcalasa®. En estos casos los grados de hidrolisis no son mayores
a los obtenidos en esta investigacion, esto se puede atribuir a la materia prima y enzimas que
ocupan los autores antes mencionados, ya que al ser leguminosas su composicion quimica y
estructura primaria de las proteinas es diferente que las oleaginosas. Respecto a la naturaleza
de las enzimas empleadas, (Mosquera, 2014) sefiala que la especificidad de las proteasas
afecta al tamafio, cantidad, composicién de aminoécidos libres, tipo de péptidos y sus
secuencias de aminodcidos, lo que a su vez influye en la actividad bioldgica de los
hidrolizados. Por otro lado, se ha reportado que la enzima Alcalasa® (serin-endopeptidasa),
de origen bacteriano, actia como nucledéfilo y escinde enlaces peptidicos con su atomo de
oxigeno parcialmente negativo, rompiendo las proteinas principalmente en aminoéacidos
hidrofébicos como: Phe, Tyr, Trp, Leu, lle, Val y Met, por lo que es probable que este tipo
de reaccion haya sido generada durante la hidrdlisis de las proteinas de la semilla de girasol
(Ariza, 2014). Cabe mencionar que la Flavourzima®, es un complejo de proteasa flngica y
peptidasa producido por fermentacion sumergida de una cepa seleccionada de Aspergillus
oryzae, contiene tanto actividades de endoproteasa como de exopeptidasa las cuales son
enzimas proteoliticas que hidrolizan los enlaces peptidicos dentro de la cadena de la proteina;
que iran a eliminar aminoacidos terminales de las proteinas o péptidos (Rivero, 2021). Con
esto esperariamos que tal enzima pudiese presentar mayor grado de hidrolisis, sin embargo,
su especificidad tiene afinidad por los aminoécidos aromaticos (Phe, Tyr, Trip) mientras que
la Alcalasa® tiene afinidad por aminoécidos hidrofobicos los cuales se mencionaron
anteriormente y en este caso la materia prima pudiera contener mayoritariamente estos

aminoacidos.

Se logré obtener hidrolizados proteicos con GH >10%, indicando que se alcanzé una
hidrolisis extensiva, este tipo de hidrolizados se utilizan en nutricion clinica y son una

tendencia prometedora en el campo de los alimentos (Vioque et al., 2006).
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7.4 Actividad Anticolesterolemica (inhibicion de la solubilidad micelar) de los
hidrolizados proteicos y fracciones peptidicas de la semilla de girasol (H. annuus) con

las enzimas Alcalasa® y Flavourzima®

La capacidad inhibitoria de la solubilidad micelar se evalu6 en los hidrolizados proteicos y
fracciones peptidicas de las semillas de girasol. En las siguientes figuras se observan los
porcentajes de inhibicion de la solubilidad micelar del colesterol de los hidrolizados proteicos
obtenidos con las enzimas Alcalasa® y Flavourzima® a diferentes concentraciones (80, 60,
40y 20 pL/mg).

En la Figura 11 se presenta el hidrolizado individual con la enzima Alcalasa® obteniendo
mayores porcentajes de inhibicion de la solubilidad micelar del colesterol con 60 y 100 min
de reaccion en concentracion de 20 pL/mg con 74.76 y 74.71% de inhibicion. Se puede
observar que a menor concentracion obtenemos mayor inhibicion del colesterol, esto se
puede atribuir a que a mayor concentracién de hidrolizado pudiera existir una saturacion en
el medio disminuyendo asi la absorcion del colesterol, posiblemente debido a la represion de

la solubilidad micelar del colesterol (Ledn-Espinoza et al., 2015).
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Figura 111. Actividad anticolesterolémica de hidrolizados proteicos con Alcalasa® de la semilla de
girasol (H. annuus) a diferentes concentraciones. ¢ Letras diferentes en las mismas concentraciones
indican diferencias significativas (p<0.05).
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Por otro lado, en la Figura 12 se muestran los resultados obtenidos de la actividad
anticolesterolémica de los hidrolizados proteicos de Flavourzima® de loa semilla de girasol.
Donde los hidrolizados que mostraron mejores resultados fueron los de 60, 80 y 100 min con

