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RESUMEN GENERAL

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS DE TORONJIL
ENCAPSULADOS CON PROTEINAS DE SEMILLA DE CALABAZA

El extracto de toronjil morado (Agastache mexicana) es una fuente rica de
antioxidantes, que en condiciones ambientales sufren deterioro. Una forma de
protegerlos es mediante el uso de complejos proteina-polisacaridos, como
proteina de semillas de calabaza-pectina citrica. Se obtuvo aislado de proteina a
partir de semilla de calabaza (APSC), subproducto con alto contenido de
proteinas, por precipitacion isoeléctrica a pH 4.2. EI APSC presenté un punto
isoeléctrico de 4.2, una digestibilidad in vitro de 82.1 % lo que la hace viable para
su consumo Yy la actividad emulsionante del aislado fue de 0.823 A. Se obtuvieron
hidrolizados de semilla de calabaza (HiSC) a partir del APSC, con peso molecular
entre 10-30 kDa. Por otro lado, se obtuvieron extractos de toronjil morado, los
cuales presentaron altos valores de capacidad antioxidante de 73.31 % (por el
método de DPPH) y de 85.44 % (por el método de ABTS). Se elaboraron
complejos electrostaticos de APSC-pectina citrica (APSC:Pc) con una relacion
3:1 a pH 4.9; y HiSC-pectina citrica (HiSC:Pc) relacién 1:3 pH 3.9. Se elaboraron
emulsiones aceite-agua (O/W), utilizando las relaciones mencionadas con objeto
de proteger los extractos de toronjil morado. Los tratamientos con APSC:Pc
presentaron valores menores de ds2,de 1.68 um. Las curvas de viscosidad
aparente vs tasa de corte se ajustaron al modelo de Carreau. El tratamiento
APSC:Pc present6 viscosidades aparentes mas altas en todo el rango de tasas
de corte, con un comportamiento de adelgazamiento al corte (N = 0.329). La
mayor actividad antioxidante fue la emulsién con HiSC:Pc (75.63 % para DPPH
y 87.23 % para ABTS). Con lo anterior, emulsiones estabilizadas con hidrolizados
de proteina de semilla de calabaza-pectina son adecuados para proteger
extractos de toronjil y sus componentes bioactivos.

Palabras clave: Toronjil morado, semilla de calabaza, antioxidantes, emulsiones,
proteina.
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Universidad Auténoma Chapingo.
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GENERAL ABSTRACT

ANTIOXIDANT ACTIVITY OF LEMONSEL EXTRACTS ENCAPSULATED
WITH PUMPKIN SEED PROTEINS

Purple lemon balm extract (Agastache mexicana) is a rich source of antioxidants,
which suffer deterioration under environmental conditions. One way to protect
them is by using protein-polysaccharide complexes, such as pumpkin seed
protein-citrus pectin. Protein isolate was obtained from pumpkin seeds (APSC), a
byproduct with high protein content, by isoelectric precipitation at pH 4.2. The
APSC had an isoelectric point of 4.2, an in vitro digestibility of 82.1%, which
makes it viable for consumption, and the emulsifying activity of the isolate was
0.823 A. Pumpkin seed hydrolysates (HiSC) were obtained from the APSC, with
molecular weight between 10-30 kDa. On the other hand, purple lemon balm
extracts were obtained, which presented high antioxidant capacity values of
73.31% (by the DPPH method) and 85.44% (by the ABTS method). Electrostatic
complexes of APSC-citrus pectin (APSC:Pc) were prepared with a 3:1 ratio at pH
4.9; and HiSC-citrus pectin (HiSC:Pc) ratio 1:3 pH 3.9. Oil-water (O/W) emulsions
were prepared using the aforementioned ratios in order to protect the purple
lemon balm extracts. Treatments with APSC:Pc presented lower d3.2 values of
1.68 um. The apparent viscosity vs shear rate curves were fitted to the Carreau
model. The APSC:Pc treatment presented higher apparent viscosities throughout
the range of shear rates, with shear thinning behavior (N = 0.329). The highest
antioxidant activity was the emulsion with HiSC:Pc (75.63% for DPPH and
87.23% for ABTS). With the above, emulsions stabilized with pumpkin seed
protein-pectin hydrolysates are suitable to protect lemon balm extracts and their
bioactive components.

Keywords: Purple lemon balm extract, pumpkin seed, antioxidants, emulsions,
protein

Tesis de Maestria en Ciencia, Programa de Posgrado en Ciencia y Tecnologia Agroalimentaria,
Universidad Auténoma Chapingo.

Autor: Rocio Santiago Pelagio

Director de Tesis: Dr. Eleazar Aguirre Mandujano
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1. INTRODUCCION GENERAL

Se sabe que una dieta y un estilo de vida adecuado son fundamentales para
prevenir enfermedades. Actualmente se ha incrementado el estudio de extractos
de plantas como fuentes de antioxidantes, enzimas y vitaminas, ya que pueden
prevenir la autooxidacion y asi ser utilizados en la industria alimentaria para
remplazar a los antioxidantes sintéticos, los cuales tienen efectos secundarios en
el organismo provocando distintas enfermedades crénico-degenerativas (Bozin
et al., 2007). Lo anterior ha provocado que se busquen nuevas fuentes de
antioxidantes y bioactivos que puedan utilizarse en la industria alimentaria, uno

de ellos es el toronjil morado.

