Centro de Investigacion en Alimentacion y
[—]_ Desarrollo, A.C.

EVALUACION DE LA POTENCIAL ACTIVIDAD BIOLOGICA
EN HARINA DE SEMILLA DE RAMON (Brosimum alicastrum)
FERMENTADA POR CEPAS ESPECIFICAS DE Lactococcus lactis
SOMETIDAS A DIGESTION GASTROINTESTINAL SIMULADA

Por:

Olympia Judith Dominguez Murua

TEIS APROBADA POR LA

COORDINACION DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS DE ORIGEN ANIMAL

Como requisito parcial para obtener el grado de

MAESTRA EN CIENCIAS

Hermosillo, Sonora Agosto 2021



APROBACION

Los miembros del comité designado para la revision de la tesis de Olympia Judith
Dominguez Murtia han encontrado satisfactoria y recomiendan que sea aceptada como

requisito parcial para obtener el grado de Maestra en Ciencias.

A

Dra. Belinda Vallejg/ G d
Directora de tesis

! "‘9 Y, Be Wén B.
ra. Lilia Beltran Barrientos

Integrante del comité de tesis

2,

Dr. Adria rnandez Mendoza
Integr del comité de tesis




DECLARACION INSTITUCIONAL

La informacién generada en la tesis “Evaluacion de la Potencial Actividad Bioldgica en
Harina de Semilla de Ramén (Brosimum alicastrum)” es propiedad intelectual del Centro de
Investigacion en Alimentacién y Desarrollo, A.C. (CIAD). Se permiten y agradecen las citas
breves del material contenido en esta tesis sin permiso especial de la autora Olympia Judith
Dominguez Murua, siempre y cuando se dé crédito correspondiente. Para la reproduccion parcial
o total de la tesis con fines académicos, se debera contar con la autorizacién escrita de quien ocupe

la titularidad de la Direccion General del CIAD.

La publicacién en comunicaciones cientificas o de divulgacion popular de los datos contenidos en
esta tesis, deberd dar los créditos al CIAD, previa autorizacion escrita del manuscrito en cuestion

del director(a) de tesis.

CENTRO DE INVESTIGACION EN
ALIMENTACION Y DESARROLLO, A.C.
Coordinacién de Prpgsamas Académicos

Director General

CIAD Dr. Pablo Wong Gonzél7z



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional en Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por su apoyo econdémico

durante mis estudios de posgrado.

Al Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD) por abrirme las puertas y

permitirme realizar mis estudios Maestria en Ciencias.

A Dios por su amor y sus bendiciones.

A mi directora de tesis Dra. Belinda Vallejo Galland y mis asesores Dra. Lilia Maria Beltran
Barrientos, Dr. Aaron Fernando Gonzalez Cordova y Dr. Adridn Hernandez Mendoza, por todo su

apoyo y ensefianzas durante la realizacion de mi tesis.

Mis agradecimientos a la M.C. Maria del Carmen Estrada Montoya por el apoyo técnico recibido

durante la realizacion de tesis.

A todos los integrantes de laboratorio de lacteos por todo su apoyo recibido durante la realizacion
de mi tesis, en especial a la Dra. Maria de Jesus Torres Llanez, al M.C. Ricardo Reyes Diaz y la
Dra. Lourdes Santiago Lopez, asi como todos los compaieros del laboratorio.

A mi esposo e hija, gracias por apoyo, amor y paciencia

A mis padres y mis hermanos por todo su amor y su apoyo.



CONTENIDO

APROBACION. ..ottt 2
DECLARACION INSTITUCIONAL. .......otiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiae e e e e e e 3
AGRADECIMIENTOS . . .o e 4
CONTENIDO . .. .o e e e e e e e 5
LISTA DE FIGURAS ........oooiiii et ettt ettt ettt e e b e 7
LISTA DE CUADROS ...ttt sttt et et e sete e eeeenbee e 8
RESUMEN ...ttt ettt et ettt et e et e s et e e bt e e bt e sabeeeateenbeesnbeensneenbeeenne 9
ABSTRACT ...ttt et ettt e et e et e e s at e et e enbeesateebeeenbeennneenneas 11
1. INTRODUCCION ...ttt 12
2. ANTECEDENTES. .......ooiiiii ettt ettt ettt et enaeeebeesnneens 14
2.1. AlIMentos FUNCIONALES ...........cceiiuiiiiiiiiiiie ettt e e et e e et e e e e e baeeeeeenaeeeeenes 14
2.2. Péptidos Bioactivos (Origen Animal y Vegetal) .........ccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeciiiee e 14
2.2.1. Métodos de Obtencion de Péptidos Bioactivos........c.ueeeeeeiviieeeiiiieeeeeiiieeeeiiiiee e 16
2.2.1.1. Hidrolisis @NZIMALICA. ....eceervriieeeiiiieeeeeiiieeeeeiiieeeeeiteeeeesbaeeeeennbeeeeeenaeeeeeenes 17

2.2.1.2. Hidro6lisis cida de proteinas...........eeeeeecuvieeeeriiiieeeeniiieeeesiieee e e e e eieeee e 17

2.2.1.3. Hidrdlisis de proteina por fermentacion microbiana..........cccceevuveeriveenineenne. 17

2.2.1.4. Hidrdlisis por digestion gastrointestinal. ..........c.ceeevveeiniiiiniiiiniieeniieenieeee 18

2.2.2. Péptidos ANtINIPEITENSIVOS. .. .eeieeiuiiiieeeiiiiieeeeiiiieeeeeitteeeesitreeeeeneraeeeeensraeeeeensnraeasanes 19
2.2.3. Péptidos ANtIOXIAANTES ....ccuvviiieeiiiiieeeeiiieeeeeiiiee e e et ee e e ettt e e e eiraeeeeeebaeeeeesbaaeaeenes 21
2.2.4. Péptidos Inhibidores de la Enzima Dipéptidil Peptidasa IV .........cccccevvviiiieniiiiennns 22

2.3, PSCUAOCETEALES .....eeeeuiiiiieeeiiiii e ettt ettt e e ettt e e ettt e e e ettt e e e eibbeeeeenbbaeeeesbbeeaeesnaeaaennns 23
2.3.1. Pseudocereales como Fuente de Péptidos Bioactivos ............eeevvvieieeiiiiiieenniiieeens 24

2.4. Semilla del arbol de Ramon (Brosimum alicastrum)...........c..ueeeeeeeeeeeeeciiveeeeeeeeeeeeenvnnnn 25
2.4, 1. PrOQUCCION. ....couiiiiieeeiiiee ettt ettt e e ettt e e e et e e e e eibbeeeeessaeeeeessseeaeanes 26
2.4.2. Composicion de la Semilla de RamoOn...........occeeiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiecceee e 26
2.4.3. Aplicaciones de la Semilla del &rbol de Ramon.............ccoocviiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieees 27

B HTIPOTESIS ... 28
4. OBJETIVOS ... ettt ettt et e st et e et e e et e et e enbeesaaeenaaeenbeesnneens 29
4.1, ODJetiVO GENETAL.......eviiiiiiiiiiie et ettt e ettt e e e ettt e e e ettt eeeeesbbeeeeesnaeeaeenes 29
4.2. ODbjetivos ESPECIIICOS .. .cceiuiiiieiiiiiiiieiiiiiee ettt e ettt e e et ee e e e ebaee e e eenaeeaeenes 29

5. MATERIALES Y METODOS .........ooiiiiiiiiiiiniiiesineieses st sisssseeen 30
5.1 REACTIVOS eeeiiiiieeeeiit ettt ettt e ettt e e e ettt e e e e s stbtee e e nabteeeessbaeeeensbeeeeensaeeeeennnees 30
5.2. Harina de RAMON .......coooiiiiiiiiiiiiiie ettt e e e et e e e et e e e e 30
5.3. Caracterizacion FiSICOQUIMICA.......cceruuiieeeiiiiieeeiiiieeeeeiiiee e et e e et e e e et eeeeenaeeeeeeees 31
5.3 1. CRINIZAS ..ttt ettt ettt ettt e e ettt e e ettt e e e ettt e e e e e tba e e e e e nbbteeeenbbeeeeenbaeeeeennees 31
5.3.2. HUMEAAA ..ottt e et e e e e e e e e e e nnes 31



CONTENIDO (continuacion)

I 20 T € ¢ 1 ST U USPPUPPPPPRPRN 32
5304 PrOtEINA ...ttt e e e e e ettt e e e e e e et traeeeeeeeeanan 33
5.3.5. Hidratos de CarbOmnO ...........ueieiiiiiiieeeiiiieeeeiite e ettt e et e e e e taee e e e ebtee e e e esaeeeeeenes 34
5.4. Tratamiento de la Harina de RamoOn ............cccoooiiiiiiiiiiiiiiiiie e 34
5.5. Cuantificacion de Aztcares Totales en Harina Hidrolizada con a-amilasa...................... 34
5.6. Microorganismos y Condiciones de CultiVo ............eeeeruiiiiiiiiiiieeeiiiiee e 35
5.7. Elaboracion del Subcultivo de Harina de Semilla de Ramon...........ccccoeeeviiiiieniiiiieennnen. 35
5.8. Fermentacion de la Harina de Semilla de Ramoén y Curvas de Crecimiento de
Lactococcus lactis NRRL B-50571 y NRRL B-50572.......ccooiiiiiiiiiiiiieeeiiee e, 36
5.9. Actividad Proteolitica de Lacotoccus lactis NRRL B-50571 y NRRL B-50572
en Harina de Semilla de Ramén Fermentada ...........cccoeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeen 36
5.10. Digestion Gastrointestinal Simulada...........c..ooeeviiiiiiiiiiiiiiiiie e 37
5.11. Inhibicién de la Enzima Convertidora de Angiotensina .............ceecvvveeeeniveeeeenneeeeennnn 38
5.12. Inhibicién de Dipéptidil Peptidasa IV .......cccooviiiiiiiiiiiiiiicieeee e 40
5.13. Ensayo de Actividad AntitrombOtiCa i72 VITFO ..........cceeuvieeeeiiiiieeeiiee e 40
5.14. Capacidad Antioxidante Mediante el Ensayo ABTS .......ccoooiiiiiiiiniiiniiccee, 41
5.15. Capacidad Antioxidante Mediante el Ensayo ORAC .........ccccooviiiiniiiiniiiiniiienieeeee, 42
5.16. ANALISIS EStAdIStICO ..eeieiuiiiiiieiiiiee ettt e e et e e et e e e e e e e e e 43
6. RESULTADOS ... ..ottt ettt ettt sttt e et e st e et e enbeenaneenseeenne 44
6.1. Caracterizacion de Harina de Semilla de Ramon .............ccooeoiiiiiiiiiiiiieniiiceeieee e 44
6.2. Cuantificacion de Aztcares Totales en Harina Hidrolizada con a-amilasa...................... 45
6.3. Cinéticas de Crecimiento, pH y Actividad Proteolitica de L. lactis NRRL B-50571 y
NRRL B-50572 en Harina de Semilla de Ramon.............ccccooeviiiiiiiniiiiiiiniieeeeeeeee 47
6.4. Digestion Gastrointestinal Simulada...........cccoeeeiiiiiiiiiiiiiii e 53
6.5. Inhibicion de la Enzima Convertidora de Angiotensina .............eeeeevveeeeeniieeeeenneeeeeeenn 54
6.6. Actividad ANtItIOMDOTICA. .....cciiuiiiieiiiiiiee ettt et e e et e e e et e e e e enaeeeeeenes 55
6.7. Inhibicion de Dipéptidil Peptidasa IV .......c.ccooiiiiiiiiiiiiiie e 55
6.8. Actividad ANTIOXIAANTE .......cceeiiiiiiieeiiiiiee ettt e et e e e e e e e sbaeeeeensaeeeeeenes 56
T. CONCLUSIONES ... .ottt ettt et ettt e bt e e abeeseneeaeeenne 60
8. ANEXOS ..ot ettt ettt et e b e et e et e e enne 72



Figura

LISTA DE FIGURAS

Fruto y semilla de Ramon...............ooiiiiiii i

Concentracion de glucosa presente en la harina de semilla de Ramoén (5%)
después de haber sido sometida a tratamiento con o-amilasa.....................

Curva de crecimiento del subcultivo de Lactococcus lactis NRRL B-50571
y B-50572 en harina de semilla de Ramon durante 12 ha30°C..................

Curva de crecimiento y cambios de pH de Lactococcus lactis NRRL B-
50571 en harina de semilla de Ramon durante 48 h de fermentacion a 30°C...

Curva de crecimiento y cambios de pH de Lactococcus lactis NRRL B-
50572 en harina de semilla de Ramon durante 48 h de fermentacion a 30°C...

Actividad proteolitica de Lactococcus lactis NRRL B-50571 y NRRL B-
50572 en harina de semilla de Ramoén a las 48 h de fermentacion................

Actividad proteolitica de Lactococcus lactis NRRL B-50571 y NRRL B-
50572 en harina de semilla de Ramon a las 48 h de fermentacion y sometidas
a digestion gastrointestinal simulada.................ooo

Actividad antioxidante determinada mediante método ABTS para muestras
de harina de semilla de Ramoén fermentada por Lactococcus lactis y no
fermentada, antes y después de ser sometidas a simulacion gastrointestinal. ..

Actividad antioxidante determinada mediante método ORAC para muestras
de harina de semilla de Ramoén fermentada por Lactococcus lactis y no
fermentada, antes y después de ser sometidas a simulacion gastrointestinal. ..

Pagina
26

43

44

45

46

49

50

54

55



Cuadro

LISTA DE CUADROS

Composicion de semilla de Ramon................oooiiiiiiiiiiiin..

Parametros cinéticos de crecimiento de Lactococcus lactis NRRL B-
50571 y NRRL B-50572 derivados de la ecuacion de Gompertz en harina
de semilla de RamoOmn.........uunnnne e,

Porcentaje de inhibicion de la ECA para harina de semilla de Ramon
fermentada por Lactococcus lactis y no fermentada sometida a simulacion
gastrointestinal. .. ... ...