una concentracion de 20 pL/mg con 74.63, 74.57 y 74.42% respectivamente.
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Figura 122. Actividad anticolesterolémica de hidrolizados proteicos con Flavourzima® de la semilla

de girasol (H. annuus) a diferentes concentraciones. *¢ Letras diferentes en las mismas
concentraciones indican diferencias significativas (p<0.05).
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Estos resultados son comparados con lo reportado por (Dominguez, 2019) quien obtuvo
49.80% de inhibicion de la solubilidad micelar de colesterol con una concentracion de 10
pL/mg del hidrolizado de la semilla de quelite blanco a 60 min de reaccion en relacion 1/1
(enzima/sustrato) la enzima Pepsina® y 35.67% con una concentracion de 10 pL/mg del
hidrolizado de la semilla de amaranto en un tiempo de reaccion de 15 min con la enzima
Pepsina®. Donde mencionan que los mayores porcentajes de inhibicion micelar del
colesterol se lograron al realizar la hidrolisis enzimatica con la enzima Pepsina®, debido a
gue esta enzima actla principalmente sobre enlaces peptidicos de naturaleza hidrofébica
(*Phe [Tyr o Leu], Trp [Phe o Tyr]), ya que estos estan asociados con inhibicion de la

absorcion del colesterol, mientras que la Alcalasa® al ser una serinproteasa, endopeptidasa,
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se centra en el ataque nucleofilico en el enlace peptidico (amida) mediante un residuo de
serina en su centro activo. Sin embargo, (Herrera-Chale et al., 2014), mencionan que los
hidrolizados proteinicos de soja obtenidos en la hidrélisis con la enzima Alcalasa® presentan
un mayor efecto hipocolesterolémico el cual puede ser atribuido a la supresion de la
absorcion y solubilidad micelar del colesterol y a la inhibicion de la reabsorcién en el ileo de
los &cidos biliares. Prescindiendo que en este trabajo se utiliz6 como materia prima una
oleaginosa, los resultados pueden variar con otras materias primas ya que su composicion
quimica y proteica es diferente.

En la Figura 13, se observan los resultados de la actividad anticolesterolémica de las
fracciones peptidicas de los hidrolizados que presentaron mejor actividad anteriormente. El
proceso de ultrafiltracion nos permitié obtener fracciones peptidicas con diferentes pesos
moleculares donde se puede destacar, que la fraccion C (1-3 kDa) obtenida de los
hidrolizados proteicos con las enzimas Alcalasa® y Flavourzima® mostraron una inhibicion

de la solubilidad micelar del colesterol de 79.85 y 82.62% respectivamente.
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Figura 13. Actividad Anticolesterolémica de fracciones peptidicas de semillas de girasol (H. annuus)
hidrolizado con Flavourzima®y con Alcalasa® a diferentes tiempos de reaccién y concentraciones. #
D Letras mayUsculas significan comparacion entre las fracciones de Flavourzima®. ¢ Letras
minusculas significan comparacion entre las fracciones con Alcalasa® indicando diferencias
significativas (p<0.05).
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Los resultados presentados en los hidrolizados y fracciones peptidicas evaluados con ambas
enzimas fueron semejantes, esto se podria atribuir al efecto de las proteinas en la reduccién
de los niveles de lipidos por la presencia de algunos péptidos bioactivos hidrofdbicos
potentes, que se sabe que se unen a los acidos biliares principalmente debido a la interaccion
hidrofobica con estructuras de anillos tetraciclicos, lo que contribuye a aumentar la excrecion
fecal del colesterol de la dieta (Howard & Udenigwe, 2013). Esta hipotesis fue respaldada
por el estudio de (Guerin et al. 2016) quienes informaron que las interacciones entre los
péptidos y las sales biliares micelares dependian principalmente de la naturaleza
hidrofobica/hidrofilica de los péptidos. Ademas, el efecto hipolipidémico de los hidrolizados
de proteinas también podria deberse a la interrupcion de la solubilidad micelar del colesterol
(CMS), lo que da como resultado la reduccion de la absorcion de colesterol.