Agastache mexicana es conocido como toronjil morado, pertenece a la familia
Lamiaceae y se ha demostrado que tiene poder antioxidante (Lemjallad et al.,
2019). Generalmente, el toronjil morado se ha utilizado, como fuente terapéutica
y profilactica como extracto o aceite esencial por sus propiedades antioxidantes
y microbianas, pero es una planta que ha sido subutilizada (Shanaida &
Golembioyska, 2018). El ser humano necesita tener una ingesta regular de estas
fuentes antioxidantes e incluir alimentos con alta capacidad antioxidante (Nieto
et al., 2018). Sin embargo, estos antioxidantes son susceptibles a distintos
factores como lo son la luz, temperatura, pH, contaminacion ambiental, entre

otros, por lo que sufren deterioro.

Para poder conservar las propiedades del toronjil se recomienda llevar a cabo
procesos de proteccion, los cuales consisten en el atrapamiento de algunos
compuestos activos dentro de un material protector que proporcione una
proteccion fisica contra las condiciones externas y asi aumentar la estabilidad de
los compuestos bioactivos mejorando su vida util (Olivares-Galvan et al., 2020).
Los extractos encapsulados con una alta cantidad de antioxidantes pueden ser
incorporados en matrices alimenticias que pueden contribuir con la salud,
previniendo enfermedades crono degenerativas. Existen reportes de

microencapsulacion de diversos aceites: pescado, colza, naranja y menta
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utilizando diferentes biopolimeros, proteinas, gelatina, pectina, goma arabiga,
goma de mezquite, maltodextrina como agentes encapsulantes (Fabri & Marrs,
2005)

Uno de los biopolimeros que se ha utilizado para la proteccion de extractos
antioxidantes son las proteinas, solas o mezcladas con otros biopolimeros, como
los hidrocoloides catiénicos como lo es la pectina. Estas mezclas biopoliméricas
interaccionan formando complejos electrostaticos con altas capacidades
emulsificantes que brindan una proteccion adecuada a los bioactivos presentes
de los extractos de plantas. Con esto en mente, también es importante buscar
nuevas fuentes de proteinas que puedan utilizarse en estos procesos de
proteccidn de bioactivos. Sin embargo, es necesario investigar sus propiedades
fisicoquimicas y su funcionalidad, de tal manera que permitan obtener sistemas

de protecciéon adecuadas.

La semilla de calabaza es un subproducto de la fruta y en algunos casos es
considerada como desperdicio. Estudios recientes demuestran que tienen
efectos beneficiosos para la salud, debido a su contenido de macro y
micronutrientes, son una fuente natural de fitoesteroles, vitaminas, antioxidantes
y una alta concentracion de proteina, aportando efectos beneficiosos a la salud y
por ello las semillas de calabaza pueden considerarse un alimento funcional

natural (Olivares-Galvan et al., 2020).

Al igual los péptidos han demostrado que pueden actuar como emulsionantes, un
proceso para producir los péptidos es la hidrélisis enzimatica. Con la hidrdlisis,
las proteinas son descompuestas en péptidos mediante la adicion de enzimas las
cuales rompen los enlaces peptidicos y asi generan péptidos de diferentes pesos
moleculares con propiedades bioactivas o funcionales (Adler-Nissen, 1986).

Siguiendo lo anterior, se planted la siguiente hipodtesis: La encapsulacion de
extractos de toronjil morado mediante péptidos y proteina de semilla de calabaza

permitira obtener una proteccién de la actividad antioxidante.
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A partir de lo anterior el objetivo general de esta investigacion fue evaluar la
actividad antioxidante de extractos de toronjil morado encapsulados, empleando
péptidos obtenidos por hidrélisis enzimatica de proteina de semilla de calabaza
producidas en el municipio de Ahuacatlan de la Sierra Norte de Puebla.

Para llevar a cabo el objetivo general se siguieron una serie de objetivos
especificos: 1) Desarrollar los métodos estandarizados para obtener los extractos
de toronjil morado de la Sierra Norte de Puebla; 2) Determinar la actividad
antioxidante de los extractos de toronjil morado; 3) Estandarizar un método para
la obtencion de péptidos de semilla de calabaza mediante hidroélisis enzimética;
4) Determinar la capacidad antioxidante de los péptidos de semilla de calabaza y
5) Desarrollar el método que permita obtener una emulsion estable de extractos

de toronjil con péptidos de semilla de calabaza.