Porcentaje de inhibicion de la enzima DPP-IV para para harina de semilla
de Ramon fermentada por Lactococcus lactis y no fermentada sometida a
simulacion gastrointestinal................ooviiiiiiiiiii

Pagina

26

48

52



RESUMEN

La harina de semilla de Ramoén (Brosimum alicastrum) (HSR) es un pseudocereal
subexplotado y fue un importante alimento para la cultura Maya en el Periodo Clasico. HSR se
caracteriza por contener un alto contenido de nutrimentos por lo que presenta potencial para ser
incorporada como ingrediente en la produccion de alimentos funcionales. Por otro lado, la
produccion de péptidos bioactivos derivados de las proteinas de HSR y liberados a través de la
fermentacion, presentan una estrategia novedosa para la produccion de alimentos funcionales. Por
lo anterior, el objetivo del presente estudio fue evaluar la potencial actividad bioldgica en HSR
fermentada (HSRF) por Lactococcus lactis NRRL B-50571 (571) o NRRL B-50572 (572), antes y
después de ser sometida a un modelo de digestion gastrointestinal simulado (DGS). Se caracteriz6
fisicoquimicamente la HSR y se prepard una suspension de HSR en PBS (5%) con amilasa
pancredtica para liberar azlicares. Posteriormente, se prepar6 un subcultivo de HSR con L. lactis
571 0 572 al 1% y se fermento por 5.5 h. Seguidamente, la suspension de HSR, fue inoculada con
el subcultivo (3%) y se incub6 por 48 h a 30°C. Durante la fermentacion, se determiné el pH, la
actividad proteolitica y UFC/mL. Se determinaron las actividades inhibidora de la enzima
convertidora en angiotensina (IECA), antitrombdtica, inhibicion de la enzima dipéptidil peptidasa
IV (DPP-1V) y antioxidante (ORAC y ABTS) de la HSRF, antes y después de la DGS. Los
resultados mostraron un contenido de carbohidratos, proteina, humedad, cenizas, y grasa en HSR
de 77.0+£0.0, 10.1£0.051, 7.15%0.25, 4.03+0.28 y 1.55+0.07%, respectivamente. Después de 48 h,
el pH disminuy6 hasta 4.27+0.021 y 4.24+0.028 para 571 y 572, respectivamente;. y la actividad
proteolitica no fue significativamente diferente (p > 0.05) entre ellas. Asimismo, se encontré IECA
en las HSRF; sin embargo no se observo efecto después de la DGS. Por el contrario, se encontrd
inhibicion de la DPP-IV después de la DGS en las HSRF. Ademas, no se encontrd actividad
antitrombotica en las HSRF. Finalmente, se encontrd actividad antioxidante por ABTS antes (20.98
y 28.34 uM Trolox) y después (20.64 y 34.33 uM Trolox) de la DGS para HSRF por 571 y 572;
respectivamente. Adicionalmente, se encontro6 actividad antioxidante por ORAC de 125 y 236 uM
Trolox para HSRF por 571 y 572; respectivamente, y esta incremento significativamente (p < 0.05)
a 1051 y 1433.5 uM Trolox, después de la DGS. En conclusion, la HSRF por L. lactis 571 o 572
presento actividad biologica y pudiera ser utilizada como ingrediente en el desarrollo de alimentos

funcionales.



Palabras claves: Brosimum alicastrum, péptidos bioactivos, Lactococcus lactis, digestion géstrica

simulada, fermentacion microbiana.
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ABSTRACT

Ramon seed flour (Brosimum alicastrum) (RSF) is an underexplored pseudocereal and an
important food in Mayan culture during the Classic Period. Since it presents a high nutritional
value; it may be used as a potential food ingredient for the development of functional foods.
Moreover, the production of bioactive peptides from RSF through fermentation, may represent a
novel strategy for the production of functional foods. Therefore, the objective of the present study
was to evaluate the potential biological effect of fermented RSF (FRSF) by Lactococcus lactis
NRRL B50571 (571) or NRRL B-50572 (572) before and after simulated gastrointestinal digestion
(SGD). RSF was characterized in terms of chemical composition and a 5% suspension of RSF in
PBS was prepared with added pancreatic amylase in order to release sugars. Then, a preculture of
RSF was prepared by inoculating with L. lactis 571 or 572 (1%) and were fermented for 48 h at
30°C. After fermentation, pH, proteolytic activity and CFU/mL were determined. Moreover,
angiotensin converting enzyme inhibition (ACEI), dipeptidyl peptidase IV (DPP-1V) inhibition,
antithrombotic and antioxidant (ABTS and ORAC) activities of FRSF by L. lactis 571 or 572,
before and after SGD were evaluated. After RSF characterization results showed that 77.0+0.0,
10.1+0.051, 7.15+0.25, 4.03+0.28 and 1.55+0.07 % were for carbohydrates, protein, moisture, ash
and fat content; respectively. After 48 h of fermentation, pH decreased to 4.27+0.021 and
4.2440.028 for 571 and 572, respectively; and there were no significant differences between
fermented RSF for proteolytic activity. Additionally, ACEI was observed for FRSF; however, after
SGD no effect was detected. Contrary to this, after SGD, DPP-IV inhibition was found in FRSF.
Moreover, no antithrombotic activity was shown. Finally, antioxidant activity with ABTS was
exhibited before (125 and 236 uM Trolox) and after (20.64 y 34.33 uM Trolox) SGD for FRSF by
571 and 572; respectively. Additionally, ORAC antioxidant activity was 125y 236 uM Trolox for
FRSF by 571 and 572, respectively; also, after SGD, ORAC antioxidant activity significantly
increased to 1051 y 1433.5 uM Trolox for FRSF by 571 and 572, respectively. In conclusion, FRSF
by L. lactis 571 and 572 presented biological activity and may be used as an ingredient for the

development of functional foods.

Key words: Brosimum alicastrum, bioactive peptides, Lactococcus lactis, simulated gastric

digestion, microbial fermentation.
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1. INTRODUCCION

Diversas enfermedades predominantes en la actualidad, particularmente las enfermedades
degenerativas, tales como las cardiovasculares y diabetes, asi como el cancer, estan relacionadas
con la dieta diaria (Juarez y Perote, 2010). Por lo anterior, el interés del consumidor por la relacion
entre la dieta y la salud ha aumentado la demanda del desarrollo de alimentos que ademas de nutrir,
tengan un beneficio adicional a la salud, éstos son llamados alimentos funcionales. Los rapidos
avances en ciencia y tecnologia, el aumento de los costos de los servicios de atenciéon médica, una
poblacion cada vez més cercana a la vejez y el crecido interés en lograr un bienestar saludable a
través de la dieta, son también factores que incrementan el interés por nuevas fuentes de alimentos
funcionales (Vidal-Carou, 2008).

Dentro de los componentes fundamentales de los alimentos se encuentran las proteinas, las cuales
sirven como fuente de energia y aminodacidos, los cuales contribuyen al crecimiento y
mantenimiento del cuerpo (Shahidi y Zhong, 2008), ademas, este tipo de macronutrientes pueden
funcionar como ingredientes funcionales. Varias de las propiedades fisioldgicas y funcionales de
las proteinas se atribuyen a péptidos bioldgicamente activos que a menudo se encuentran en la
secuencia primaria de las proteinas (Minervini y Rizzello, 2007). Estos péptidos presentan de 3 a
20 unidades de aminoacidos, aunque en algunos casos el tamafio es mayor, y pueden ejercer
diversas actividades reguladoras en el organismo humano (Mulero Cénovas et al, 2011).
Diferentes estrategias se han utilizado para la produccién de péptidos, tales como el empleo de
enzimas proteoliticas especificas (digestivas o microbianas), o bien el uso de bacterias proteoliticas
en el proceso de fermentacion (Toldré et al., 2018).

En este ltimo aspecto, ha resaltado la fermentacion realizada con bacterias acido lacticas (BAL),
ya que ademads de ser utilizada ampliamente para la elaboracién de productos con propiedades
sensoriales agradables, también ha demostrado presentar beneficios a la salud. Se han reportado
numerosos estudios sobre péptidos bioactivos derivados de proteinas animales, tales como las
caseinas, las cuales han demostrado su alto potencial funcional (Rizzello et al., 2016). Sin embargo,
el gran interés en el estudio de péptidos bioactivos procedentes de matrices vegetales ha

incrementado; debido a su mayor sostenibilidad con respecto a los alimentos de origen animal y al
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aumento de las necesidades del consumidor por dietas accesibles, saludables y equilibradas
(Malaguti et al., 2014).

Estudios realizados sobre cereales, pseudocereales y cierto tipo de semillas, han demostrado que
mediante su consumo ejercen beneficios a la salud a nivel metabdlico, cardiovascular y
gastrointestinal. Lo anterior, ha sido relacionado a la presencia de flavonoides, proteinas y una
variedad de compuestos fitoquimicos (Navruz-Varli y Sanlier, 2016). Debido a esto, se han
reportado diversos estudios realizados sobre péptidos bioactivos procedentes de matrices vegetales
los cuales han sido obtenidos mediante distintos procesos de hidrolisis (Garcia et al., 2013). En
este sentido, podemos mencionar a la semilla del a&rbol de Ramoén (Brosimum Alicastrum), la cual
reporta un alto contenido de proteina y caracteristicas estructurales, resultan de interés para el
estudio de péptidos con potencial actividad biologica. Estudios recientes han demostrado que la
semilla de Ramon presenta un perfil nutricional alto, de mayor calidad que el maiz. Esta semilla es
considerada como un recurso natural subexplotado en México, la cual pudiera utilizarse para
aumentar el valor nutricional de diversos alimentos (Subiria-Cueto et al., 2019). Por todo lo
anterior, el objetivo del presente estudio es determinar la potencial actividad bioldgica de péptidos

obtenidos mediante la fermentacion de harina de semilla de Ramén con BAL.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Alimentos Funcionales

Los cambios en el estilo de vida en las sociedades modernas han aumentado la prevalencia e
incidencia de varios problemas de salud como enfermedades cardiovasculares, diabetes, obesidad
o cancer. Los factores de riesgo relacionados con estas enfermedades podrian atenuarse o
prevenirse a través de la dieta por lo cual, existe una demanda creciente de nuevos alimentos con
mayor seguridad, valor nutricional y, sobre todo, saludables. Una de las lineas de investigacion
prioritarias en ciencia y tecnologia de los alimentos se centra en el desarrollo de nuevos alimentos
con ingredientes funcionales (Sarmiento-Rubiano, 2006).

Los alimentos funcionales y los componentes bioactivos en los alimentos son objeto de interés de
investigadores y consumidores en general. Un alimento funcional es aquel que, ademas de aportar
nutrientes, aportan efectos beneficiosos adicionales al organismo de manera que proporcionan un
mejor estado de salud (Barazarte et al., 2015). Estos alimentos pueden ser afiadidos de manera
natural, modificarse o mejorarse, con el propdsito de propiciar beneficios en la salud en cuanto a
desarrollo, crecimiento temprano, defensa contra el estrés oxidativo, regulaciéon de procesos
metabolicos, fisiologia cardiovascular y gastrointestinal, rendimiento mental, cognitivo, fisico y
deportivo (Tur y Bibiloni, 2015). Dentro de los alimentos funcionales hay elementos especificos o
compuestos bioactivos, como prebidticos, probioticos, carotenoides, vitaminas, compuestos
fenolicos, fitoestrogenos, acidos grasos, lipidos estructurados o péptidos bioactivos, los cuales son

los que confieren los beneficios adicionales a la salud (Boer et al., 2016).

2.2. Péptidos Bioactivos (Origen Animal y Vegetal)

Los péptidos bioactivos se encuentran originalmente en la secuencia primaria de las proteinas y

pueden ser liberados por hidrdlisis o procesos fermentativos. Estos presentan de 3 a 20 unidades
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de aminoacidos, aunque en algunos casos, el tamafio puede ser mayor (Shahidi y Zhong, 2008).
Estas secuencias aminoacidicas tienen 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 sefalizacion. Asi mismo, pueden ejercer su accion
sobre la regulacion del metabolismo controlando las glandulas de excrecidn, ajustando la presion
arterial, ejerciendo efectos sobre el suefio, memoria, dolor, apetito y los efectos de las vias de estrés
sobre el sistema nervioso central, ejerciendo sus efectos a nivel local o en diversos 6rganos una vez
que se han ingresado en el sistema circulatorio (Vermeirssen et al., 2004).

Debido a la gran relevancia que los péptidos bioactivos han presentado con respecto a la salud del
ser humano, se han desarrollado diferentes técnicas para la obtencion de nuevos péptidos bioactivos
a partir de proteinas alimentarias mediante digestion enzimatica in vitro, empleando enzimas
proteoliticas de origen microbiano (Meisel, 2004). De esta manera, proteinas de distinta
procedencia (animal y vegetal) han sido utilizadas para el aislamiento de péptidos a partir de
hidrolizados enzimaticos (Dziuba et al., 2005) siendo interesante destacar que, dependiendo de la
fuente proteica, del tipo de enzima usado y de las condiciones de procesado, la actividad biologica
y los péptidos obtenidos son distintos (Wang et al., 2005).

Investigaciones reportadas sobre proteinas de origen vegetal de las que se han aislado péptidos
bioactivos podemos mencionar los estudios realizados por Nogarta et al. (2009) en donde se
descubrieron 6 péptidos inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), que fueron
producidos por reacciones de autolisis (por proteasas asparticas) de subproductos de molienda de
trigo. Haciendo uso de pepsinas, se obtuvo un péptido con fuerte actividad antioxidante
(VECYGPNRPQF) a partir del desecho de proteina de algas C. Vulgaris, que normalmente son
utilizadas como alimento para animales (Sheih y Wu, 2009). Por otro lado, al hidrolizar la proteina
de endospermo de arroz con neutrasa, se lograron aislar dos péptidos diferentes que muestran
fuertes actividades antioxidantes (Zhang et al., 2010). También se han obtenido péptidos
antihipertensivos a partir de productos de soya (yogur de soya y salsa de soya) mediante
fermentacion con BAL (Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaricus,
Streptococcus thermophilus) (Singh et al., 2014). Ademas, se ha demostrado que las leguminosas
tropicales fermentadas (mani bambara, algarroba, soya) son capaces de reducir el estado de

hipertension, junto con la dislipidemia inducida por diabetes en ratas (Ademiluyi y Oboh, 2015).
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Sabbione et al. (2016), evaluaron distintos protocolos de hidrolisis sobre aislados de proteina de
amaranto para producir distintos polipéptidos y péptidos activos que generaron moléculas de baja
e intermedia masa molecular con importantes diferencias estructurales respecto a sus proteinas
nativas. Se observd que los tratamientos enzimaticos realizados sobre las proteinas nativas
generaron péptidos con potencial actividad antitrombdtica. En estudios mas recientes Rivero-Pino
et al. (2021), mediante el uso de proteasas comerciales (subtilisina y tripsina), evaluaron el
potencial de inhibicion de la enzima dipéptidil peptidasa IV (DPP-IV) de péptidos obtenidos a
partir de siete tipos de proteinas vegetales (arveja, patata, garbanzo, lenteja, quinoa, altramuz y
soya). Los hidrolizados se fraccionaron mediante cromatografia de exclusion por tamafio y, a partir
de las fracciones mas bioactivas, se identificaron mediante espectrofotometria de masas a los
péptidos responsables de esta bioactividad; siendo los de soya, lupino y quinoa los que presentaron

la mayor bioactividad (Rivero-Pino et al., 2021).

2.2.1. Métodos de Obtencion de Péptidos Bioactivos

El interés en el aprovechamiento de las proteinas ha desarrollado los procesos de obtencion y
mejora de las mismas mediante la generacion de concentrados y aislados proteicos. Sin embargo,
estos aislados presentan dos grandes limitaciones para su aplicacion en la industria alimentaria
como son su baja solubilidad y potencial alergenicidad. Estas razones, junto con la demanda de
nuevos alimentos, ha conducido en los ultimos afios al desarrollo de procesos de hidrolisis
enzimatica de aislados proteicos vegetales. La esencia de la hidrolisis proteica es la rotura del
enlace peptidico y en consecuencia la generacion de péptidos de menor tamafio o incluso de
aminoacidos libres. La rotura de estos enlaces puede producirse por métodos quimicos (con acidos
o bases), biologicos (con enzimas) o por procesamiento de alimentos como la fermentacion
(Gottschik, 1994). La propiedad fundamental de un hidrolizado, que va a determinar en gran
medida las caracteristicas del mismo, es su grado de hidrdlisis, es decir, el porcentaje de enlaces

peptidicos rotos en relacion a la proteina original.
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2.2.1.1. Hidrolisis enzimatica. Una de las estrategias mas utilizadas para la obtencion de péptidos
bioactivos es por medio de hidrolisis enzimatica (Yin et al., 2008). Se han utilizado con éxito
enzimas de origen animal (tripsina y pepsina), vegetal (papaina y bromelina) y microbiano
(alcalasa) solas o en combinacion, para lograr una mayor degradacion proteolitica (Quevedo et al.,
2001). Para este método, es importante considerar diversos factores que pudieran influenciar en las
actividades bioldgicas de los péptidos obtenidos. Principalmente, debe considerarse de gran
importancia la seleccion de las enzimas apropiadas o la mezcla de ellas, ya que de ello depende
obtener, de modo eficaz, los resultados esperados (Borja-Lozano, 2014).