Aquino (2016) obtuvo un 92.2% de inhibicion de la solubilidad micelar del colesterol con
fracciones peptidicas obtenidas de la Hez de Malta utilizando un sistema secuencial con las
enzimas Neutrasa-Flavourzima® exhibiendo mayor capacidad para reducir la incorporacion
del colesterol a las micelas e inhibir a la enzima lipasa pancreatica. Donde mencionan que
esto podria deberse a la presencia de oligopéptidos con elevada proporcion de aminoacidos
hidrofébicos y, en menor medida, aminoécidos cargados. Por otro lado, (Megias et al. 2009)
reportaron que la inhibicion de la solubilidad micelar del colesterol aumentaba al aumentar
la hidrofobicidad y que los péptidos inhibidores presentaban mayores cantidades de Ala, Tyr,
Val, Leu o Lys por lo que, posiblemente la mayor hidrofobicidad favorece la inmersién de
estos péptidos en las micelas lipidicas. Mientras que, (Prados et al. 2018) estudiaron la
actividad hipolipemiante de hidrolizados proteicos de olivos, fraccionados por ultrafiltracion,
y encontraron que los péptidos de mayor tamafio (>5kDa) inhibian en mayor medida la
adicion del colesterol en micelas y la enzima colesterol esterasa, y que los residuos de

aminoacidos podrian ser importantes para ejercer estas actividades.

Debido a que el colesterol necesita ser primero solubilizado en forma de micelas de
constituidas por acidos biliares y otros lipidos para su absorcién intestinal, se ha encontrado
que los péptidos con actividad hipocolesterolemica pueden competir con el colesterol por un

sitio en dichas micelas reduciendo de esta forma la solubilidad del colesterol, su absorciéon
Pagina | 62




TECNOLOGICO
NACIONAL DE MEXICO

intestinal y por ende los niveles de colesterol plasmatico. Pocos péptidos con actividad
hipocolesterolémica han sido secuenciados y su relacion estructura-actividad. Sin embargo,
por su naturaleza anfifilica, la hipotesis mas aceptada en el mecanismo de accion de dichos
péptidos es la de competir con el colesterol en las micelas que lo contienen y que son
absorbidas en el yeyuno. Asi los péptidos IIAEK, LPYP y WGAPSL han sido aislados del
hidrolizado triptico de la glicina de soja y de hidrolizados con Alcalasa de soja (Herrera-
Chale. 2014). Con base a lo anterior (Villanueva et al. 1999) realiz6 una composicion de
aminoéacidos del concentrado proteico de la semilla de girasol, donde reporta el contenido de
los aminoéacidos que forman los péptidos antes mencionados, asi como también la presencia
de Asp, Asn, GIn, His, Thr, Arg, Val, Met, Cys y Phe, esto nos indica que al contener
aminoacidos hidrofobicos e hidrofilicos podrian presentar mas actividades bioldgicas, las

cuales podrian ser evaluadas en posteriores trabajos de investigacion.

7.5 Actividad antidiabética mediante la inhibicion in vitro de la a-amilasa y la a-
glucosidasa del hidrolizado proteico y fracciones peptidicas de la semilla de girasol (H.

annuus) con las enzimas Alcalasa® y Flavourzima®

Los hidrolizados proteicos y las fracciones peptidicas de la semilla de girasol (H. annuus)
fueron evaluados en cuanto a su capacidad para actuar como inhibidores de la a-amilasay la
a-glucosidasa.

En la Figuras 14 y 15 se muestran los porcentajes de la inhibicion in vitro de la a-amilasa y
la a-glucosidasa del hidrolizado proteico con la enzima Alcalasa® de la semilla de girasol (H.
annuus) fueron evaluados a diferentes tiempos de reaccion con diferentes concentraciones
del hidrolizado, observando que en la inhibicion de la a-amilasa, el hidrolizado que presento
mayor porcentaje (50.89%) de inhibicidn fue el del tiempo 80 min con una concentracion de
400 pL/mg (Figura 14), teniendo como referencia la inhibicion con la acarbosa que fue de
86%. Mientras que en la inhibicion de la a-glucosidasa el hidrolizado que presentd mayor
porcentaje de inhibicion (27.34%) fue el del tiempo 20 min con una concentracion de 200