El presente documento consta de una serie de apartados donde se abordard la
introduccion general, el estado del arte de la investigacion, el desarrollo de
metodologias que se emplearon para cumplir los objetivos, la presentacion de
resultados, el analisis de los resultados y por ultimo las conclusiones obtenidas

en esta investigacion.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1Toronjil morado (Agastache mexicana)

El Agastache mexicana, es una planta medicinal perteneciente a la familia
Lamiaceae. El género Agastache consta de unas 20 especies distribuidas en Asia
y América del Norte, 12 de estas son endémicas de México (Sanders, 1980). Se
han identificado dos subespecies de Agastache mexicana, comunmente
conocidas como “toronjil morado” y “toronjil blanco” (Palma-Tenango et al., 2021).
Se cultivan y utilizan como plantas medicinales en varias partes de México, como
Hidalgo, Estado de México, Morelos, Puebla, Veracruz y Ciudad de México. Se
preparan en agua hirviendo como infusion, pero también como maceracion en
etanol, utilizando toda la parte aérea o solo las flores para tratar trastornos

“nerviosos”, insomnio y cardiovasculares (Argueta et al., 1994).

Los toronijiles son plantas herbaceas que crecen en los bosques de pino—encino
y en huertos familiares, los tallos, de 120 cm de altura y erectos, estan revestidos
de hojas perfumadas de cidra. Las hojas son lanceoladas u oval-lanceoladas y
rematadas con espigas de 40 cm de flores oscuras profundas con bracteas mas
profundas (Gonzales-Ramirez et al., 2012).

El toronjil morado se ha utilizado desde la antigliedad principalmente para tratar
al sistema nervioso, al tracto gastrointestinal o el higado, al igual para la digestion
y dormir, ha demostrado que su ingesta no tiene efectos secundarios en los
humanos (Vogl et al., 2013). Basandose en estudios se ha demostrado que tiene
distintos usos como lo son antiinflamatorio, lipidémico, control glucémico,
sedante, ansiolitico, antiespasmodico, antioxidante, anticancerigeno,

antimicrobiano, antidepresivo (Dastjerdi et al., 2019).

Los extractos de toronjil alivian sintomas psicoldgicos, ya que inhibe la
monoaminooxidasa y ayuda a beneficiar la salud mental, al igual actia como
inhibidor de la colinesterasa y mejora la accion de la sinapsis de Alzheimer debido

a sus propiedades bioldgicas (Sharifi-Rad at al., 2021).
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Las propiedades bioldgicas del toronjil morado tienen efectos bioactivos como lo
son:

a) Terpenos, que son compuestos organicos responsables del aroma y sabor,

b)

han demostrado propiedades medicinales, se liberan en forma de aceites
naturales, la estructura de los terpenos son unidades basicas de isopreno,

formado por cinco atomos de carbono y ocho de hidrogeno (Fig. 1).

CHs

H.C N ch
2

Figura 1. Estructura de terpenos

Acido rosmarinico, es un compuesto fendlico que se produce de forma natural
y ha demostrado que posee una variedad de caracteristicas biol6gicas como:
antibacteriana y antiviral. Su estructura quimica (Fig. 2) es de un éster del

acido cafeico y acido 3,4-dihidroxifenil lactico (ljaz et al., 2023).

OH
HO 0 OH
HO

Figura 2. Estructura del acido rosmarinico

c) Acido cafeico, antioxidante natural que ayuda a neutralizar a los radicales

libres, es un acido hidroxicinAmico, en su estructura se incluye un anillo

bencénico con dos grupos metoxi y un grupo carboxilo (Fig. 3).
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HO

HO

Figura 3. Estructura acido cafeico

d) Antioxidantes fendlicos, son compuestos quimicos que tienen una accion
importante para combatir a los radicales libres los cuales son especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno (Fig. 4).

OH

HO S

OH
Figura 4. Estructura general de antioxidantes

2.2 Actividad antioxidante

Los antioxidantes tienen distintos mecanismos para combatir a los radicales
libres, entre los cuales esta la inhibicion, la eliminaciéon y el bloque de estas
especies toxicas. Su mecanismo de reaccion es por la transferencia de un solo
electron (SET), la transferencia de atomos de hidrogeno (HAT) y la quelacién de
metales de transicion (HAT). En el mecanismo HAT, los antioxidantes inactivan
a los radicales libres con la ruptura del enlace O-H y transfiere atomos de
hidrogeno; para SET, los antioxidantes donan electrones para los radicales libres
y para el mecanismo de TMC los antioxidantes se quelan con iones metalicos y

se forman complejos (Lang et al., 2024).

Los antioxidantes mas importante son los a) flavonoides, los cuales son un grupo
de compuestos quimicos polifendlicos se clasifican en: 1) antocianinas que estan

compuestos por un anillo aromatico, un heterociclo de oxigeno que se conecta
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con otro anillo aroméatico con un enlace de carbono simple (Fig. 5) (Lang et al.,
2024).

OR,

Figura 5. Estructura de las antocianinas

2) Catequinas su estructura se basa en anillos de benceno unidos por grupos
hidroxilo y carbonos (Fig. 6). Son antioxidantes efectivos por sus propiedades

estructurales con respectos a sus grupos hidroxilo y galato (Lang et al., 2024).