En la produccion enzimatica de péptidos bioactivos se han empleado diversas enzimas de origen
gastrointestinal, las mas comunes son la pepsina y la tripsina. También se han utilizado
combinaciones de enzimas, las cuales incluyen pancreatina y quimotripsina. A su vez, diversas
enzimas obtenidas de cepas microbianas se han empleado con el objetivo de generar péptidos
bioactivos (Ahn et al., 2012). Resulta ventajoso el empleo de proteasas derivadas de fuentes
microbianas comerciales, por ejemplo, alcalasa, flavourzyma, neutrasa para degradar proteinas
alimentarias, ya que dichas proteasas han logrado demostrar ser seguras y de bajo costo (Agyei y

Danquah, 2011).

2.2.1.2. Hidrolisis acida de proteinas. La hidrdlisis acida logra la degradacion de las proteinas, en
menor tiempo. En la hidrolisis 4cida se fracciona la proteina, se rompen las cadenas polipeptidicas
en desorden, en este proceso se genera una gran cantidad de sales y cloruros dafiinos para las

plantas. No obstante, el grado de hidrdlisis que se obtiene es muy bajo (Vioque et al., 2001).

2.2.1.3. Hidrdlisis de proteina por fermentacion microbiana. La fermentacion es la transformacion
de sustancias organicas en compuestos mas simples como péptidos, aminodcidos y otros
compuestos nitrogenados por la accion de enzimas derivadas de microorganismos. Los
aminoacidos y péptidos liberados a través de la fermentacion, son contribuyentes significativos al
aroma y sabor de los productos fermentados (Raksakulthai y Haard, 1992). Asi mismo, se han
reportado péptidos con actividad biologica producidos durante la fermentacion, siendo los mas

estudiados los lacteos (Tsai et al., 2008) y la soya y la colza (He et al., 2012). En este sentido, la
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produccion de péptidos obtenidos a partir de la fermentacion microbiana con actividad bioldgica
se ha convertido en una parte integral de la produccion de alimentos saludables en varios paises.
Productos ya conocidos como el natto y el tempeh, productos derivados de la fermentacion
controlada de la soya con hongos, contienen péptidos con actividad antioxidante (Wongputtisin et
al., 2007).
Se ha reportado que los géneros bacterianos Lactobacillus helveticus y Lactococcus lactis propician
la produccion de péptidos con capacidad inhibidora de la ECA en leches fermentadas (Figueroa-
Hernéndez et al., 2012). La presencia de varias peptidasas principales especificas en estos géneros
indica que ambos géneros hacen uso de un sistema proteolitico similar (Sasaki, et al., 1995). Los
componentes estructurales del sistema proteolitico de las BAL pueden ser divididos en tres grandes
grupos de acuerdo a su funcion (Kunji et al., 1996):

o Proteinasas: Son las encargadas del rompimiento inicial de péptidos.

o Peptidasas: Degradan los péptidos formados por la accion de las proteinasas.

o Sistemas de transporte: trasladan los péptidos producidos hacia la membrana

citoplasmatica.

Este sistema implica proteinasas que se encuentran asociadas a la pared celular. Estas generan di,
tri y tetrapeptidos, los cuales son internalizados mediante sistemas de transportes de oligopéptidos
a través de la membrana citoplasmatica y una vez que los oligopéptidos estan en el interior de la
célula, especificamente en el citoplasma, son degradados por peptidasas intracelulares. Esto da

como resultado la formacion de péptidos pequefios y aminoacidos libres (Savijoki et al., 2006).

2.2.1.4. Hidrolisis por digestion gastrointestinal. La digestion es la barrera potencial para que los
péptidos puedan alcanzar los tejidos donde han de ejercer su accion en concentraciones suficientes
para tener un efecto biolodgico. Durante el proceso natural de digestion, las enzimas proteoliticas
gastrointestinales pueden inactivar péptidos o liberarlos del seno de su proteina de origen donde se
encontraban inactivos, presentando propiedades especiales una vez liberados (Vermeirssen et al.,
2004). La digestion de las proteinas se inicia en el estdmago por accion de las pepsinas; sin
embargo, ademas de la proteolisis en el estomago, la alta acidez del mismo hidroliza las proteinas
antes de que estas alcancen el intestino para su absorcioén (Soltero et al., 2005). En el lumen

intestinal, las endopeptidasas pancreaticas, principalmente la tripsina, elastasa y quimiotripsina
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junto con exopeptidasas como la carboxipeptidasa, producen péptidos de dos a seis residuos
aminoacidicos, asi como aminoacidos libres, los cuales son absorbidos como tales atravesando el
ribete estriado de los enterocitos con ayuda de transportadores o acarreadores (Arhewoh et al.,

2005).

2.2.2. Péptidos Antihipertensivos

La hipertension arterial (HTA) es un trastorno en el que los vasos sanguineos tienen una tension
persistentemente alta, lo que puede dafiarlos. La presion arterial es la fuerza que ejerce la sangre
contra las paredes de los vasos (arterias) al ser bombeada por el corazén. Cuanto mas alta es la
presion, mas esfuerzo tiene que realizar el corazon para bombear. La mayoria de las personas con
hipertension arterial no muestra ningun sintoma. No obstante, en ocasiones causa sintomas como
dolor de cabeza, dificultad respiratoria, vértigos, dolor toracico, palpitaciones del corazén y
hemorragias nasales. La HTA es un factor de riesgo para el desarrollo de otras enfermedades
cardiovasculares, tales como infarto al miocardio, un ensanchamiento del corazéon, una
insuficiencia cardiaca, entre otras (OMS, 2013). Ademas, es considerada como la enfermedad
cronica mas frecuente a nivel mundial. En México, conforme se incrementa la edad, crece el
porcentaje de poblacion con diagndstico previo de HTA, principalmente a partir de los 50 afios,
llegando al 26.7% en el grupo de 70 a 79 afios en 2018 (ENSANUT, 2018).

El mecanismo antihipertensivo mas estudiado para los péptidos bioactivos esta mediado por a la
inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina (ECA). El sistema renina-angiotensina-
aldosterona desempefia un papel fundamental en el mantenimiento del tono vascular frente a la
resistencia periférica. La renina, producida a partir del aparato yuxtaglomerular de los rifiones,
degrada el angiotensinogeno para producir el decapéptido inactivo angiotensina I. Este Gltimo se
degrada, por accion de la ECA, liberandose el potente vasoconstrictor angiotensina II. La
angiotensina II también estimula la sintesis y liberacion de aldosterona de la corteza suprarrenal,
lo cual aumenta la presion sanguinea promoviendo la retencion de sodio (y, por tanto, la retencion
de agua) en los tubulos distales (Ahnfelt-Ronne, 1991). La ECA actia simultaneamente en el

sistema quinina-calicreina catalizando la degradacion del nanopéptido bradiquinina (Soffer, 1976),
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lo cual tedricamente contribuye a los efectos hipertensivos de la actividad de la ECA (Ahnfelt
Ronne, 1991).

La estrategia mas comun para seleccionar péptidos derivados de los alimentos con potencial
actividad antihipertensiva, es la busqueda de péptidos inhibitorios de la ECA. Las técnicas
analiticas generalmente utilizadas para este efecto son la cromatografia liquida de alta resolucion
y métodos espectrofotométricos. Los estudios in vitro generalmente monitorean la conversion de
un sustrato por la presencia de ECA o la ausencia de sus inhibidores. Esta actividad inhibitoria se
expresa como ICso (concentracion necesaria para inhibir un 50% de la actividad enzimatica)
(Hernandez-Ledesma et al., 2011).

Tovar-Pérez et al. (2015) determinaron la actividad inhibitoria de la ECA en un hidrolizado de
albumina 1 y globulina del grano de amaranto con alcalasa. Las fracciones de péptidos de albimina
1 y globulina, seleccionadas de la filtracion en gel, presentaron valores de ICso de 0.82 + 0.05
mg/mL y de 0.32 £ 0.02 mg/mL; respectivamente. Lo anterior, son valores de que se encuentran
dentro del rango observado para otros péptidos de otras fuentes alimentarias. Por otro lado, Wang
et al. (2017) evaluaron la capacidad inhibidora de la ECA de hidrolizados de salvado de arroz
obtenidos mediante el uso de la enzima tripsina. Los resultados mostraron un ICso de 76 uM.
Posteriormente, identificaron la secuencia de aminodacidos responsable de la actividad por medio
de espectrofotometria de masas. Incluso, determinaron el acoplamiento molecular (molecular
docking) de dicho péptido, y los resultados mostraron que la inhibicién de la ECA del péptido es
atribuida principalmente a la formacion de fuertes enlaces de hidrégeno con los sitios activos de la
ECA humana (Wang et al., 2017).

En estudios mas recientes se ha evaluado el efecto antihipertensivo in vitro e in vivo, de péptidos
obtenidos a partir de la hidrdlisis de proteina del brocoli utilizando quimotripsina. Se aislaron e
identificaron tres péptidos inhibidores de la ECA y se sometieron a digestion gastrointestinal, en
donde se observo que estos mismos aumentaban el doble de su actividad después de la simulacion.
El efecto antihipertensivo fue evaluado mediante la administracion oral en ratas espontaneamente
hipertensas, en las cuales se demostrd un significativo efecto antihipertensivo (Dang et al., 2019).
Por otro lado, el efecto antihipertensivo ha sido evaluado en subproductos, tales como la harina
obtenida a partir de la produccion de aceite de chia (Pablo-Osorio ef al., 2019). Los aislados de
proteina de chia se obtuvieron utilizando diferentes proteasas comerciales (alcalasa, pepsina,

tripsina y quimotripsina) y se evalu6 su potencial bioldgico mediante enfoques in vitro e in silico.
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El hidrolizado de proteina utilizando pepsina, mostr6 el mayor potencial de inhibicién de la ECA
(ICso de 0.128 + 0.02 mg/ml) en comparacion con otros péptidos y testigos positivos (Captopril y
Lisinopril). Lo anterior, proporciona un valor agregado a este tipo de subproductos (Pablo-Osorio

et al., 2019).

2.2.3. Péptidos Antioxidantes

La produccion de especies reactivas de oxigeno (EROS o ROS) o de nitrégeno (ERN o NOS) y
otros radicales libres, son productos naturales del metabolismo celular (Sadnchez et al., 2013). Para
mantener control sobre los radiales libres, EROS y ERN, el organismo cuenta con un complejo
antioxidante basado en compuestos antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. No obstante,
cuando el sistema de defensa antioxidante es sobrepasado por los radicales libres, inducen al
organismo a un estrés oxidativo (Ortiz Escarza y Medina Lopez, 2020). Asi mismo, debido a que
estas especies son inestables, muestran una elevada reactividad que en muchos casos se manifiesta
como simple reaccion quimica que determina una secuencia de reacciones manifestadas como una
agresion y posteriormente desarrollar una patologia (Sanchez et al., 2013).

Recientemente, el interés por los péptidos antioxidantes derivados de las proteinas alimentarias ha
aumentado, de acuerdo con el papel reconocido en los mecanismos de prevencion del estrés
oxidativo asociado con numerosas enfermedades degenerativas del envejecimiento (Adebiyi et al.,
2009). Los péptidos bioldgicamente activos con potencial actividad antioxidante se han obtenido
de una amplia variedad de animales y plantas (Coda et al., 2012). Principalmente, de granos de
cacao, granos de cacahuate, salvado de arroz, proteina de girasol, proteina de hoja de alfalfa, harina
de gluten de maiz, piel de rana, fame, proteina de yema de huevo, kéfir de leche y kéfir de bebida
de soya, champinones, caballa, hojas de curry, gusano de hoja de algodon, caseina, desechos de
proteinas de algas, trigo y trigo sarraceno (Sarmadi y Ismail, 2010). Estos péptidos antioxidantes,
actian como inhibidores de la peroxidacion lipidica, se presentan como eliminadores directos de
radicales libres y/o como agentes para quelar iones de metales de transicion que catalizan la
generacion de especies radicales (Shimada et al., 1992).

Coda et al. (2012), fermentaron con BAL diversas harinas de cereales, pseudocereales y legumbres.
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Los resultados mostraron actividad antioxidante significativamente mayor a la de los controles no
fermentados, presentando mayor actividad en la proteina de harina de trigo integral y de centeno.
Los péptidos de dichas harinas mostraron actividad antioxidante en un modelo ex vivo comparable
a la del a-tocoferol en fibroblastos de raton sometidos artificialmente a estrés oxidativo. Se han
reportado péptidos con actividad antioxidante liberados por Oenococcus oeni, B. subtilis, Bacillus
pumilus y L. plantarum durante el mosto de uva (Apud et al., 2013), fermentacioén de semilla de
linaza (He et al., 2012) proteina de arroz (Dei et al., 2014) y soya (Singh et al., 2014);
respectivamente. También se reportaron evidencias in vitro e in vivo de las actividades
antioxidantes de péptidos aislados de douchi (alimento chino tradicional de soya fermentada con
sal) (Wang et al., 2008) y semillas de cacao semifermentadas (Preza et al., 2010). Por otro lado,
Vanvi y Tsopmo (2016), reportaron que la proteina de salvado de avena, hidrolizada con pepsina,
mostrd poder de eliminacién de radicales perdxilo (608 = 17 uM Equivalentes de Trolox/g de
proteina). Asi mismo, Bagul et al. (2018), determinaron la actividad antioxidante en semillas de
tamarindo hidrolizados con papaina. Los hidrolizados derivados de las semillas de tamarindo,
mostraron una actividad de 178.83 uM Equivalentes de Trolox/mg de proteina el método del radical
libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) 66.94 uM Equivalentes de Trolox/mg de proteina
mediante el ensayo de 4cido 2,2'-azino-bis-(3- etillbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS) y 94.71 uM
Equivalente de Trolox/mg de proteina mediante el ensayo FRAP, demostrando valores superiores

en comparacion con valores reportados para semillas de sandia y col forrajera (Bagul ef al., 2018).