puL/mg (Figura 15).
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Figura 14. Actividad antidiabética (% inhibicion de la a-amilasa) del hidrolizado proteico con
Alcalasa® de la semilla de girasol (H. annuus) a diferentes concentraciones. f Letras diferentes en las
mismas concentraciones indican diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 15. Actividad antidiabética (% inhibicion de la a-glucosidasa) del hidrolizado proteico con
Alcalasa® de la semilla de girasol (H. annuus) a diferentes concentraciones. ' Letras diferentes en las
mismas concentraciones indican diferencias significativas (p<0.05).
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En la inhibicion de la a- amilasa el hidrolizado que obtuvo mejor resultados (51.16%) fue el
del minuto 40 de reaccion en una concentracion de 500 puL/mg teniendo como control la
acarbosa con 86% de inhibicion (Figura 15). Mientras que, para la inhibicion de la -
glucosidasa los hidrolizados fueron evaluados de la misma forma antes mencionada, siendo
el hidrolizado que mostré mejor resultado fue el del minuto 100 de reaccién donde presento

un 23.14% de inhibicidn a una concentracion de 400 pL/mg.

Varios estudios informaron que la a-amilasa y la a-glucosidasa juegan un papel importante
en el ajuste de la insulina. Por tanto, la inhibicion de estas enzimas se considera una
alternativa util en el tratamiento de la diabetes. De hecho, la inhibicion de estas enzimas
puede suprimir la digestion de carbohidratos y retardar la absorcion de glucosa (Bhandari et
al. 2008). En este sentido, se han informado varios compuestos hipoglucemiantes, que
ejercen una actividad inhibidora de la a-glucosidasa y pueden disminuir el nivel de glucosa
en sangre (BGL), como la acarbosa y los extractos de plantas (que pueden contener varios
compuestos biolégicamente activos) (Preetha et al., 2012). (Temitola et al. 2019) obtuvieron
hidrolizados de chicharo con la enzima Alcalasa, con una inhibicion de la a-amilasa de
30.52% a una concentracion de 50 puL/mg, y una inhibicion de la a-glucosidasa de 44.74%
con una concentracion de 50 puL/mg. Por otra parte, (Valencia-Mejia et al. 2019) obtuvieron
un hidrolizado de frijol empleando la enzima pepsina, la cual tuvo una inhibicion de la o-
amilasa de 44.2% con una concentracion de 500 pL/mg y una inhibicion de la a-glucosidasa

de 35.9% con una concentracion de 500 pL/mg.

Al obtener en esta investigacién hidrolizados extensivos estos tienen enlaces peptidicos
escindidos por la hidrolisis enzimatica, lo que permitid la obtencidn de fracciones peptidicas.
La funcion del hidrolizado se pudo haber efectuado en base a la enzima que se aplicé al
realizar la hidrdlisis, al hablar de la Alcalasa que tiene como principal componente la
subtilisin Carlsberg la cual es una serina proteasa alcalina extracelular, que cataliza la
hidrolisis de proteinas y amidas peptidicas, mostrando una alta especificidad para los
aminoéacidos aromaticos e hidrofobicos. Mientras que, los hidrolizados que se obtuvieron con
la enzima Flavourzima la cual es una enzima con actividad endoproteasa y exopeptidasa, la

primera actua cerca de los extremos de las cadenas polipeptidicas confiriendo la capacidad
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de romper enlaces peptidicos liberando aminoacidos simples, dipéptidos o tripéptidos,
mientras que, las exopeptidasas acttan en el extremo carboxilo liberando un tnico amino o
un dipéptido en los extremos C-Terminales de la cadena polipeptidica (Marroquin et al.
2019) . Con base a lo anterior se podria decir que los hidrolizados de la semilla de girasol
pueden tener péptidos con aminoacidos hidrofobicos como la Val, Met, lle, Leu y Phe
(Villanueva et al. 1999), que pudieran estar realizando una inhibicion enzimaética de tipo
competitiva, considerando que el sustrato, en este caso, los hidrolizados de la semilla de
girasol, podrian ocupar el sitio activo de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa observando

diferencias en el efecto inhibitorio de estas (Sosa-Crespo et al. 2021).
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Figura 16. Actividad antidiabética (% inhibicion de la a-amilasa) del hidrolizado proteico con
Flavourzima® de la semilla de girasol (H. annuus) a diferentes concentraciones. *fLetras diferentes
en las mismas concentraciones indican diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 17. Actividad antidiabética (% inhibicion de la a-glucosidasa) del hidrolizado proteico con
Flavourzima® de la semilla de girasol (H. annuus) a diferentes concentraciones. * Letras diferentes
en las mismas concentraciones indican diferencias significativas (p<0.05).