@:OH
HO O ‘.\\\ OH

OH
OH

Figura 6. Estructura de las catequinas.

3) Flavonoles son la subclase principal de flavonoides, contiene tres anillos
fendlicos, su principal distincién es el grupo hidroxilo y el grupo carbonilo (Fig. 7).
Los tipos de flavonoles varian segun la cantidad y la posicion de los grupos

hidroxilo en el anillo B (Arslanoglu et al., 2010).

O

OH

Figura 7. Estructura de los flavonoles
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b) Acidos fendlicos, es un &cido organico, se pueden encontrar en los metabolitos
de las antocianinas, de acuerdo con su estructura se dividen en hidroxibenzoicos
e hidroxicinAmicos. Tienen grupos hidroxilo y metoxilo en el anillo aromatico y por
consiguiente, presentan diferentes actividades biologicas (Fig. 8) (Rashmi &Negi,
2020).

OH
| x
HO
= A =
—
OH

Figura 8. Estructura de acido fendlico (resveratrol)

c) Lignanos son metabolitos secundarios, su estructura esta compuesta por dos
unidades de fenilpropanoides unidas por un enlace éter (Fig. 9). Tienen una gran
diversidad por sus sustituyentes unidos a los atomos de carbono aromaticos y
alifaticos (Li et al., 2018).

iy
._..

:|:__, ij ‘H “'\
o -h/.r
L‘Q‘,»"'\J\ocn
OH
Figura 9. Estructura de los lignanos

HyC0.

d)Taninos, se clasifican en taninos hidrolizables y taninos condensados. Los
taninos hidrolizables se caracterizan por la unidad estructural de acido galico y
acido elagico. Mientras que los taninos condensados se forman mediante la
condensacion de unidades estructurales que se unen por enlaces carbono-
carbono (Fig. 10) (Buzzini et al., 2008).
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OH

Figura 10. Estructura de taninos.

Los principales factores que influyen de manera negativa en la capacidad
antioxidante, es la estructura del nucleo, sus sustituyentes y las posicion de éstos;
al igual su estabilidad, ya que son relativamente débiles y se pueden ver
afectados por los rayos ultravioleta, humo del cigarrillo, la exposicion a
contaminantes ambientales, luz, oxigeno o productos quimicos toxicos (Yang et
al., 2019).

2.3 Métodos para determinar la capacidad antioxidante

Existen distintos métodos para determinar la actividad antioxidante de forma in
vitro o in vivo. De forma in vitro consiste en determinar la actividad antioxidante
frente a sustancias cromdgenas. Las determinaciones de la capacidad
antioxidante realizadas in vitro pueden dar sélo una idea aproximada de lo que
ocurre en situaciones complejas in vivo (Kuskoski et al., 2005). Los métodos mas
comunes que se utilizan para determinar la capacidad antioxidante son el ABTS
(acido  2,2-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico), DPPH  (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil), DMPD (Dihidrocloruro de N,N-dimetil-p-fenilendiamina) y FRAP
(2,4,6-Tripyridyl-s-Triazine), los cuales captan los radicales libres generados,
operando asi en contra los efectos perjudiciales de los procesos de oxidacion,

que implican a especies reactivas de oxigeno (Kuskoski et al., 2005).

De los anteriores, los mas utilizados son DPPH que es un compuesto organico,

que es utilizado para medir como funciona un compuesto como antioxidante, se
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basa en la capacidad del DPPH para aceptar electrones o hidrogenos de
compuestos, resultando un cambio de color el cual es medido por un
espectrofotometro. Otro método muy utilizado es ABTS, ya que es una técnica
rapida, sencilla y otorga informacion confiable, se basa en la capacidad del radical
ABTS™" a oxidarse a ABTS™. Ambos han presentado una excelente estabilidad en
condiciones especificas. EI DPPH es un radical libre que puede ser utilizado sin
una preparacion previa, mientras que el radical ABTS debe ser generado tras una
reaccion que puede ser quimica (persulfato potasio, diéxido de manganeso),
enzimatica (mioglobulina, peroxidasa) o electroquimica. Con el radical libre ABTS
se puede medir la actividad de compuestos de naturaleza lipofilica e hidrofilica,
mientras que con DPPH solo se debe disolver en un medio organico. El radical
ABTS tiene la ventaja de que su espectro presenta maximos de absorbancia a
414, 654, 754 y 815 nm en medio alcohdlico, mientras que el DPPH presenta un

pico de absorbancia a 515 nm (Kuskoski et al., 2005).

2.4 Calabaza (Cucurbita argyrosperma)

Se ha descubierto que las proteinas vegetales son la fuente de proteinas mas
barata, abundante y también la mejor alternativa para las proteinas animales en
diversas éreas, incluida la nutricibn humana, productos funcionales vy

relacionados con la salud (Du et al., 2012).