2.2.4. Péptidos Inhibidores de la Enzima Dipéptidil Peptidasa IV

La enzima dipéptidil peptidasa IV (DPP-IV) es una proteina integral de membrana (tipo II)
altamente glicosilada y multifuncional que desempefia papeles importantes en el metabolismo de
numerosos péptidos bioactivos, entre los que se encuentran hormonas neuroendocrinas, citoquinas
y quimosinas (Gorrell, 2005). Se ha demostrado que la actividad enzimatica de DPP-IV escinde
una variedad de péptidos bioldgicos en ensayos in vitro, como el péptido similar a la hormona
peptidica glucagén (GLP-1) y el péptido insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP) (Arnold et
al., 2018).
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Estudios in silico han reportado la presencia de péptidos inhibidores de la DPP-IV en péptidos de
diversas proteinas como las del suero de leche (Tulipano et al., 2015), caseinas de la leche bovino,
colageno de la carne de bovinos y colageno del salmén (Lacroix y Li-Chan, 2013), salvado de arroz
(Hatanaka et al., 2012), atun (Huang et al., 2011), amaranto (Velarde-Salcedo et al., 2013), gelatina
de piel porcina (Huang et al., 2014) y frijol (Mojica y Gonzalez de Mejia, 2016). Incluso, se han
explorado diversas proteasas con la finalidad de producir péptidos con la capacidad de inhibir a la
DPP-IV. En este sentido estudios recientes con hidrolizados de coldgeno de piel de salmén
evaluaron sobre la inhibicién in vitro de la DPP-IV. Este fue hidrolizado individualmente con
diferentes enzimas (e.g. pepsina, tripsina, papaina o alcalasa). El hidrolizado procedente de la
proteina del salmdn, obtenido con tripsina fue el que present6 la mayor inhibicién de la DPP-IV
(Ritian et al., 2020).

Por otro lado, proteinasas grado alimenticio tales como la alcalasa, derivadas de microorganismos,
asi como enzimas obtenidas a partir de animales (pepsina y tripsina) y plantas (papaina, proteasa
de calabaza), también han sido estudiadas (Reyes Bautista, 2017). Incluso, estudios con modelos
de digestion gastrointestinal simulado han reportado la produccion de péptidos capaces de inhibir
la actividad de DPP-1V; lo que sugiere que los péptidos inhibidores de DPP-IV pueden generarse

in vivo durante el proceso de digestion (Lacroix y Li-Chan, 2013).

2.3. Pseudocereales

Los pseudocereales son un grupo de especies vegetales no gramineas que no pertenecen a la familia
de los cereales, pero presentan propiedades y usos similares (Fletcher, 2016). Estos son plantas
dicotiledoneas productoras de semillas que se consumen como granos. Generalmente, no contienen
gluten y son ricos en proteinas y nutrientes (Morales ef al., 2020). Los estudios reportados sobre el
valor nutrimental de los pseudocereales muestran que son fuentes ricas en carbohidratos
(principalmente almidon y fibra dietética), proteinas con alto valor nutritivo y excelentes niveles
de aminoacidos esenciales (lisina, metionina y triptéfano). Asi mismo, contienen lipidos ricos en
acidos grasos insaturados, alto contenido de vitaminas y minerales, asi como la presencia de

compuestos potencialmente bioactivos (Machado et al., 2015).
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2.3.1 Pseudocereales como Fuente de Péptidos Bioactivos

Hoy en dia la busqueda de nuevas fuentes alimentarias impulsa a reconsiderar el valor nutricional
de los pseudocereales (Morales et al., 2020). Ademés de su funcidon nutricional, se ha descubierto
que las proteinas de los pseudocereales ejercen propiedades bioldgicas por si mismas y/o como
fuente de péptidos bioactivos. Varios estudios han demostrado las propiedades bioactivas de los
hidrolizados y péptidos de proteina de quinoa. Aluko y Monu (2003), realizaron hidrolisis
enzimatica de proteina de quinoa con alcalasa, obteniendo hidrolizados con actividad antioxidante
y antihipertensiva. Montoya-Rodriguez et al. (2014), sometieron harina de amaranto a un proceso
de digestion gastrica in vitro, obteniendo como resultado, hidrolizados con capacidad inhibidora
de la ECA y capacidad para reducir citocinas proinflamatorias en la linea celular THP-1 en humano
y raton.

Por otra parte, Vilcacundo et al. (2017), evaluaron la influencia de la digestion gastrointestinal de
la proteina de quinoa para la liberacion de péptidos con potencial antidiabético. Después de someter
la proteina de quinoa, a incubacion secuencial con pepsina y pancreatina, se obtuvieron péptidos
inhibidores de las enzimas DPP-1V, a-amilasa y a-glucosidasa, las cuales estan involucradas con
la velocidad de digestion de los carbohidratos y el transporte de glucosa en sangre. Los péptidos
liberados durante la fase duodenal, en particular las fracciones de péptidos menores a 5 kDa, fueron
los que mostraron mayor efecto inhibidor. En otros estudios, Mudgil et al. (2019), utilizaron
enzimas proteoliticas (bromelina, quimotripsina y proteasa) para obtener hidrolizados de proteina
de amaranto y quinoa, con actividad antioxidante frente a radicales ABTS y DPPH. En general se
observo que los hidrolizados producidos por quimotripsina en un tiempo de 6 h, generaron valores
de actividad antioxidante significativamente mas altos.

En estudios recientes se determiné la capacidad anticancerigena in vitro de hidrolizados de proteina
de amaranto obtenidos por digestion gastrica simulada. Los hidrolizados mostraron capacidad
anticancerigena in vitro, en células humanas de cancer de mama triplemente negativas, con un valor
de I1Cso de 48,3 + 0,2 ug/mL (Taniya et al., 2020). Por otro lado, Cotabarren et al. (2019)
determinaron actividad antioxidante en hidrolizados obtenidos a partir del subproducto del proceso
de extrusion de las semillas de chia. El tratamiento realizado con papaina, mostré un

enriquecimiento de péptidos con bajo peso molecular (< 3kDa y < 15 kDa) los cuales presentaron
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diferencias significativas en los valores de ICso frente a la eliminacion de los radicales DPPH y
ABTS (Cotabarren et al., 2019).

Tomando en cuenta el potencial que presentan los pseudocereales como fuente de péptidos
bioactivos, resulta de interés el explorar este tipo de matrices alimentarias, de las cuales se ha
demostrado mediante diversos estudios in vivo e in vitro, su potencial nutracettico, ya sea como

alimento o ingrediente funcional.

2.4. Semilla del arbol de Ramon (Brosimum alicastrum)

Recientemente, el consumo de pseudocereales ha incrementado debido a sus efectos benéficos para
la salud. Estos son plantas dicotiledoneas productoras de semillas que se consumen como granos.
Generalmente, no contienen gluten y son ricos en proteinas y nutrientes (Morales ef al., 2020). Los
pseudocereales mas cultivados y estudiados son la quinua (Chenopodium quinoa), el amaranto
(Amaranthus spp.), la chia (Salvia hispanica) y el alforfon (Fagopyrum spp.) (Morales et al., 2020).
Sin embargo, existen otro tipo de plantas no convencionales de origen neotropical, las cuales
comparten estas mismas caracteristicas y por lo tanto considerados como pseudocereales
neotropicales (Piatti et al., 2019).

En este sentido podemos mencionar a la semilla del arbol de Capomo (Brosimum alicastrum),
también conocido como arbol de Ramon, el cual es una especie endémica de Mesoamérica, esta
especie es dominante en las selvas de México y Centroamérica hasta Pera y las Islas Caribe, es
adaptable a condiciones desfavorables para otro tipo de cultivos y puede prosperar en sitios con
humedad y regiones aridas (Vega-Lopez et al., 2003). Segun el reporte Brosimum alicastrum
GRAS (2007), la especie ha sido utilizada por los humanos, convirtiendo el fruto, la semilla, la
madera, las hojas y el latex, en fuentes de materias primas para alimentacion y forrajes. En la
actualidad su utilizacion es limitada puesto que su fama es minima, pero estudios recientes han
demostrado que las semillas de Ramon, presentan un perfil nutricional alto; incluso, de mayor

calidad que el maiz (Subiria-Cueto, 2019).
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2.4.1. Produccion

Los arboles de esta especie alcanzan su etapa productiva a los 5 afos (Peters y Prado-Tejeda, 1982).
Un arbol puede producir de 50 a 75 kg de fruto al afio, de los que se pueden obtener de 16 a 29 kg
de semilla seca, y en cada kilogramo encontrar de 300 a 350 semillas (Cordero et al., 2003). Tejada
y Mufioz (1980), reportaron periodos de fructificacion y floracion del Ramon en diversos estados
de México. En el estado de Yucatan, Ortiz y Herrera (2009), informaron que la floracion se presenta
entre los meses de noviembre y febrero, y la fructificacion la mayor parte del afio, siendo mas

abundante en los meses de enero, abril, mayo, junio y septiembre.

2.4.2. Composicion de la Semilla de Ramon

El arbol de Ramon produce un fruto con sabor dulce que envuelve una semilla también conocida
como nuez maya, semilla de Ramon o de capomo. Cada fruto contiene una semilla de 1.5 a 2 cm
de diametro cubierta de una testa papirdcea amarillenta, con los cotiledones montados uno sobre el

otro de sabor dulce (Figura 1).

- 7

Figura 1. Fruto y semilla de Ramén. a) Fruto inmaduro, b) frutos maduros, ¢) semillas de
Ramon. (Tomado de Morales & Herrera, 2009).

Diversos estudios reportan que la cantidad de carbohidratos presentes en la semilla de Ramon es

de alrededor del 75% del peso seco de la semilla, siendo mas del 61% almidon, por lo que es el
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principal componente de la semilla. De igual forma destaca su alto contenido de proteina, acido
folico, minerales, fibra, triptofano, y vitaminas A y C (Meiners et al., 2009). De acuerdo con
Larque-Saveedra (2014), la calidad de la harina elaborada con estas semillas es alta, comparable o
mejor que la de gramineas convencionales, gracias a su concentracion de proteinas, carbohidratos

y grasas. En el Cuadro 1 muestra los componentes principales de la semilla del arbol de Ramon.

Cuadro 1. Composicion de harina de semilla de Ramon.

Fuente
Barquera Peters y Prado-Tejeda Lozano Arevalo y Bressani

Componente (2014) (1982) (1978) (2013)
Carbohidratos (%) 72.25 ND 77.27 72.8

Proteina (%) 12.24 12.8 10.87 10.52
Fibra (%) 4.96 4.6 5.99 3.4
Lipidos (%) 1.1 ND ND ND
Humedad (%) 5.88 ND ND 8.33

ND: No determinado.

2.4.3. Aplicaciones de la Semilla del arbol de Ramoén

Algunas de las aplicaciones atribuidas al uso de la semilla de Ramon, se centran en su contenido
de compuestos fenolicos y su buen nivel de aceptacion en cuestiones de sabor y nutricion (Zarate
et al., 2019). Estudios han reportado que la semilla de Ramon contiene acidos fendlicos (4cido
galico, acido p-hidroxibenzoico, acido vanilico, acido caféico y acido p-cumarico) que va de 6.5 a
326 ng/g, siendo el acido p-hidroxibenzoico el principal compuesto fenolico (Ozer, 2017).

A pesar del conocimiento ancestral y de ser una especie con propiedades de interés nutrimental y
potencialmente funcionales, Brosimum alicastrum ha sido subutilizado. Recientemente, el interés
que se ha presentado en la semilla de Ramén se enfoca principalmente en su contenido de
compuestos fendlicos y actividad antioxidante (Herndndez-Gonzalez et al., 2014). Por todo lo
anterior, la harina de semilla de Ramoén es una matriz vegetal subexplorada; por lo que resulta de
interés determinar si esta presenta actividad biologica después de haber sido fermentada por BAL,

lo cual le proporcionaria un valor agregado a este producto.
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3. HIPOTESIS

La harina de semilla de Ramon (Brosimum alicastrum) fermentada con Lactococcus lactis
NRRL B-50571 y NRRL B-50572 presenta potencial actividad bioldgica después de haber sido

sometida a un modelo de digestion gastrointestinal simulada.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Evaluar la potencial actividad bioldgica presente en harina de semilla de Ramon (Brosimum
alicastrum) fermentada por Lactococcus lactis NRRL B-50571 y NRRL B-50572 sometida a un

modelo de digestion gastrointestinal simulada.

4.2 Objetivos Especificos

1. Establecer las condiciones de fermentacion de la harina de semilla de Ramon (Brosimum
alicastrum) con Lactococcus lactis NRRL B-50571 y NRRL B-50572.

2. Evaluar la actividad proteolitica de Lactococcus lactis NRRL B-50571 y NRRL B-50572
en harina de semilla de Ramon (Brosimum alicastrum) fermentada.

3. Evaluar la actividad inhibidora de la enzima convertidora de angiotensina de los extractos
obtenidos < 3 kDa de harina de semilla de Ramon antes y después de haber sido sometida
a un modelo de digestion gastrointestinal simulada.

4. Evaluar la actividad antioxidante de los extractos obtenidos < 3 kDa de harina de semilla
de Ramon antes y después de haber sido sometida a un modelo de digestion gastrointestinal
simulada.

5. Evaluar la inhibicién de dipeptidil peptidasa IV de los extractos obtenidos < 3 kDa de harina
de semilla de Ramoén antes y después de haber sido sometida a un modelo de digestion
gastrointestinal simulada.

6. Evaluar la actividad antitrombotica de los extractos obtenidos < 3 kDa de harina de semilla
de Ramon antes y después de haber sido sometida a un modelo de digestion gastrointestinal

simulada.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Reactivos

Los reactivos que se utilizaron en la presente investigacion fueron: Caldo M17, peptona y dextrosa
de la marca DIFCO (Sparks, MD, USA.). Hidroxido de sodio (NaOH) y 4cido sulfurico de la marca
Favela Pro S.A. DE C.V. (Mocorito, Sin., Méx.). Indicador rojo de metilo de la marca MERCK
(Darmstadt, Hessen, DEU.). acido bdrico, etanol, acido clorhidrico (HCI), cloruro de calcio
(CaCly), acido tricloroacético (TCA), fenol, D-(+)-glucosa (glucosa), L-leucina (leucina), cloruro
de potasio (KCl), solucion amortiguadora de fosfato salino (PBS), bicarbonato de sodio (NaHCO3),
cloruro de magnesio (MgCly), cloruro de sodio (NaCly), acido acético, 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-acido carboxilico (Trolox), 2,2'-azo-bis (2-amidino-propano) dihidrocloruro
(AAPH), acido 2, 2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS), fluoresceina, amilasa
porcina (EC: 3.2.1.1), pancreatina porcina, bilis deshidratada y purificada, pepsina porcina (EC:
3.4.23.1), enzima convertidora de angiotensina de pulmon de conejo (EC: 3.4.15.1) (ECA), hipuril-
L-Histidil-L-Leucina (HHL), dipéptidil peptidasa IV (EC: 3.4.14.5) (DPP-IV), sustrato DPP-IV
(G-P-AMC), trombina de plasma humano (EC: 3.4.21.5), fibrindgeno humano, provenientes de
Sigma Chemical (St. Louis, M.O., E.E.U.U..), y los reactivos O-phthaldialdehido (OPA) y
acetonitrilo de la marca Thermo Fisher Scientific (Waltham, M.A., E.E.U.U.).