Los resultados demostraron que hubo diferencia significativa (p<0.05) entre las fracciones
para un mismo sistema enzimatico. Estos valores fueron comparados con acarbosa como
inhibidor de referencia. Para el sistema enzimatico con Alcalasa®, la mayor inhibicion
(55.65%) fue con la fraccion D (<1 kDa); sin embargo, esta fue menor a lo obtenido por la
ascarbosa (86%) con la concentracion de 20 pL/mg y la menor inhibicion fue la presentada
por la fraccion A (>5 kDa) con 28-82% de inhibicion.
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Figura 18. Actividad antidiabética (% inhibicion de la a-amilasa) con fracciones peptidicas del
hidrolizado proteico con Flavourzima® y Alcalasa® de la semilla de girasol (H. annuus) a diferentes
tiempos y concentraciones. AP Letras mayUsculas significan comparacion entre las fracciones de
Flavourzima®. *9 Letras minusculas significan comparacion entre las fracciones con Alcalasa®
indicando diferencias significativas (p<0.05).

Por otro lado, las fracciones de los hidrolizados proteicos obtenidas del sistema realizado con
Flavourzima®, mostraron que hubo diferencia estadistica significativa (p<0.05) siendo las
fracciones de menor tamafio molecular C y D (1-3 y <1kDa) las que presentaron una mayor
actividad (70.18 y 67.99%, respectivamente) sobre la a-amilasa. (Zhipeng et al. 2012)
Sugirieron en su investigacion que, para una mejor inhibicidn, se requiere una determinada
secuencia de aminoacidos o que las cadenas polipeptidicas sean mas cortas, como sucede en
su estudio con albumina de huevo, donde obtuvieron fracciones de cinco 0 més aminoacidos
como QITKPN, AEAGVD y NVLQPS.

En lo que respecta a las fracciones peptidicas obtenidas de los hidrolizados con la enzima
Alcalasa® sobre el efecto inhibitorio de la enzima o-glucosidasa (Figura 19) mostraron
diferencia estadistica significativa (p<0.05). Para el sistema enzimatico con Alcalasa® se
presentd mayor inhibicion (34.73%) en la fraccion D (<1 kDa), utilizando una concentracién

de 200 pL/mL de la fraccion peptidica de la semilla de girasol. Mientras que, para el sistema
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con Flavourzima®, los resultados demostraron que la fraccion A (>5 kDa) present6 la mayor
inhibicion de la enzima a-glucosidasa (46.2%), mostrando diferencia estadistica significativa
(p<0.05) con las demaés fracciones peptidicas. El valor presentado por la acarbosa fue de 95%
con una concentracion de 2 mg/mL. Esto sugiere que es necesario utilizar una concentracion
mayor (200 pL/mg) de las fracciones peptidicas C (1-3 kDa) del hidrolizado proteico de la

semilla de girasol (H. annuus) para poder observar el efecto inhibitorio.

D —— - Tt

e d _ Alcalasa/200 pL./20 min

O - B

B ——

Fracciones peptidicas (kDa)

y>5 | —-c

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Inhibicién de a-glucosidasa (%6)

Figura 19. Actividad antidiabética (% inhibicion de la a-glucosidasa) con fracciones peptidicas del
hidrolizado proteico con Flavourzima® y Alcalasa® de la semilla de girasol (H. annuus) a diferentes
tiempos y concentraciones. AP Letras mayusculas significan comparacién entre las fracciones de
Flavourzima®. *9 Letras minusculas significan comparacion entre las fracciones con Alcalasa®
indicando diferencias significativas (p<0.05).