El creciente interés mundial por los alimentos ricos en nutrientes, y que
promueven la salud, en las ultimas décadas suprimio la necesidad de alimentos
refinados, y condujo a la reintroduccion y exploracion de recursos alimentarios
ricos en nutrientes antiguos y alternativos. Las semillas constituyen alrededor del
3,2% al 4% de las frutas enteras y, en su mayoria, se desechan como desecho
(Peiretti et al., 2017).

La calabaza Cucurbita argyrosperma, es una planta comun que normalmente
crece en regiones tropicales, subtropicales y calidas en todo el mundo y es
utiizada en la industria alimentaria para la produccién de purés, jugos,

mermeladas y bebidas alcohdlicas (Miti¢ et al., 2018 ). Las semillas de calabaza
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se utilizan ampliamente en la produccion de aceites vegetales debido a su alto

valor nutricional y efectos que promueven la salud (Aktas et al., 2018).

En la actualidad, se ha ido incrementando la demanda de semillas de calabaza
ya que ha demostrado que tiene propiedades nutricionales y funcionales. Las
semillas de calabaza son una rica fuente de grasas esenciales, proteinas,
vitaminas, antioxidantes y compuestos fenolicos. Las semillas de calabaza han
llamado mucho la atencion por su alto contenido proteico (60-65 %) y las
especiales caracteristicas funcionales de sus proteinas vegetales. Ademas, la
fraccidn principal de las proteinas de la semilla de calabaza es la globulina 12S,
cuya estructura es similar a la de las globulinas de las semillas de leguminosas
(Bucko et al., 2015). Esto podria indicar que los aislados de proteina de semilla
de calabaza, tienen propiedades funcionales que se pueden comparar con las
proteinas de semilla de leguminosas, como lo son: capacidades emulsionantes,

espumantes y gelificantes (Yang et al., 2019).

2.5Hidrdlisis enzimatica

Los péptidos se pueden obtener de tres formas: i) descomponer proteinas
mediante digestion in vivo, hidrolisis enzimatica, fermentacién microbiolégica e
hidrélisis acida o basica; ii) utilizar varios alfa aminoacidos y asi sintetizar
péptidos especificos que se basaran en secuencias peptidicas vy iii) utilizar una
técnica basada en ingenieria genética y asi genera péptidos especificos (Gong
et al.,, 2022). El método mas utilizado es la hidrélisis enzimatica, con distintas
enzimas comerciales como las amilasas, proteasas, lipasas y celulasas (Ulug et
al., 2021)

Algunos estudios han demostrado que alimentos comunes de origen animal y
vegetal son importantes fuentes de péptidos, las fuentes vegetales generalmente
incluyen cereales como el trigo, cebada, maiz, arroz, pseudocereales, amaranto,

leguminosas soya, frijol, chicharos, girasol, entre otros (Malaguti et al., 2014).
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Los péptidos estdan formados por varios aminoacidos unidos por enlaces
peptidicos. Estos se obtienen generalmente de proteinas que se basan en

alimentos (Damodaran & Parkin, 2017).

Los péptidos son fuentes para la nutricibn humana porque se absorben
eficientemente a través del tracto gastrointestinal en comparacion con las
proteinas intactas, aquellos que son derivados de alimentos y aquellos que tienen
funciones bioldgicas se les denominan biopéptidos (Pinho et al., 2021).

Desempefian un papel de suma importancia en el area de los alimentos, por sus
propiedades funcionales y bioactividades Unicas (Zaky et al., 2022). Algunos
péptidos han demostrado propiedades anfifilicas y por lo tanto se pueden utilizar
como emulsionantes (Lin et al., 2022). Los péptidos tienen secuencias de
aminoacidos mas cortas y tienen mas residuos hidrofébicos que las proteinas, lo
que da como resultado una rapida adsorcion en las interfases y, por lo tanto,
gotas de la emulsién mas pequefias (Ricardo et al., 2021).

Otro beneficio importante es su actividad antioxidante en las interfases y esto
ayuda a mejorar la estabilidad oxidativa de las emulsiones. Al igual los péptidos
han demostrado que tienen una alergenicidad menor y se pueden digerir mas

facilmente por el organismo (Chang et al., 2018).

2.6 Sistemas de proteccion

La encapsulacion es un campo de investigacion en crecimiento que abre nuevas
posibilidades para el desarrollo de alimentos mas avanzados. Las ventajas de la
encapsulacién es la conservaciéon de sabores o aromas, la liberacién controlada
y dirigida y una mayor biodisponibilidad de los encapsulados. La encapsulacion
a micro y nanoescala proporciona una plataforma amplia e intensa para el
desarrollo de nuevas etapas en la produccion de alimentos saludables. La
microencapsulacion y la nanoencapsulacion son efectivas para proteger los
sustancias de condiciones ambientales dafiinas y al mismo tiempo permiten una

liberacion controlada y especifica. Existen distintas técnicas para la
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encapsulacion de ingredientes alimentarios, incluida la emulsificacion, la
inclusion, la coacervacion y la nanoprecipitacion por complejacién (Ghosh et al.,
2021).