5.2 Harina de Ramén

La harina de semilla de Ramon (Brosimum alicastrum) utilizada en el presente estudio fue obtenida
de la empresa KISHUR (Chochold, Yucatan, Méx.) y almacenada a temperatura ambiente (24 °C)

hasta su posterior procesamiento y analisis.
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5.3. Caracterizacion Fisicoquimica

Se realizo la caracterizacion fisicoquimica de la harina de semilla de Ramoén siguiendo los
lineamientos de la AOAC (2000). Las pruebas realizadas fueron cenizas, humedad, grasa y
proteina. El contenido de hidratos de carbono fue calculado por diferencia. Todos los experimentos

fueron realizados por triplicado.

5.3.1. Cenizas

La determinacion de cenizas se realizd mediante el método de calcinacion directa por triplicado.
Se pesd 1 g de muestra de harina de Ramon y se colocd en un crisol a peso constante. La muestra
fue precalcinada lentamente en una placa de calentamiento, y después se calcind en una mufla
Thermo Fisher Scientific F30438CM (Waltham, MA, E.E.U.U.), a 500°C por 5 h. Posteriormente,
se coloc¢ el crisol en desecador a peso constante por 20 min y se registro el peso. La determinacion

del porcentaje de cenizas se realiz6 mediante la siguiente formula:

. wi1-w2
Cenizas (%) = —y * 100

Donde W1 es el peso del crisol con la muestra calcinada, W2 es el peso del crisol solo y W es el

peso de la muestra.

5.3.2. Humedad

La determinacion de humedad se realizéo mediante la pérdida de peso por calentamiento en estufa
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por triplicado. Se peso 3 g de harina de Ramon y se coloco en crisoles ajustados a peso constante,
se registro el peso del crisol con muestra himeda y posteriormente se colocaron los crisoles con
muestra en estufa (VWR Sheldon 1350 GM, OR, E.E.U.U.) a temperatura de 100 °C por 4 h.
Después se enfriaron en desecador por 20 min y se registr6 el peso nuevamente. Los crisoles se
colocaron 30 min en estufa y 20 min en desecador. Este procedimiento se repitié hasta obtener un
peso constante de las muestras. Los célculos para el porcentaje de humedad se realizaron con la

siguiente formula:

M1 — M2
Humedad (%) = —y X 100

Donde M1 es el peso del crisol mas la muestra himeda, M2 es el peso del crisol mas la muestra

seca y M es el peso de la muestra.
5.3.3. Grasa

La determinacion de grasa se realizo mediante el método Soxhlet. Se pes6 1.5 g de harina de Ramén
en papel filtro Whatman No. 2 (tamafio de poro 8 um) y fue colocado en un cartucho de extraccion.
Se utilizé un matraz con 50 mL de éter de petroleo y se realizo el proceso de extraccion por 6 h. Al
finalizar la extraccion se elimind el solvente por evaporacion (Centrivap concentrator
LABCONCO, MO, E.E.U.U.). Posteriormente, el matraz con la muestra de grasa se llevé a secado
en estufa a 100°C por 1 h; finalmente, se coloco en peso constante en el desecador y se registro el

peso. El porcentaje de grasa se calcul6 con la siguiente formula:

M 2
Grasa (%) = —y X 100
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Donde M1 es el peso del matraz sin muestra, M2 es el peso del matraz con grasa y M es el peso de

la muestra.

5.3.4. Proteina

Para la determinacion de proteina se utilizo el método Micro-Kjeldhal. Se pesaron 200 g de muestra
desgrasada y se depositaron en un matraz de digestion, después se adicion6 1.5 g de mezcla
catalizadora preparada con 5 g de CuSO4y 93 g de NaxSO4 y 3 mL de &cido sulfurico concentrado.
Los matraces se colocaron en digestor Micro-Kjeldhal (Rapid distillation unit LABCONCO, EE.
UU) y se aumentd la temperatura paulatinamente. Una vez que la muestra fuera completamente
digerida (solucion translucida), fue colocada en un destilador para Micro-Kjeldhal y se neutralizo
utilizando 20 mL de NaOH al 40%. Se colocé un matraz Erlenmeyer de 50 mL con 15 mL de acido
borico al 4% (p/v) y 3 gotas de indicador (0.125 g de rojo de metilo en 100 mL de etanol) para la
recepcion de la muestra destilada. Finalmente, las muestras se titularon con HCI (0.1 N). Para el

porcentaje de proteina se realizaron los siguientes célculos:

o, V*N=x*0.014
Nitrégeno (%) = By E—— 100

Donde V son los mililitros de HCI gastados en la titulacion, N es la normalidad de la solucion de
HCI, M es el peso en gramos de la muestra y 0.014 es el equivalente de nitrogeno.

Para el calculo del porcentaje de proteina se realizaron los siguientes célculos:

Proteina (%) = % de nitrégeno * FC

Donde FC es el factor de conversion (Ministry of Agriculture, Fisheries and Food, 1975).
FC=6.25
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5.3.5 Hidratos de Carbono

La cantidad de carbohidratos totales presentes en la harina de Ramoén se determiné por diferencia.
El célculo se realizo restando los porcentajes de humedad, proteinas, grasas y ceniza de 100% para

obtener el porcentaje.

5.4. Tratamiento de la Harina de Ramoén

El pretratamiento aplicado a la harina de Ramon fue realizado con base en la metodologia reportada
por Olguin Maciel (2015), con algunas modificaciones. Se prepararon suspensiones al 5% (p/v) de
harina de Ramoén en PBS (0.1 M, 6.0 = 0.02), aplicando agitacion con magneto durante 15 min.
Posteriormente, se adicion6 a cada muestra 60 mg/L de Ca*? en forma de cloruro de calcio y 1.203
g de a-amilasa porcina, equivalentes a 19250 unidades de enzima requerida para hidrolizar 19.25
g de almidon presente en la suspension de harina. Ambos reactivos fueron disueltos en PBS 0.1 M.
Posteriormente, la harina fue incubada a 30 °C por 1 h con agitaciéon constante, en un agitador
orbital con temperatura controlada (Shaker Bath Lab Line, MA, EE.UU.). Finalizando la
incubacion se aplicéd tratamiento térmico (121°C, 15 min) en una autoclave (Yamato SM510,

Tokio, JPN). Las muestras se dejaron enfriar a temperatura ambiente (25°C).

5.5. Cuantificacion de Azicares Totales en Harina Hidrolizada con a-amilasa

Para la cuantificacion de azlcares totales liberados en la harina de semilla de Ramoén hidrolizada
con o-amilasa y tratada con tratamiento térmico, se utilizo el método colorimétrico fenol-sulftrico
descrito por DuBois et al. (1956) con modificaciones. Se tomaron muestras de 5 mL y se
centrifugaron a 4696 xg por 45 min a 4°C. Posteriormente, a 1 mL del sobrenadante se agreg6 1

mL de solucion de fenol al 5% y de manera inmediata se agregaron 2 mL de acido sulfurico
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concentrado. Se dejo reposar las muestras por 10 min seguido de 30 s de agitacion empleando un
agitador mecénico (VWR® Analog Vortex MixerTM, West Chester, PA, EE.UU.). Seguidamente,
se reposaron en bafio de agua a temperatura ambiente (25 °C) por 20 min. Finalmente, se realiz6
medicion de absorbancia en espectrofotometro a una longitud de onda de 550 nm (Olguin Maciel,
2015). La concentracion se determiné extrapolando los valores de absorbancia a una curva estandar

de glucosa de 5 puntos como minimo (1.25 - 0.039 mg/mL).

5.6. Microorganismos y Condiciones de Cultivo

Las cepas de Lactococcus lactis NRRLB-50571 y NRRLB-50572 aisladas de lacteos artesanales
(Gutiérrez-Mendez et al., 2008), pertenecen a la coleccion de bacterias acido lacticas del
Laboratorio de Quimica y Biotecnologia de Productos Lécteos del Centro de Investigacion en
Alimentaciéon y Desarrollo, A. C. (CIAD, A.C.), Unidad Hermosillo, Sonora. Las cepas fueron
inoculadas (1% v/v) en caldo M17 (DIFCO, Sparks, MD, E.E.U.U.) adicionado con dextrosa (10%
p/v, DIFCO, Sparks, MD, USA) estéril e incubadas durante 18 h a 30 ° C. Posteriormente, fueron
subcultivadas durante 4 h, recuperadas por centrifugacion (3600 xg, 4 °C por 10 min), y lavadas
con una solucion amortiguadora de fosfato salino (PBS, 0.1 M, pH 6.0 £ 0.02). Los paquetes
celulares obtenidos fueron resuspendidos en PBS hasta alcanzar una DOgoonm = 0.5 (c.a. 10°
UFC/mL) utilizando un espectrofotometro multimodal Spectramax M3 (Sunnyvale, CA, E.E.U.U.)
(Mendoza Salazar, 2020).

5.7. Elaboracién del Subcultivo de Harina de Semilla de Raméon

Se prepard una suspension de harina de semilla de Ramon al 5% (p/v) con PBS 0.1 M, pH 6.0 +
0.02, y se le aplico el tratamiento descrito anteriormente (Seccion 5.4). Después, las suspensiones
fueron inoculadas (1% v/v) con el ultimo subcultivo en caldo M17 (4 h) de Lactococcus lactis
NRRLB-50571 y NRRLB-50572. El subcultivo fue incubado por 5.5 h a 30 °C con agitacion

constante.
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5.8. Fermentacion de la Harina de Semilla de Ramoén y Curvas de Crecimiento de Lactococcus

lactis NRRL B-50571 y NRRL B-50572

A una suspension al 5% (p/v) de harina de semilla de Ramoén en PBS 0.1 M, pH 6.0 £ 0.02, se
aplicaron los tratamientos mencionados anteriormente (Seccidon 5.4) y se pas6 a inocular al 3%
(v/v) con el subcultivo de harina de semilla de Ramoén (Seccién 5.7), se incub6 por 48 h a 30 °C
con agitacion constante. Una vez finalizada la fermentacion, las muestras fueron almacenadas a -
20°C hasta su posterior analisis. Para el testigo (harina de semilla de Ramoén sin fermentar), se
elabor¢ siguiendo la metodologia descrita en la Seccion 5.4.

El cambio de pH se registr6 cada 6 h (Olguin Maciel, 2015). Asi mismo, el crecimiento de ambas
cepas Lactococcus lactis NRRL B-50571 y NRRL B-50572 en la harina de semilla de Ramoén se
determin¢ utilizando el método de vaciado en placa (Hoben y Somasegaran, 1982). Se tom¢6 1 mL
de muestra durante el proceso de fermentacion en los tiempos 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24,
30, 36,42 y 48 h y se realizaron diluciones seriadas en agua peptonada. Posteriormente, se tomaron
200 pL las diluciones 4, 5y 6 y se adicionaron en placas preparadas con agar granulado y M17
(Difco) empleando la técnica de estriado y se incubaron a 30 °C por 48 h. Al finalizar el periodo
de incubacidn, todas las colonias visibles fueron contadas y los resultados fueron expresados como

UFC mL™".

5.9. Actividad Proteolitica de Lacotoccus lactis NRRL B-50571 y NRRL B-50572 en Harina de

semilla de Ramon Fermentada

La actividad proteolitica de Lacotoccus lactis NRRL B-50571 y NRRL B-50572 en la harina de
semilla de Ramoén fermentada se determind mediante la liberacion de grupos NHj3 siguiendo el
método o-phthalaldehido (OPA) descrito por Church ef al. (1983). La determinacion se realiz6 en
las muestras de harina de semilla de Ramon fermentadas y no fermentada (testigo) a las 0 y 48 h.
Se mezcl6 una alicuota de 5 mL de cada muestra con 1 mL de agua milli-Q y 10 mL de TCA (0.75

%), se aplico agitacion durante 1 min y se dejo reposar por 10 min. Posteriormente, las muestras
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fueron centrifugadas (4696 xg, 45 min, 4°C) y los sobrenadantes obtenidos se filtraron con papel
Whatman No. 2 (tamafio de poro de 8 um).

Para la cuantificacion de grupos NHj3 se utilizé una microplaca de 96 pozos (Corning ™, NY,
E.E.U.U.). Se agreg6 una alicuota de muestra de 20 pL del sobrenadante a 200 pL de solucion de
reactivo OPA de fluoraldehido (ThermoScientific, Rockford, IL, EE.UU.). Después de 2 min a 20
°C, se realiz6 la medicion de fluorescencia a una excitacion de 360 nm y una emision de 455 nm
en lector de microplacas (SpectraMax, M3, Sunnyvale, CA., EE. UU.). La actividad proteolitica se
expres6 como mg/mL de L-leucina liberada durante la fermentacion de la harina. Se utilizé una
curva estandar de L-leucina (0-500 pg/mL) y cada medicién se realizd por triplicado (Anexo 8.1).
El valor obtenido de mg/mL de L-leucina para el testigo fue restado a los valores de las harinas de

semilla de Ramon fermentadas.

5.10. Modelo de Digestion Gastrointestinal Simulada

La digestion gastrointestinal simulada de la harina de semilla de Ramoén fermentada, no fermentada
y agua (testigo de la digestion) se realizé siguiendo el método descrito por Minekus ef al. (2014)
con ligeras modificaciones. De manera seriada, se llevaron a cabo las fases oral, gastrica y del
intestino delgado. Las muestras se mantuvieron en agitacion constante a 37 °C durante todo el
proceso, empleando un agitador orbital con temperatura controlada.

Para la fase oral a 3 g de muestra fermentada (48 h), no fermentada o 3 mL de agua destilada se
agregaron 2.10 mL de solucién electrolitica salival simulada (KCl 15.1 mM, KH2PO4 3.7 mM,
NaHCOs3 13.6 mM, MgCl>0.15 mM y (NH4)2CO3 0.06 mM) con un pH ajustado de 7.0 utilizando
un potenciometro (Hanna Instruments; Woonsocket, RI, E.E.U.U.), seguido de 300 pL de una
solucion de a-amilasa (1500 U/mL) y 15 pL de CaCl, (300 mM). Después se agregaron 585 pL de
agua milli-Q y se dejo pasar un tiempo de 2 min para continuar con la fase géstrica.

Para la fase gastrica en condiciones de ayuno, la suspension oral fue mezclada con 4.5 mL de
solucion electrolitica gastrica simulada (KCI 6.9 mM, KH>PO4 0.9 mM, NaHCO3 25 mM, NaCl
47.2 mM, MgCl; 0.1 mM y (NH4),CO3 0.5 mM) junto con 960 pL de una soluciéon de pepsina
(25000 U/mL), 3 pL de CaClz (300 mM). Después se agregaron 120 pL de HCI (1.0 M) para llevar
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la mezcla a un pH de 3 (al finalizar la fase géstrica se asegurd que el pH de la mezcla se mantuviera
en un valor de 3, de no ser asi, se realiz6 un ajuste con HCI 1.0 M) y finalmente se adicionaron 417
pL de agua milli-Q. La mezcla fue incubada durante 2 h a 37 °C con agitacion constante.

Al finalizar el tiempo, se llevo a cabo la fase del intestino delgado en el cual se adicionaron 6.6 mL
de solucion intestinal simulada (6.8 mM KCI, 0.8 mM KH>POj4, 85 mM NaHCOs3, 38.4 mM NaCl
and 0.33 mM MgCl,) junto con 3 mL de una solucién de pancreatina (800 U/mL), 1.5 mL de una
solucion de bilis (160 mM), 24 pL de CaCl» (300 mM), 90 uLL de NaOH (1 M) para que la solucion
alcanzara un pH de 7.0 y 486 pL de agua milli-Q. Las mezclas se mantuvieron en incubacion por
2 ha37 °C con agitacion constante. Para finalizar la digestion e inactivar las enzimas, las muestras
fueron calentadas a 100 °C por 10 min y se dejaron enftriar a temperatura ambiente.