El efecto inhibitorio de la a-glucosidasa generado por las fracciones peptidicas de alto peso
molecular (PM) posiblemente se deba a la hidrdlisis con Flavourzima® la cual al ser una
enzima con naturaleza endoproteasa y exopeptidasa permite obtener una determinada
secuencia de aminoacidos pudiendo obtener una mejor inhibicion de la a-amilasa. Después
del proceso de ultrafiltracién, las propiedades moleculares de las proteinas podrian cambiar,
pudiendo producir una disminucion del PM, el aumento de la carga y la liberacion de grupos

0 aminodcidos hidrofébicos (Megias et al., 2004). Por lo anterior, los aminoacidos apolares
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como la leucina, isoleucina, tirosina, fenilalanina, asi como la valina, prolina, glicina y
metionina podrian estar presentes en la proteina de la semilla de girasol y estas pueden
interactuar con la enzima a-glucosidasa en su sitio activo, retrasando la digestion de
carbohidratos, tal como lo menciona (Sandoval et al. 2012). En consecuencia, la absorcion
de la glucosa es completada en un periodo mas largo y la hiperglicemia posprandial es
reducida (Bhandari et al., 2008; Yilmazer et al., 2012), por lo que las fracciones peptidicas
de semilla de girasol actuarian como inhibidores competitivos de las a-glucosidasa,

localizadas en el borde de cepillo de los enterocitos en la luz de las vellosidades intestinales.

Valencia-Mejia et al. (2019) consideraron que la actividad inhibitoria de los péptidos puede
estar influenciada por la composicion de los residuos de aminoacidos, y que es posible que
la hidrolisis con Alcalasa® (una endopeptidasa que escinde donde estan presentes
aminoéacidos hidrofobicos y Flavourzima® un complejo enzimético de (una mezcla de endo
y exopeptidasas que escinde aminoécidos hidrofébicos y aromaticos) puede haber eliminado
diferentes residuos de aminodcidos en los péptidos bioactivos, lo que podria haber causado
diferentes cambios en su capacidad para interactuar con la a-amilasa y la a-glucosidasa.
Ademas, ellos mencionan que el mantenimiento del 20-80% de la actividad inhibidora de la
a-glucosidasa y el uso de la ultrafiltracion les aumentd un 30% en la inhibiciéon de la a-
amilasa para las fracciones peptidicas (> 10 kDa - <3 kDa) sugiriendo que los péptidos
producidos de su materia prima son resistentes a la Alcalasa® y la Flavourzima® y podrian
ser absorbidos intactos en el intestino delgado, por lo tanto, pueden ser capaces de ejercer su

actividad bioldgica.

Sosa-Crespo et al. (2019) evaluaron el efecto inhibitorio de las fracciones peptidicas
derivadas de la hidrdlisis de semillas de Chia (Salvia hispanica) sobre las enzimas a-amilasa
y a-glucosidasa donde encontraron que la fraccion >10 kDa fue la que tuvo mayor inhibicion
con 39.9% y la que tuvo menor fue la fraccion <1 kDa con 8.29% de inhibicion de la a-
amilasa teniendo como control la acarbosa con 93.42% de inhibicion, mostrando en sus datos
una diferencia significativas (p< 0.05) en las fracciones mayores (>10 y 5-10 kDa) generadas
en un sistema secuencial con pepsina-pancreatina, donde sugirieron que para una mejor

inhibicion de la a-amilasa pudiera requerir una determinada secuencia de aminoacidos o
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cadenas polipeptidicas mas largas. Mientras que, en la inhibicién de la a-glucosidasa
obtuvieron mejores resultados en las fracciones obtenidas a partir de hidrolizados de un
sistema secuencial con Alcalasa-Flavourzima® fue la fraccion de 1-3 kDa con un porcentaje
de 33.75% mientras que para el sistema de pepsina-pancreatina los mejores resultados los
obtuvieron con la fraccion de 1-3 kDa con una inhibicion de 96.91%, estadisticamente
diferente (p<0.05) con las otras, teniendo como referencia el valor de la acarbosa que fue de
46%. Donde mencionan que el efecto inhibitorio de la a-glucosidasa generado por las
fracciones peptidicas de bajo peso PM posiblemente se deba a la hidrolisis con pepsina-
pancreatina, ya que estas enzimas hidrolizan por el extremo del C-terminal de los
aminoacidos aromaticos residuales, como el Tyr y Phe, que estan presentes en la materia
prima que ellos ocuparon. Estos hallazgos de los ensayos in vitro muestran que una de las
vias de la actividad antidiabética de los péptidos presentes en las fracciones peptidicas de las
semillas de girasol (H. annuus) es la inhibicion de las enzimas amiloliticas. Por lo tanto, estas
fracciones peptidicas podrian mejorar la diabetes al disminuir la tasa de absorcion de glucosa,
previniendo la elevacion aguda de la glucemia posprandial de la Diabetes Mellitus Tipo 2.
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VIIl. CONCLUSIONES