Se le puede definir como encapsulacion al proceso de atrapar una sustancia, que
puede ser un sabor, colorante, nutriente o conservante, dentro de otra sustancia
y asi liberarlo de manera que se controlada; se pueden utilizar distintos tipos de
materiales para formar el nucleo y la cubierta segun el tipo de sustancia que se

requiera y sobre sus requisitos funcionales (Nezamdoost-Sani et al., 2024).

Existen distintas técnicas de encapsulacion como lo son: secado por aspersion,
inclusion molecular, cocristalizacion, aplicacion de fluidos supercriticos,
coacervacion, polimerizacion interfacial, extrusion, recubrimiento en lecho
fluidizado o emulsificacién. Estos procesos ayudan para crear productos
innovadores y funcionales (Premijit et al., 2022).

Una emulsién es una mezcla de dos liquidos que no se mezclarian, como lo son
el agua y el aceite y los estabilizaria un agente emulsionante. Las emulsiones
son utilizadas normalmente en la industria alimentaria, farmacéutica, cosmética,
pinturas, entre otras. Son pequenas gotas esféricas (de 100 nm a 100 ym) existen

diferentes tipos de emulsiones:

)] aceite en agua (O/W) el aceite es el medio de dispersion y el agua es

la fase dispersa (Fig. 11).

Q/W emulsion

Figura 11. Emulsion agua en aceite (O/W)
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i) agua en aceite (W/O) el agua es el medio de dispersion y el aceite es la

fase dispersa (Fig. 12).

W/O emulsion

Figura 12.Emulsién aceite en agua (W/O)

iii) aceite-agua-aceite (O/W/O) se emulsiona un aceite dentro de una fase

acuosa y luego se emulsiona esa mezcla en otro aceite (Fig. 13).

G On] phinse
o i_ Water plase

— 1 ]-s0lnble
core material

OW/o

Figura 13. Emulsion O/W/O

iv) agua-aceite-agua (W/O/W) se emulsiona agua dentro de una fase oleosa

y luego se emulsiona esa mezcla en agua (Mahdavi et al., 2022).

Water phase

Oil phase

Walersoluble
core watenal

Wiony
Figura 14. Emulsién W/O/W
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Las emulsiones consisten en pequefas gotas de aceite y se forman por una fase
continua y otra dispersa. Son termodinamicamente inestables y con forme pasa

el tiempo se tienden a descomponer por distintos mecanismos que son:

)] Floculacion. Las gotas de un liquido estan dispersas en otro liquido
inmiscible, es decir, se unen y forman agregados mas grandes. Se
produce por la interaccion entre particulas y se ve influenciado por el
pH, temperatura y la fuerza idnica. Impacta significativamente en la
estabilidad, viscosidad y capacidad de separacion.

1)) Coalescencia. Ocurre cuando gotas individuales entran en contacto
entre si, se puede ver influenciada por la agitacién, concentracion de
emulsificante, temperatura, entre otros. Provocando separacion de
fases, perdida en su estabilidad y cambios fisicos.

i) separacion de fases. Fendmeno en el que los componentes de la
emulsion se separan formando capas distintas provocando
inestabilidad y cambios en las propiedades fisicas y quimicas
(McClements & Jafari, 2018).

Es por esto por lo que se deben incluir estabilizantes para mejorar su vida a largo
plazo. Estos emulsionantes pueden ser proteinas, polisacaridos y otros polimeros
tensioactivos; investigaciones actuales han identificado proteinas y fosfolipidos

como los principales agentes emulsionantes (McClements & Jafari, 2018).

Las proteinas y las pectinas han demostrado tener propiedades para estabilizar
emulsiones. Las proteinas son moléculas grandes y complejas que contienen
tanto grupos hidrofilicos e hidrofébicos, lo que les permite interactuar en fases
acuosas u oleosas. Por su parte la pectina es un polisacarido que tiene la
capacidad de formar geles y puede actuar como emulsificantes por su estructura
molecular. Las pectinas tienen grupos hidrofilicos que pueden formar enlaces con
las moléculas del agua y con las de aceite lo que les permite formar emulsiones
(Dickinson, 2009).

Combinar tanto proteinas como polisacaridos, como lo es la pectina, tiene

grandes ventajas para desarrollar emulsiones y estabilizarlas. Los componentes
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de proteina y pectinas pueden unirse mediante enlaces covalentes o
interacciones electrostaticas a los pH adecuados para formar complejos

electrostéaticos que son los que estabilizaran a las emulsiones (Dickinson, 2009).