Al finalizar el proceso de digestion, los hidrolizados fueron centrifugados (4174 xg, 30 min a 4°C)
y los sobrenadantes obtenidos y la actividad proteolitica se determiné como lo descrito en la
seccion. 5.9.

Finalmente, los extractos acuosos < 3 kDa se obtuvieron con base en la metodologia descrita por
Vermeulen et al. (2006). Las muestras de harina de semilla de Ramo6n fermentada por Lactococcus
lactis NRRL B-50571 o NRRL B-50572, la harina de semilla de Ramoén no fermentada, asi como
las muestras digeridas de harina de semilla de Ramoén fermentada por Lactococcus lactis NRRL B-
50571 o NRRL B-50572 y la harina de semilla de Ramoén no fermentada fueron centrifugadas
(4696 xg, 45 min, 4°C). Posteriormente, el sobrenadante fue ultrafiltrado utilizando una membrana
de corte de 3 kDa (Amicon) para obtener los extractos < 3 kDa. Los extractos acuosos ultrafiltrados
resultantes fueron almacenados a -80°C hasta su posterior analisis de actividades biologicas in vitro

(inhibicién de la ECA, inhibicion de la DPP-1V, antioxidante y antitrombdtico).

5.11. Inhibicién de la Enzima Convertidora de Angiotensina

Para el ensayo de la inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) se siguid el
método descrito por Wu et al. (2002). Los extractos < 3 kDa obtenidos de las harinas de semilla de
Ramoén fermentadas y no fermentada, antes y después de ser digeridas fueron diluidas (1:1) en

buffer de boratos (100 mM) con NaCl (300 mM) con un pH ajustado de 8.3. Se mezclaron 50 uLL
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de Hipuril-Histidil-Leucina (HHL) 2.17 mM con 10 pL de la muestra de extractos < 3 kDa y se
dejo en incubacion a 37 °C por 10 min con agitacion constante (38 xg) en un Eppendorf-
Thermomixer R Mixer (Framingham, MA., USA). Después a cada mezcla se adicion6 10 pL de
ECA 0.1 U/mL (preincubada a 37 °C por 10 min) y se pusieron en incubacion por 30 min a 37 °C
en agitacion constante (38 xg). Pasando el tiempo de incubacion se detuvo la reaccion con la adicion
de 85 uL de HC1 1 M.

La liberacion de acido hipurico durante la reaccion de determind por cromatografia liquida de alta
resolucion en fase reversa (RP-HPLC) (Agilent serie 1260, Agilent Technologies, Alemania) con
una columna ZORBAX Eclipse Plus Cis (4.6 x 100 nm, 3.5 um, Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, E.E. U.U.) con deteccion a 228 nm (arreglo de diodos DAD). La fase movil consistiéo en un
solvente A: Agua desionizada y acido trifluoroacético (1000:0.5) y solvente B: acetonitrilo con
acido trifluoroacético (1000:0.5). La deteccion del acido hipurico se realizo utilizando un gradiente
de elucion (5-60 %; Solvente B en A) con una velocidad de flujo de 0.5 mL/min, 2 min con el
solvente B a 60% y posteriormente una reduccion en gradiente de 60% a 5% en un min y
manteniendo a 5% B por 4 min; detectindose en 11.24 min de tiempo de retencion.
Adicionalmente, se inyect6 HHL bajo las mismas condiciones, detectdndose en el tiempo de
retencioén 12.6 min. El % de inhibicion de la actividad de la ECA se realiz6 mediante la siguiente

ecuacion:

Actividad de inhibicion ECA (%) = “=>x 100

A: Corresponde al area de acido hiptirico resultante durante la reaccion del sustrato y la enzima
(ECA).
B: Corresponde al area del 4cido hipurico resultante de la reaccion del sustrato y la enzima en

presencia del inhibidor.
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5.12. Inhibicion de Dipéptidil Peptidasa IV

La inhibicion de dipéptidil peptidasa IV (DPP-IV) por los extractos < 3 kDa obtenidos de las
harinas de semilla de Ramon fermentadas y no fermentada, antes y después de ser digeridas fue
determinada siguiendo el método de Kuranov et al. (2018) con ligeras modificaciones. DPP-IV
(0.02 U/mL) y el sustrato Gly-Pro-p-nitroanilida (1.59 mM) fueron preparados con solucion
amortiguadora de ensayo Tris-HCI 100 mM a pH 8. En una microplaca de 96 pozos, se mezclo 25
pL de muestra (extractos < 3 kDa) y 25 pL de sustrato Gly-Pro-p-nitroanilida, y se incubaron a 37
°C por 10 min. Posteriormente, 50 pL de enzima DPP-IV fue adicionada y se incub6 a 37 °C por
60 min, y la reaccion se detuvo con solucion amortiguadora de acetato (1 M, pH 4). La absorbancia
a una longitud de onda de 405 nm se leyo en utilizando un lector de microplacas (SpectraMax, M3,
Sunnyvale, CA, EE. UU.).

La actividad inhibitoria fue calculada con la siguiente formula:

(A-B)

—x 100
Cc-D)"

Pocentaje de inhibicion (%) = 1 —

A) Testigo muestra = sustrato + muestra + solucion amortiguadora
B) Muestra = sustrato + muestra + enzima DPP-IV
C) Testigo positivo = sustrato + enzima DPP-IV + solucién amortiguadora

D) Testigo negativo = sustrato + solucion amortiguadora + solucion amortiguadora

5.13. Ensayo de Actividad Antitrombdtica in vitro

La determinacion de la actividad antitrombdtica de los extractos < 3 kDa obtenidos de las harinas

de semilla de Ramon fermentadas y no fermentada, antes y después de ser digeridas se realizo de
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acuerdo a la metodologia descrita por Yang ef al. (2007), con algunas modificaciones. El cual
determina la inhibicion de la enzima trombina que cataliza la conversion de fibrindgeno en cadenas
de fibrina y por lo tanto se encuentran ligados a la produccion de trombos.

El ensayo se llevo acabo utilizando una microplaca de 96 pozos, en donde se colocaron 140 pL de
fibrindégeno 0.1% (p/v) disuelto en buffer de tris-HC1 0.05 M a pH 7.2 con NaCl (0.12 mM) y 40
pL de la muestra de extractos < 3 kDa, tomando el buffer de Tris-HCl como blanco, después se
incubd la mezcla a 37 °C por 10 min y se tomd la primera lectura de absorbancia en
espectrofotometro a 405 nm. Posteriormente, se agreg6 a la misma mezcla 10 uL de trombina (12
U/mL), se dejo incubar la reaccion a 37 °C por 10 min y se tomé la segunda lectura de la
absorbancia a 405 nm.

El porcentaje se inhibicion de la actividad de la enzima se calcul6 siguiendo la siguiente ecuacion:

o (A-B)—(C—-D)
Pocentaje de inhibicion (%) =1 — (A—B) x 100

A) Muestra = sustrato fibrindgeno + muestra + enzima trombina

B) Testigo muestra = sustrato fibrindgeno + muestra + solucion amortiguadora

C) Testigo positivo = sustrato fibrindgeno + enzima trombina + soluciéon amortiguadora

D) Testigo negativo = sustrato fibrinogeno + solucion amortiguadora + solucion

amortiguadora

5.14. Capacidad Antioxidante mediante el Ensayo ABTS

La actividad antioxidante de los extractos acuosos fue determinada siguiendo la metodologia
propuesta por Re et al. (1999), antes y después de la simulacion gastrointestinal. El método consiste

en producir en oscuridad el radical &cido 2,2'-azino-bis—(3—etillbenzotiazolin—6—sulfonico
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(ABTS), mediante la solucion ABTS 7 mM con persulfato de potasio 2.45 mM (1:0.5, v/v). Se
mezcld y se sometid a incubacion en oscuridad durante 16 h a 30 °C. Una vez formado el radical,
este fue diluido con PBS (0.05 mM, pH 7.2) hasta obtener una DO734nm de 0.7 £ 0.02.
Posteriormente, se tomaron 10 pL del extracto de la muestra < 3 kDa y se le adicionaron 200 pL
de la solucion diluida del ABTS. Finalmente, a los 7 min se realizaron las lecturas de la mezcla a
734 nm en un espectrofotometro multimodal (SpectraMax, M3, Sunnyvale, CA, EE. UU.), cada
una por triplicado. Se construy6 previamente una curva estandar de 5 puntos, con 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-acido carboxilico (Trolox) como patrén (0-500 pM) y el resultado se reportd

como equivalentes de Trolox (Anexo 8.2.).
5.15. Capacidad Antioxidante mediante el Ensayo ORAC

La capacidad antioxidante por este método se determiné siguiendo la metodologia establecida por
Zulueta et al. (2009) con algunas modificaciones. El ensayo se llevo a cabo en microplaca de 96
pozos, se mezclaron 50 pL de los extractos acuosos < 3 kDa con 50 pL de fluoresceina (78 mM)
utilizando PBS (50 mM, pH 7.2) como blanco. La mezcla fue incubada por 10 min a 37 °C y
posteriormente se agregaron 25 pL del radical AAPH (221 mM) con micropipeta multicanal
(Sartorius ™ Biohit ™ Proline ™ Plus Multichannel Mechanical Pipetter, EE.UU.).
Inmediatamente, se incubaco a 37°C y se registr6 la fluorescencia (485 nm de excitacion y 535 nm
emision) cada 5 min durante 5 h.

Posteriormente, los datos obtenidos fueron normalizados con respecto a la curva del blanco,
multiplicando los datos originales por el valor de fluorescencia y se graficaron con respecto al

tiempo con el fin de obtener el drea bajo las curvas de decaimiento de la fluorescencia.

1+=ifi/f0
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Los valores de ORAC se refieren al area de proteccion neta de fluoresceina, donde e fo corresponde
a la fluorescencia inicial a tiempo cero y fi corresponde a la fluorescencia de cada uno de los
tiempos que fueron evaluados. Los resultados se expresaron como Equivalentes Trolox, para lo
cual se construy6 una curva estandar de cinco puntos con Trolox como patrén (0-500 uM) (Anexo

8.3.).

5.16. Analisis Estadistico

Se buscd la normalidad de los datos por medio de estadistica descriptiva y se realizé un analisis de
varianza (ANOVA) aun 95% de confianza para todas las variables. En el caso de existir diferencias
entre las medias se analizaron por la prueba de Tukey-Kramer y se consideré significativo cuando
p<0.05. El analisis estadistico de los datos se realiz6 con el paquete estadistico NCSS version 2020

(Kaysville, UT., USA.).
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6. RESULTADOS

6.1. Caracterizacion Fisicoquimica de Harina de Semilla de Ramon

La caracterizacion de la harina de semilla de Ramon consistié en la determinacion de los
componentes nutrimentales. Los resultados mostraron que el contenido de proteina, humedad,
cenizas y grasa en la harina de semilla de Ramoén fue de 10.1 £0.051, 7.15 + 0.25, 4.03 + 0.28 y
1.55 £ 0.07%; respectivamente. La humedad obtenida en la harina de semilla de Ramoén (7.15 +
0.25%), fue similar a lo reportado por Zamorano (2009) de 7.7%. No obstante, otros estudios han
reportado mayor contenido de humedad (8.3%) (Arévalo y Bressani, 2013) y 10.95% (Mayan Nut
Institute, 2007). Incluso, también se han reportado valores menores (6.5%) (FAO, 1993) que lo
encontrado en el presente estudio. La cantidad de humedad en un alimento se encuentra
intrinsecamente relacionado con la vida de anaquel; entre menor sea la cantidad de humedad,
mayor sera la vida de anaquel (Adebowale et al., 2012).

El contenido de ceniza (4.03 + 0.28%) fue similar a los valores reportados por otros autores; tales
como del 4% (Zamorano, 2009), 3.9% (Larqué-Saavedra, 2014) y 4.1% (Carter, 2015). Las cenizas
es una medida total de minerales presentes en un alimento; y en el caso de semilla de harina de
Ramon, ha sido reportado que contiene Cu, Zn, K, Fe y Na (Subiria-Cueto, 2019). Debido a que la
semilla de Ramoén es una fuente rica en hierro, no es necesario enriquecer la harina para cumplir
con los requerimientos establecidos para el mismo; como es el caso de las harinas de trigo
comerciales, las cuales son enriquecidas con acido folico, hierro y zinc (AOAC, 2000).

El contenido de grasa ha sido uno de los componentes menos estudiados en la semilla de Ramon.
La literatura ha evidenciado que esta semilla se caracteriza por un bajo contenido de grasa, la cual
varia desde 1.2 a 1.6% (FAO, 2011). Asimismo, por cada 100 g de semilla de Ramén presenta un
bajo contenido de acidos grasos saturados (0.17 g) y de 4cidos grasos monoinsaturados (0.03 g).
Debido a su bajo contenido de grasa, este podria ser recomendado e incorporado en una dieta baja
en grasa (Arévalo, 2010).

El contenido de hidratos de carbono calculado fue de 77%; por el contrario, en el etiquetado

nutrimental de la harina de semilla de Ramon utilizada en el presente estudio indica que tiene un
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contenido de 65%. No obstante, diversos autores han reportado que la semilla de Ramoén contiene
aproximadamente 75% (FAO, 1961; Leung et al., 1961; Mayan Nut Institute; 2007). Incluso,
Larqué-Saavedra (2014), Zamorano (2009) y Carter (2015), reportan un contenido de hidratos de
carbono de 81.1 a 85.1%. Las diferencias que se presentan en los resultados pueden ser debido al
tipo de técnica utilizada para la determinacion y al estado morfoldgico en el que se encontraba la
semilla durante su recoleccion y procesamiento (Carter, 2015).

Por ultimo, los resultados observados en el contenido de proteina (10.1 £ 0.051%) son similares a
los reportados en estudios previos. En este sentido, diversos autores han obtenido concentraciones
de proteina de 10.1% (Pardo-Tejeda y Sanchez-Muifioz, 1980), 10.87% (Lozano et al., 1978),
10.42% (Flaster, 2007) y 10.52% (Arevalo y Bressani, 2013) en semillas de Ramoén. Lo anterior,
representa que esta matriz vegetal pudiera ser considerada como fuente rica en proteina, incluso
con mayor contenido que otras proteinas vegetales: tales como trigo, maiz y arroz, las cuales han
reportado un contenido de 9.3, 9.8 y 7.2%; respectivamente (Carter, 2015).