1. El empleo de ultrasonido y solvente hexano ayudd a un buen desengrasado de la
harina de la semilla de girasol (Helianthus annuus), obteniendo asi un concentrado
proteico con un contenido de proteina superior al 50%.

2. Los parametros de color del concentrado proteico obtenido de la harina desengrasada
de la semilla de girasol, present6 un oscurecimiento debido al medio alcalino utilizado
en este proceso de concentracion de proteina, asi como al empleo de solvente
(Hexano), sin embargo, considerando la coloracion obtenida de este concentrado
podrian emplearse en la elaboracion de suplementos ricos en proteina, siempre y
cuando se tenga en cuenta la concentracion de este a utilizar.

3. El grado de hidrdlisis enzimatico del concentrado proteico de H. annuus fue més
eficiente con Alcalasa® con un valor de 70.06%, mientras que con Flavourzima® se
obtuvo un 38.75% ambas a los 120 min de reaccion. La enzima Alcalasa® posee
mayor selectividad por los enlaces peptidicos presentes en el concentrado proteico.

4. Las mejores condiciones de hidrdlisis fueron con Alcalasa® al minuto 60 con una
concentracion de 20 pL y con Flavourzima® al minuto 40 con una concentracion de
40 uL presentando una actividad anticolesterolémica mayor a 74% de inhibicidn para
ambas enzimas. Las fracciones peptidicas que se obtuvieron a partir de estos pudieran
presentar aminoacidos hidrofébicos (Asp, Asn, Gin, His, Thr, Arg, Val, Met, Cys y
Phe) los cuales pueden competir con el colesterol por un sitio en las micelas de este
reduciendo de esta forma su solubilidad, su absorcidn intestinal y por ende los niveles
de colesterol plasmatico.

5. En la Actividad antidiabética (% inhibicion de la a-amilasa) los hidrolizados con
Alcalasa®y Flavourzima® que presentaron mejores resultados fueron al minuto 80 y
100 (400 y300 pL respectivamente), mientras que la a-glucosidasa fueron al minuto
20 y 100 con una concentracion de 200 pL para la Alcalasa® y 400 pL para la
Flavourzima®.

6. EIl proceso de ultrafiltracion permitié obtener fracciones peptidicas que presentaron
actividad anticolesterolémica y antidiabética: La fraccion C (1-3 kDa) presento la

mejor actividad anticolesterolémica con una inhibicion mayor al 79%. Mientras que,
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en la actividad antidiabética, la fraccion D (<1 kDa) presentd la mejor actividad
inhibitoria de la enzima a-amilasa de los hidrolizados con Alcalasa® a 80 min y
Flavourzima® a 40 min. En la inhibicion de la o-glucosidasa la mejor fraccion
peptidica del hidrolizado con Alcalasa® a 20 min fue la fraccion D (<1 kDa) y del
hidrolizado con Flavourzima® a 100 min fue la fraccion de A (>5 kDa).

7. El desengrasado de la harina de las semillas de girasol con ultrasonido, la hidrolisis
enzimatica y el proceso de ultrafiltracion; permitio obtener fracciones peptidicas que
contienen péptidos bioactivos de diferentes pesos moleculares que presentaron
actividad anticolesterolémica y antidiabética los cuales podrian utilizarse como una
alternativa para el disefio y desarrollo de productos nutracéuticos que ayuden en el

tratamiento de enfermedades cronico-degenerativas.
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