Uno de los sistemas de proteccion de antioxidantes como los del toronjil son las
emulsiones de aceite en agua (O/W), de los cuales existen diversos reportes
donde se mencionan las bondades que presentan como sistemas portadores de
productos funcionales con sustancias bioactivas, una mejora en la estabilidad de
los productos finales (Lopez-Monterrubio et al., 2021). En estos estudios compara
el efecto de la adicién de un solo emulsificante, como proteinas, o emulsificantes
de bajo peso molecular, o aguellos donde se adicionan mezclas de diferentes
biopolimeros, formando complejos electrostaticos que se adsorben en la interfase
aceite-agua y proporcionan una mayor estabilidad (McClements & Jafari, 2018).
Los complejos de proteina-polisacarido han recibido mucha atencion para la
encapsulacién de aceites volatiles , sabores, antioxidantes y otros compuestos
bioactivos en el sector alimentario, debido a sus caracteristicas Unicas que
incluyen una excelente solubilidad y capacidad emulsionante, propiedades
antioxidantes, estabilidad en una amplia gama de valores de pH, temperatura y
fuerza i6nica, y proporciona una capa mas gruesa, continua, viscoelastica y
resistente al corte alrededor de las particulas de aceite y otros componentes

bioactivos solubles en aceite (Lesmes & McClements, 2012).

Cuando los antioxidantes se dispersan en una emulsién estos son protegidos de
la oxidacién y la degradacion, ya que las gotas de la emulsion actian como una
barrera evitando que agentes externos afecten a los antioxidantes (Lesmes &
McClements, 2012).
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3. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS DE TORONJIL
ENCAPSULADOS CON PROTEINAS DE SEMILLA DE CALABAZA

3.1Introduccion

La busqueda de compuestos naturales que presenten propiedades antioxidantes
ha despertado un interés en la industria alimentaria. De acuerdo con Fernandez-
Agull et al. (2013), los antioxidantes son compuestos que pueden prevenir 0
retrasar el dafio oxidativo en las células y tienen una relacibn con las

enfermedades cronodegenerativas.

En este contexto el toronjil morado ha demostrado que es una fuente rica en
compuestos fendlicos, terpenos, terpenoides, con potencial actividad
antioxidante (Calvo-Irabien, 2018). Los compuestos fenélicos son antioxidantes
gue se encuentran en alimentos de origen vegetal (Shahidi & Ambigaipalan,
2018).

Sin embargo, la estabilidad y la biodisponibilidad de estos compuestos se ve
comprometida a la degradacién por distintos factores, son sensibles a la
oxidacion durante el procesamiento y almacenamiento de los alimentos,

provocando una reduccion de estos (Goula et al., 2012).

Para prevenir la degradacién de los antioxidantes, la encapsulacion de los
extractos es una estrategia para proteger y mejorar la estabilidad de estos. En
este sentido las emulsiones son utilizadas como sistemas portador de productos
funcionales con sustancias bioactivas. Las proteinas de origen vegetal han
cobrado interés por su bajo costo, al igual que pueden desempefiar un papel
importante en la formacion y estabilizacion de emulsiones, ya que pueden
mejorar la textura y viscosidad. La semilla de calabaza son una opcion viable de

proteina de origen vegetal para proteger a los antioxidantes, ya que por su
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naturaleza biocompatible es capaz de formar matrices estructurales y pueden

actuar como agentes emulsionantes y estabilizante (Kadam et al., 2015).

El objetivo de esta investigacion es evaluar la actividad antioxidante de los
extractos de toronjil morado encapsulados con proteinas de semilla de calabaza
con un enfoque en la capacidad para preservarlos y conocer si son ingredientes

funcionales con aplicaciones potenciales en la industria alimentaria.
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3.2Materiales y métodos

3.2.1 Muestray reactivos

El material biolégico toronjil morado (Agastache mexicana) y la semilla de
calabaza (Cucurbita argyrosperma), se recolectaron de Zacatlan, Puebla, México
(19° 55" 55” N, 97° 57" 36” O, 2040 m.s.n.m) y Ahuacatlan, Puebla, México (20°
00" 27" N, 97° 51" 37” O, 1363 m.s.n.m); respectivamente, con los productores
de la region.

Los reactivos analiticos 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH), &cido 2,2’-azino-bis-
3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico  (ABTS), albumina sérico-bovina (BSA),
dodecilsulfato de sodio (SDS), Folin-Ciocalteu, 2,4,6-Trinitrobencensulfonico
(TNBS), L-leucina, persulfato de potasio (K2S20s) y acido gélico, al igual las
enzimas Alcalasa®, proteasa bacteriana, se adquirieron de Sigma-Aldrich (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, U.S.A). Los reactivos analiticos carbonato de sodio
(Naz2COg3), tartrato de sodio y potasio (C4HsO2), sulfato de cobre (CuSOa4-4H20),
hidroxido de sodio (NaOH), acido clorhidrico (HCI), fosfato de sodio monobasico
(NaH2PO4), fosfato de sodio dibasico (NazHPO4), sulfito de sodio (Na2S0s),
etanol (C2HsOH), metanol (CH3OH) y hexano fueron obtenidos de Quimica
Meyer® (Quimica Suastes S.A de C.V., CDMX, Meéxico). En todos los

experimentos se utilizé agua desionizada.