Las proteinas alimentarias ademds de tener propiedades funcionales y fisiologicas, al ser
hidrolizadas en péptidos pudieran tener un efecto benéfico a la salud (Rizello et al., 2016). No
obstante, estos péptidos con potencial actividad bioldgica deben ser liberados de la matriz
alimentaria por enzimas digestivas durante el trayecto gastrointestinal, por procesamiento del
alimento (maduracion, coccidn y fermentacion) o por hidrélisis enzimatica (Carrasco-Castrilla et
al., 2012). Sin embargo, cuando la matriz alimentaria tiene alto contenido de hidratos de carbono,
algunos pretratamientos son considerados para la produccion de péptidos bioactivos, En este
sentido, soluciones alcalina o enzimas que degradan hidratos de carbono (e.g. celulasa, vicozima y
amilasa) son aprovechadas para permitir una mejor y mayor disponibilidad para la hidrélisis de
proteina por medio de otros métodos como la fermentacion (Esfandi ez al., 2019a). Por lo anterior,
en el presente estudio se empleo el uso de amilasa para hidrolizar los hidratos de carbono, asi como

bacterias 4cido lacticas (BAL) para la produccion de péptidos con potencial actividad biologica.

6.2. Cuantificacion de Azicares Totales en Harina Hidrolizada con a-amilasa

Como se menciond anteriormente, es necesario que las proteinas estén disponibles para su
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hidrélisis para la produccion de péptidos bioactivos de matrices alimentarias que contienen alto
contenido de hidratos de carbono (e.g. complejos). En este sentido, las sales y soluciones alcalinas
son estrategias utilizadas para lograr esto, y en muchos casos el uso de enzimas que hidrolizan los
hidratos de carbono, también son exploradas (Esfandi et al., 2019b). Por lo anterior, se determin6
la producciéon de azucares liberados después de la incubacion con a-amilasa adicionado con un
tratamiento térmico (121°C, 15 min) (Figura 2).

Los resultados mostraron un aumento significativo en la concentracion de glucosa inicial de 1.42
+ 0.46 mg/mL, alcanzando valores de 28.16 + 2.49 mg/mL de glucosa presentes en la harina de
semilla de Ramoén (Figura 2). Estos resultados concuerdan con los valores obtenidos por Olguin
Maciel (2015). El autor reporta una concentracion final de 24.02 g/mL de glucosa después de
incubar con o-amilasa y de un tratamiento térmico en harina de semilla de Ramon. Los alimentos
con alto contenido de hidratos de carbono, afectan la disponibilidad de la proteina, debido a la
formacion de complejos entre la fibra y la proteina (Pontonio et al., 2020). Por lo anterior, diversos

autores han realizado pretratamientos a la matriz alimentaria.
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Figura 2. Concentracion de glucosa presente en la harina de semilla de Ramon (5%) después de
haber sido sometida a tratamiento con a-amilasa. HR = Harina de Semilla de Ramon.

Por otro lado, un estudio con sorgo explord la adicion de amiloglucosidasa para permitir la
extraccion de la proteina prolamina. Los resultados mostraron que el pretratamiento con la enzima,
promovio la liberacion de prolamina y éste, después de realizar estudios in silico, se identifico

péptidos con actividad inhibidora de la ECA y de DPP-IV y antioxidante (Castro-Jacome et al.,
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2020). Asi mismo, con el objetivo de solubilizar la proteina en cebada, Pontonio et al. (2020)
realizo un pretratamiento adicionando amiloglucosidasa; y posteriormente, ferment6é con BAL. Los
autores observaron el crecimiento de las mismas y una mayor acidificacion. En el presente estudio,
se adiciond o-amilasa para la liberacion de azacares con el objetivo de fermentar con BAL y asi

promover la protedlisis y liberacion de péptidos con potencial actividad bioldgica.

6.3. Cinéticas de Crecimiento, pH y Actividad Proteolitica de L. lactis NRRL B-50571 y NRRL
B-50572 en Harina de Semilla de Ramoén

En las tltimas décadas, la industria alimentaria ha tenido gran interés por los alimentos fermentados
con BAL, debido a que ha sido asociado a efectos benéficos a la salud. Lo anterior, ha sido
relacionado con los metabolitos producidos durante la fermentacion, tales como péptidos
(Venegas-Ortega et al., 2019). En el presente estudio se explordé con dos BAL (Lactococcus lactis
NRRL B-50571 y NRRL B-50572) la fermentacion de la harina de semilla de Ramoén para la
produccion de péptidos bioactivos. Por lo anterior, se inici6 estableciendo las condiciones de

fermentacion de la harina de semilla de Ramoén para el subcultivo (Figura 3).
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Figura 3. Curva de crecimiento del subcultivo de Lactococcus lactis NRRL B-50571 y B-50572
en harina de semilla de Ramoén durante 12 h a 30°C. Los datos representan la media + desviacion
estandar.

47



Los resultados mostraron que al tiempo 6.5 h la bacteria se encontraba en la etapa final de la fase
exponencial. Estudios han reportado que la mayor actividad metabolica es en la etapa media de la
fase exponencial (Kenny et al., 2003); mientras que en otro estudio reportan que en una matriz
alimentaria (e.g. leche), la mayor actividad metabdlica de las bacterias fue en la ltima etapa de la
fase exponencial (Sasaki er al., 1995). Por lo anterior, se seleccion6 el tiempo de 5.5 h de
fermentacion para el subcultivo en la harina de semilla de Ramon.

Posteriormente, se evalud el crecimiento de cada bacteria (L. lactis NRRL B-50571 y NRRL B-
50572) en la harina de semilla de Ramoén, con la finalidad de conocer el comportamiento y la
concentracion celular en el tiempo de 0 a 48 h de fermentacion (Figuras 4 y 5). Como se observo
en el subcultivo, las bacterias tuvieron la capacidad de crecer y fermentar esta matriz alimentaria.
En el tiempo cero, ambas bacterias no presentaron diferencias significativas (p>0.05) entre ellas,
presentando valores de 1.25 x 10’ UFC/mL y 1.12 x 10’ UFC/mL para L. lactis NRRL B-50571 y
NRRL B-50572; respectivamente. Asi mismo, no se present6 la fase de adaptacion para ambas
bacterias. Este comportamiento se presento, debido a las condiciones previamente establecidas para
la fermentacion del subcultivo de la harina de semilla de Ramoén (5.5 h). Como se menciond
anteriormente, durante la fase exponencial, las bacterias se encuentran metabdlicamente mas
activas, a diferencia de la fase estacionaria (Sasaki et al., 1995; Williams et al., 2002; Kenny et al.,
2003). Lo anterior, podria contribuir a tener una menor fase de adaptacion; por lo tanto, el cultivo
al ser inoculado a un mismo medio y bajo las mismas condiciones, mantiene la velocidad de

crecimiento exponencial (Madigan et al., 2008).
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Figura 4. Curva de crecimiento y cambios de pH de Lactococcus lactis NRRL B-50571 en harina
de semilla de Ramon durante 48 h de fermentacion a 30°C. Los datos representan la media +
desviacion estandar.
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Figura 5. Curva de crecimiento y cambios de pH de Lactococcus lactis NRRL B-50572 en harina
de semilla de Ramon durante 48 h de fermentacion a 30°C. Los datos representan la media +
desviacion estandar.

La fase exponencial finaliz6 a las 6 h para la harina de semilla de Ramon fermentada por L. lactis
NRRL B-50571 y a las 4 h para la harina de semilla de Ramon fermentada por L. /actis NRRL B-
50572, alcanzando un maximo de crecimiento de 2.51 x 10® UFC/mL para NRRL B-50571 y 2.41
x 10® UFC/mL para NRRL B-50572. Ha sido ampliamente reportado que durante la fase
exponencial, las bacterias consumen a velocidad maxima los nutrientes del medio

(Charalampopoulos et al., 2002).
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Posteriormente, la fase estacionaria se mantuvo hasta las 14 h de fermentacion para ambas
bacterias. Durante esta fase, el nimero de células que estan multiplicaindose es aproximadamente
igual al nimero de células que estan muriendo, dando lugar a un crecimiento asintotico, es decir,
sin incremento o decremento en la cantidad de células viables (Agudelo ef al., 2010). Finalmente,
la fase de muerte inici6 a las 14 h y se continud determinando hasta las 48 h de fermentacioén. En
esta etapa se present6 el agotamiento de los nutrientes del medio e incremento de toxinas, lo cual
provoca una disminucidn progresiva en el numero de células viables (Madigan et al., 1997).

Con los datos obtenidos, se calcularon los pardmetros cinéticos. Estos valores son utilizados como
herramientas basicas para escalar los procesos biotecnologicos evaluados en laboratorio, puesto
que permiten predecir el desarrollo de la fermentacion y evaluar los rendimientos y productividad
en los procesos (Duarte Torres, 1998). Se realiz6 un ajuste a las curvas de crecimiento con el
modelo de Gompertz. En el Cuadro 2 se muestran los parametros cinéticos de las cepas L. lactis
NRRL B-50572 y NRRL B-50571 para un tiempo de 48 h de fermentacion en la harina de semilla
de Ramon. Los valores obtenidos de coeficiente de determinacién (R?) fueron mayores a 0.92, lo
cual indica que el modelo explica ampliamente la varianza de los resultados y que pueden ser
utilizados para describir el crecimiento poblacional con respecto al tiempo. Para L. lactis NRRL
B-50571 presenté una méaxima velocidad de crecimiento de 1.63 log UFC/mL/h y un tiempo de
generacion de 0.18 h. Con respecto a L. lactis NRRL B-50572 obtuvo 2 h una maxima velocidad
de crecimiento de 1.35 log UFC/mL/ h y un tiempo de generacion de 0.2. La velocidad maxima de
crecimiento nos indica la poblacién microbiana maxima alcanzada por unidad de tiempo durante
la fermentacion y se ve influenciada principalmente por factores como la composicion del medio
de cultivo, pH y temperatura (Mignone et al., 1994).

Por otro lado, el tiempo de generacion es aquel requerido para que todos los componentes del
cultivo aumenten en un factor de 2 (Del Aguilar y Delgado, 2015). Estos pardmetros permiten
comprobar el efecto de un determinado tratamiento sobre un cultivo bacteriano (Madigan et al.,
1997). Es importante mencionar que, aunque los valores que se obtuvieron para el tiempo de
generacion y la velocidad méaxima de crecimiento, no presentaron diferencias significativas
(p>0.05) entre cepas, estos valores fueron inversamente proporcionales entre si, ya que L. lactis
NRRL B-50571 present6 una mayor velocidad de crecimiento y un menor tiempo de generacion.
Los resultados obtenidos nos indica que las condiciones seleccionadas favorecieron el crecimiento
de las bacterias, posiblemente usando para su metabolismo y crecimiento los azucares liberados y

la proteina como fuente de nitrogeno en la harina de semilla de Ramon.
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Cuadro 2. Parametros cinéticos de crecimiento de Lactococcus lactis NRRL B-50571 y NRRL B-
50572 derivados de la ecuacion de Gompertz en harina de semilla de Ramon.

Muestra MVC log (UFC/mL) /h TG (h) FL (h)
NRRL B-50571 1.638 +£0.008 a 0.183 +0.001 a NA
NRRL B-50572 1.358 £0.111 a 0.222 £0.018 a NA

MVC: Maxima velocidad de crecimiento, TG: Tiempo de generacion, FL: Fase lag.
Literales iguales indican que no hay diferencias significativas (p>0.05) entre columnas para cada
tiempo de fermentacion. Los datos representan la media + desviacion estandar.

Asi mismo, en las Figuras 4 y 5 muestran los cambios de pH durante la fermentacion de las
bacterias en la harina de semilla de Ramon. El pH disminuy6 significativamente (p<0.05) de 5.43
+ 0.007 2 4.56 £ 0.02 para L. lactis NRRL B-50571 y de 5.38 = 0.021 a 4.53 + 0.01 para L. lactis
NRRL B-50572 a las 6 h de fermentacion. La disminucion se presenta debido a la acumulacion de
acido lactico y otros acidos organicos producidos como productos de la fermentacion de las BAL
(Wang et al., 2021). Como se menciono anteriormente, en el presente estudio la fase de muerte de
las bacterias comenz6 a las 14 h de fermentacion y el pH alcanzé su maxima disminucion de 1 a
las 12 h de fermentacion, el pH se mantuvo disminuyendo a 4.36 + 0.03 y 4.32 £ 0.01 para L. lactis
NRRL B-50571 y NRRL B-50572; respectivamente. Por otro lado, ha sido reportado que un rapido
crecimiento microbiano y rapida acidificacion resulta en la reduccion de los tiempos de
fermentacion (Charalampopoulos ef al., 2002); lo cual se observo en el presente estudio. Esto se
debe a la acumulacion de acidos orgénicos inhiben el crecimiento microbiano, debido a los
protones no disociados o disociados liberados en el medio. En general, el crecimiento bacteriano
depende de los factores ambientales, tales como pH, temperatura y acumulacion de productos de
la fermentacion (Charalampopoulos et al., 2002).

Por otro lado, se determino la actividad proteolitica de las bacterias L. /actis NRRL B-50571 y
NRRL B-50572 después del proceso de fermentacion (48 h) en harina de semilla de Ramon (Figura
6). Los resultados mostraron que L. lactis NRRL B-50571 present6 8§9.19 + 19.10 mg/mL de L-
leucina; mientras que L. lactis NRRL B-50572 presentd 77.98 + 9.31 mg/mL de L-leucina, y no
fueron significativamente diferente entre ellas (P>0.05). La actividad proteolitica de las bacterias
consiste en la degradacion de la proteina presente en una matriz alimentaria para sus
requerimientos, tales como control del pH intracelular, generacion de energia metabolica,

resistencia a estrés y biosintesis de proteina (Venegas-Ortega et al., 2019). Primero, las enzimas
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presentes en la pared celular degradan a las proteinas en péptidos; posteriormente, estas son
introducidas a la célula para ser degradadas en péptidos mas pequeios y en aminoacidos por las
endopeptidasas intracelulares (Raveschot ez al. 2020). La actividad proteolitica de cada bacteria
depende en las enzimas presentes en la pared celular y los perfiles de endopeptidasas intracelulares,
las variaciones genéticas y las condiciones necesarias para una Optima actividad enzimatica
(Alcantara et al., 2016).

Las bacterias evaluadas en el presente estudio son del mismo género y especie, y los resultados
mostraron que no se encontraron diferencias significativas (P>0.05) entre ellas en la actividad
proteolitica. No obstante, la especificidad de cada bacteria en liberar péptidos con potencial
actividad biologica es cepa dependiente. En este sentido, la generacion de péptidos estd relacionado
con la actividad enzimatica, y los factores que afectan la produccion de los mismos, son cepa
dependiente. A nivel molecular, la expresion del sistema proteolitico es afectado por la
disponibilidad de la proteina, aminoacidos e hidratos de carbono. Adicionalmente, la actividad
enzimatica estd influenciada por la fase de crecimiento de la bacteria; esta se encuentra activa
durante la fase exponencial y al inicio de la etapa estacionaria; no obstante, disminuye conforme
avanza la etapa estacionaria (Venegas-Ortega et al., 2019). Aunado a esto, otro estudio reportd que
la actividad proteolitica reflejada en la cantidad de péptidos liberados durante la fermentacion, se
vio incrementada conforme avanzo6 las fases de crecimiento (Limoén ef al., 2015).

Aunado a esto, en el presente estudio se evalud la actividad proteolitica después de haber sido

sometidas a simulacion gastrointestinal.
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Figura 6. Actividad proteolitica de Lactococcus lactis NRRL B-50571 y NRRL B-50572 en harina
de semilla de Ramoén a las 48 h de fermentacion. Barras que comparten literales no son
significativamente diferentes (p>0.05). Los datos representan la media + desviacion estandar.
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6.4. Digestion Gastrointestinal Simulada

Los estudios in vivo y los estudios clinicos son necesarios para demostrar los efectos fisioldgicos
de los diferentes alimentos funcionales; no obstante, los estudios in vifro son una alternativa para
evaluar la funcionalidad de los mismos (Segura-Campos et al., 2010). Por lo anterior, se realizé
una digestion gastrointestinal simulada a las harinas de semilla de Ramoén fermentadas por
Lactococcus lactis NRRL B-50571 y NRRL B-50572 y no fermentada. En la Figura 7 podemos
observar que después de la digestion gastrointestinal simulada, se encontraron diferencias
significativas (P<0.05) entre ambas harinas fermentadas. Incluso, la actividad proteolitica
incrementd 26.57 veces y 11.88 veces para las harinas de semilla de Ramon fermentadas por
Lactococcus lactis NRRL B-50571 y NRRL B-50572; respectivamente. Lo anterior, indica la
accion de las enzimas digestivas durante el proceso para la liberacion de péptidos a partir de las
proteinas intactas o de los péptidos obtenidos de la fermentacién bacteriana. En este sentido,
determinar la resistencia de péptidos a través de la digestion gastrointestinal es un requisito para
establecer la bioaccesibilidad y biodisponibilidad de los mismos. Ademas, durante este proceso,

nuevos péptidos pudieran formarse con mayor o menor actividad biologica (Marseglia et al., 2019).
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Figura 7. Actividad proteolitica de Lactococcus lactis NRRL B-50571 y NRRL B-50572 en harina
de semilla de Ramon a las 48 h de fermentacion y sometidas a digestion gastrointestinal simulada.
Literales diferentes muestran diferencias significativas (p<0.05). Los datos representan la media +
desviacion estandar.
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6.5. Inhibicion de la Enzima Convertidora de Angiotensina

El porcentaje de inhibicion de la ECA de las harinas de semilla de Ramén fermentadas por L. lactis
NRRL B-50571 y NRRL B-50572 y no fermentada, antes y después de ser sometidas a digestion
gastrointestinal se muestran en la Cuadro 3. Los resultados mostraron que la harina de semilla de
semilla de Ramon fermentada con NRRL B-50571 present6 significativamente mayor (P<0.05)
porcentaje de inhibicion que la harina fermentada con NRRL B-50572 y el testigo; las cuales no
fueron significativamente diferente (P>0.05) entre ellas. Lo anterior indica que la cepa NRRL B-
50571 present6 especificidad para hidrolizar péptidos potencialmente inhibidores de la ECA. No

obstante, después de realizar la simulacion gastrointestinal, las muestras no presentaron inhibicion.

Cuadro 3. Porcentaje de inhibicion de la ECA para harina de semilla de Ramon fermentada por
Lactococcus lactis y no fermentada sometidas a simulacion gastrointestinal.

Harina de semilla

Testigo L. lactis NRRL B-50571 L. lactis NRRL B-50572

de Ramon
Fermentada 28.85+78l1c 3146+ 13.72 a 22.97+453b
DGS NA NA NA

Literales diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre muestras. Los datos
representan la media + desviacion estandar. DGS: Digestion gastrointestinal simulada.

Estudios han reportado que después de la accion de enzimas digestivas en productos fermentados,
la actividad inhibidora de la ECA puede aumentar al producirse un incremento de secuencias
peptidicas mas pequefias (Gomez-Ruiz et al., 2004). Sin embargo, otros estudios han demostrado
que la accion de enzimas digestivas puede afectar negativamente la actividad inhibidora de la ECA
de los péptidos (Quirds et al., 2009). Los autores evaluaron el impacto de la digestion
gastrointestinal simulada en la estabilidad ocho péptidos antihipertensivos y encontraron que 3 de
ellos fueron completamente hidrolizados y redujeron significativamente su actividad
antihipertensiva (Quir6s et al., 2009). Por otro lado, diversos estudios han reportado que para que

los péptidos sean resistentes a enzimas gastrointestinales, deben poseer prolina en la cadena C-
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terminal (Fitzgerald y Meisel, 2000). Por el contrario, otros péptidos han demostrado ser resistentes
a enzimas gastrointestinales (Iwaniak y Minkiewicz 2007). En el presente estudio, la digestion
gastrointestinal simulada afecto la bioactividad de la inhibicion de la ECA de las harinas de semilla
de Ramoén fermentadas por L. lactis. Por lo anterior, estudios han empleado la encapsulacion de
péptidos con baja biodisponibilidad (Mohan et al., 2015). Sin embargo, es necesario realizar mas
estudios donde evalten esta tecnologia.

Hasta el momento, no hay estudios donde identifiquen y evaluen la actividad inhibidora de la ECA
de péptidos de la harina de semilla de Ramoén. Sin embargo, se ha reportado que las fracciones
proteicas mayoritarias en la harina de semilla de Ramoén son globulinas y glutelinas (Gonzalez-
Gonzalez, et al., 2020). Adicionalmente, Tovar-Perez et al. (2009), reportaron que aislados de
proteinas de amaranto como globulinas y glutelinas presentan secuencias peptidicas con potencial
antihipertensivo. Por lo anterior, son necesarios mas estudios para optimizar las condiciones de
fermentacion para favorecer el aumento de produccién de péptidos inhibidores de la ECA y la

identificacion de los mismos.

6.6. Actividad antitrombodtica

las harinas de semilla de Ramoén fermentadas por L. /actis NRRL B-50571 y NRRL B-50572 y no
fermentada, antes y después de haber sido sometidas a digestion gastrointestinal simulada fueron
determinadas. Los resultados mostraron que en esta matriz alimentaria no se liberaron péptidos con
esta actividad. A diferencia del presente estudio, otras matrices alimentarias de origen vegetal (e.g.
semilla de amaranto), si han presentado actividad antitrombdtica. Sin embargo, los autores reportan
que obtuvieron los hidrolizados de proteina a partir del uso de enzimas comerciales, tales como

alcalasa y tripsina (Sabbione ef al., 2016).

6.7. Inhibicion de Dipéptidil Peptidasa IV

El Cuadro 4 muestra los resultados obtenidos de la evaluacion de la actividad inhibitoria de 1a DPP-
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IV de las harinas de semilla de Ramén fermentadas por L. lactis NRRL B-50571 y NRRL B-50572
y no fermentada, antes y después de haber sido sometidas a simulacion gastrointestinal. No se
encontrd actividad en las harinas fermentadas y no fermentada. Por el contrario, después de haber
sido sometidas a digestion gastrointestinal simulada presentaron una inhibicion de 3.41 a 5.59%,
las cuales no presentaron diferencias significativas (P>0.05) entre ellas. La DPP-IV funciona como
una serina proteasa que se une a un dipéptido de una cadena polipeptidica que contiene una prolina
o alanina en la pentltima posicion del extremo amino terminal. Por lo anterior, péptidos con
residuos distintos a Pro o Ala en la penultima posicion pueden ser sustratos de la DPP-IV de baja
afinidad (Bleakley et al., 2017). Resultados similares han sido reportados en otras matrices
vegetales. En este sentido, Vilcacundo ef al. (2017b) aisl6 proteina de amaranto y quinoa; y no
observaron la inhibicion de DPP-IV. Sin embargo, después de someterlas a digestion
gastrointestinal simulada, las muestras presentaron inhibicion. Sus resultados fueron comparables

a lo reportados en cereales derivados del altiplano como avena y trigo sarraceno (Wang et al.,

2015).

Cuadro 4. Porcentaje de inhibicion de la enzima DPP-IV para para harina de semilla de Ramon
fermentada por Lactococcus lactis y no fermentada sometidas a simulacioén gastrointestinal.

. . , . L. lactis L. lactis
Harina de Semilla de Ramon Testigo NRRL B-50571 NRRL B-50572
Fermentada NA NA NA
DGS 3655 55910492 3414422
244 a

Los datos representan la media + desviacion estdndar. Literales diferentes indican diferencias
significativas (p<0.05) entre muestras fermentadas y no fermentadas.

6.8. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de una matriz vegetal estd determinada por interacciones entre
diferentes compuestos bioactivos; tales como acidos fendlicos (Ozer, 2017), y de nuestro particular
interés péptidos bioactivos (Pan et al., 2020). Estos tienen diferentes mecanismos de accidon para

retrasar o inhibir el deterioro oxidativo causado por los radicales libres (Nicéacio et al., 2017). Por
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este motivo, la determinacion de la actividad antioxidante in vitro se realiza mediante diferentes
métodos complementarios, que evaluan una diversidad de mecanismos de reaccion y, por tanto, no
son delimitados para un compuesto un especifico (Floegel et al., 2011). En general, la
determinacion de la actividad antioxidante se fundamenta en dos principios, en la transferencia de
electrones (e.g. método del ABTS, DPPH, entre otros), y en la transferencia de 4tomos de
hidrogeno (e.g. método del ORAC, TRAP, entre otros) (Huang et al., 2005). Por lo anterior, la
actividad antioxidante de las harinas de semilla de Ramoén fermentadas por L. /actis NRRL B-
50571 y NRRL B-50572 y no fermentada, antes y después de ser sometidas a simulacion
gastrointestinal se determin6 mediante los métodos ABTS y ORAC (Figuras 8 y 9).

Los resultados mostraron que las harinas de semilla de Ramon fermentadas y no fermentada
(testigo) presentaron actividad antioxidante por el método de ABTS y del ORAC (Figuras 8 y 9).
En particular, se encontr6 un incremento de actividad antioxidante por el método del ABTS (20.98
y 28.34 uM de Trolox) después de haber sido fermentadas por L. lactis NRRL B-50571 y NRRL

B-50572; respectivamente; no obstante, no fue significativamente mayor (P>0.05) (Figura 8).
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Figura 8. Actividad antioxidante determinada mediante método ABTS para muestras de harina de
semilla de Ramoén fermentada por Lactococcus lactis y no fermentada, antes y después de ser
sometidas a simulacion gastrointestinal. Los datos representan la media + desviacion estandar.
Literales iguales indica que no hay diferencias significativas entre barras (P>0.05). * indica
diferencias significativas (P<0.05) después de haber sido sometidas a digestion gastrointestinal.
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Figura 9. Actividad antioxidante determinada mediante método ORAC para muestras de harina de
semilla de Ramon fermentada por Lactococcus lactis y no fermentada, antes y después de ser
sometidas a simulacion gastrointestinal. Los datos representan la media + desviacion estandar.
Literales iguales indica que no hay diferencias significativas entre barras (P>0.05). * indica
diferencias significativas (P<0.05) después de haber sido sometidas a digestion gastrointestinal.

De manera similar, las harinas de semilla de Ramén fermentadas por L. lactis NRRL B-50571 y
NRRL B-50572 presentaron una diferencia mayor de 124.4 y 236.1 puM de Trolox;
respectivamente, con respecto al testigo; sin embargo, no fueron significativamente diferente
(P>0.05) (Figura 8). Por otro lado, la actividad antioxidante por ambos métodos aumentd
significativamente (p<0.05) después de someterlas a digestion gastrointestinal simulada. En este
sentido, la actividad antioxidante increment6 1.03 y 1.04 veces por el método del ABTS y 6.84 y
6.61 veces por el método del ORAC para las harinas de semilla de Ramon fermentadas por L. lactis
NRRL B-50571 y NRRL B-50572; respectivamente.

La actividad antioxidante de semilla de Ramon ha sido explorada en estudios anteriores (Ozer,
2017; Quintero-Hilario et al., 2019; Subiria-Cueto et al., 2019;). En este sentido, Ozer (2017)
determind que la actividad antioxidante de la semilla de Ramén fue mayor que otras fuentes de
oleaginosas, tales como almendra, cacahuate y nuez de Castilla. Ademads, el autor atribuyo la
actividad antioxidante a los 4cidos fenodlicos identificados (acido galico, acido p-hidroxibenzdico,
acido vainilico, acido caf€ico, y acido p-cumarico) y a un flavonoide (catequina). Por otro lado,
Quintero-Hilario ef al. (2019) tost6 a dos temperaturas semillas de Ramon y determind la actividad
antioxidante. Los autores concluyeron que la actividad incrementd con el nivel de tostado y su

actividad fue atribuida al incremento de fenoles totales y taninos condensados. Adicionalmente,
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Subiria-Cueto et al. (2019) prepar6 una tortilla de harina de semilla de Ramon, y sus resultados
mostraron que presentd mayor actividad antioxidante que una tortilla de harina; y su actividad fue
atribuida a compuestos fenolicos principalmente 4cido clorogénico y otros acidos fendlicos como
acido quinico.

En el presente estudio, se observé actividad antioxidante en la harina de semilla de Ramoén sin
fermentar, por lo que su actividad puede ser atribuida a los compuestos fenolicos, acidos fendlicos,
taninos y flavonoides presentes. No obstante, la actividad antioxidante fue mayor en las harinas de
semilla de Ramon fermentadas por Lactococcus lactis NRRL B-50571 y NRRL B-50572 que en
el testigo. Por lo anterior, esas diferencias pudieran ser atribuidas a la liberacion de péptidos con
actividad antioxidante. En este sentido, la liberacion de péptidos antioxidantes de origen vegetal
ha sido reportado en diversos estudios utilizando enzimas comerciales en arroz integral
(Wattanasiritham et al., 2016), en garbanzo (Torres-Fuentes et al., 2015), entre otros. Mientras que
la obtencion de péptidos antioxidantes por medio de fermentacion ha sido ampliamente reportado
en leche (Pan et al., 2020); hay estudios donde exploran fuentes vegetales fermentadas con semilla

de ajonjoli (Xu et al., 2014), con soya (Ruan et al., 2020) y fenogreco (Setti et al., 2017).
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7. CONCLUSIONES

El presente estudio evalud la potencial actividad bioldgica (inhibicion de la enzima
convertidora de angiotensina, inhibicion de la DPP-IV, actividad antitrombodtica y/o actividad
antioxidante) de la harina de semilla de Ramoén fermentada por Lactococcus lactis NRRL B-50571
y NRRL B-50572. Los resultados mostraron que ambas cepas tuvieron la capacidad de fermentar
la HSR liberando péptidos con potencial actividad biologica. La evaluacion de las diferentes
actividades biologicas en la HSR fermentada, mostré que fue necesario determinarlas después de
ser sometidas a un modelo de digestion gastrointestinal simulada (DGS), ya que si bien la
inhibicion de la DPP-IV increment6 después de la DGS, la inhibicién de la ECA disminuy6. Por
otro lado, la actividad antioxidante se mantuvo, antes y después de la DGS.

Los pseudocereales, tales como la semilla de Ramoén, son alimentos subexplotados ya que a pesar
de que en el pasado fueron parte importante de la dieta de los Mayas, después de la conquista por
Espana, estos fueron sustituidos por el cultivo de cereales tales como el trigo y la cebada. No
obstante, la explotacion de la harina de semilla de Ramén como alimento, podria ser una alternativa
sustentable, no solo por su alto valor nutricional y por su potencial actividad bioldgica, sino
también porque contribuiria a incrementar la diversidad de los recursos naturales, ya que, por sus
caracteristicas agronomicas y su facil adaptacion a condiciones adversas, podria ser de importancia

econdmica, social y ecologica
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