3.2.2 Acondicionamiento de las muestras

3.2.2.1 Deshidratacion

El toronjil morado se deshojo, mientras que las semillas se extrajeron cortando
la calabaza y retirAndolas del centro, posteriormente se lavaron y se secaron en
una estufa (HCF-62, Riossa Digital, Ciudad de México, México) a 40 °C por 48 h
con ventilacion continua. Las harinas de semilla de calabaza (HSC) y toronijil
morado (HTM), se obtuvieron a partir de la molienda en un procesador de
alimentos (Nutribullet™ NB-101B, velocidad 10 000 rpm, NutriBullet, México) por
3 minutos y las fracciones de HSC y HTM se colectaron. La HTM fue retenida en
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un tamiz de malla No. 80 (Manufacturers of Industrial and Commercial Supplies,
St. Louis, MO, EUA).

3.2.3 Analisis quimico proximal

Se llevo a cabo un andlisis quimico proximal (AOAC, 2000) para la HSC y HTM.
El extracto etéreo se determiné por el método de Soxhlet AOAC 920.39; el
contenido de proteina por el método de Kjeldahl (N x 6.25) AOAC 954.01; el
porcentaje de cenizas por AOAC 942.05 y fibra cruda AOAC 991.42. Los
carbohidratos totales se calcularon por diferencia (ecuacion 1). Los resultados se

expresaron en base seca.

Carbohidratos totales = {100 ( % extracto etéreo + % proteina + % cenizas)} (Ec. 1)

3.2.4 Desgrasado de harina de semilla de calabaza (HSC)

La HSC se desgraso a través de un equipo soxhlet, utilizando como disolvente
para realizar la extraccion al hexano. Se colocaron 30 g de HSC en cartuchos de
papel filtro durante 7 horas a partir del primer sifon a 70 °C. Se retiro y se dej6
secar a temperatura ambiente, la HSC se colecto y fue retenida en un tamiz de
malla No. 80 para obtener la harina de semilla de calabaza desgrasada (HSCD)

posteriormente se envaso y se sellé6 herméticamente en bolsas de polietileno.

3.2.5 Obtencion del aislado de proteina

El aislado de proteina de semilla de calabaza (APSC) se obtuvo de acuerdo con
la metodologia descrita por Martinez y Aiion (1996) con ligeras modificaciones.
Se prepararon dispersiones de HSCD (100 g) en agua destilada (10 g/100 mL),
se ajusté el pH con un potencibmetro (pH 120, Conductronic, Santa Cruz
Buenavista, Puebla, México) a pH 10 con NaOH 1 N y se dejo en agitacion
continua durante 60 min. Posteriormente, las dispersiones se centrifugaron a
9200 x g a 10 °C por 10 min (Centrifuge 5810 R, Eppendorf, AG, Hamburgo,
Alemania). Se colecto el sobrenadante y se ajustd a pH 4.2 (punto isoeléctrico)

utilizando HCI 1 N en agitacion constante a temperatura ambiente durante 1 h.
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La proteina precipitada se aislé por centrifugacion a 9200 x g a 4 °C por 10 min
y se le realizaron 2 lavados con agua destilada, las muestras se secaron en una
estufa (HCF-62, Riossa Digital, Ciudad de México, México) a 35 °C durante 24 h
con ventilacion continua. El aislado seco se moli6 manualmente en un mortero y
se almaceno en bolsas de polietileno con cierre hermético a 4 + 1 °C hasta su
uso. Al aislado de proteina se le determind la proteina soluble por método Lowry
modificado por Petterson (1977), se prepard una solucién A, qué consistié en
carbonato de sodio (Na2COs) 10 % (p/v), tartrato de sodio y potasio
(KNaC4H406-4H20) 0.2 % (p/v) y sulfato de cobre (CuSO4+5H20) 0.1 % (p/v). La
solucion se mezclé con NaOH al 0.8 N y dodecilsulfato de sodio (SDS) 10 % (p/v)
en una misma proporcion. En un tubo se colocaron 10 pL de muestra con 990 pL
agua destilada y 1 mL de la mezcla A, se agito y se dejo reposar a temperatura
ambiente por 10 min. Transcurrido el tiempo se afiadio, 0.5 mL de reactivo Folin-
Ciocalteu 0.3 N y se dej6 reaccionar por 30 min en oscuridad a temperatura
ambiente. Se midié la absorbancia a 750 nm con un espectrofotdmetro Genesys
10S-UV-VIS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Se construyo una
curva estandar utilizando albumina sérico-bovina (BSA) como estandar (0.1 -

0.01 mg mL™?) para calcular la concentracion de proteina.

3.2.6 Determinacion de solubilidad de proteinas en funcién del pH

La solubilidad de proteina se llevé a cabo por el método descrito por Yu et al.
(2017). Se prepararon soluciones de las muestras (1 g/100 mL) en amortiguador
fosfatos 0.01 M a pH 2, 4.2 (punto isoeléctrico) 5, 7, 9 y 11. Las dispersiones se
mantuvieron en agitacion magnética por 60 min y se centrifugaron a 4400 x g por
20 min a temperatura ambiente y posteriormente se filtraron. El contenido de
proteinas se determino por el método de Lowry modificado por Petterson (1977).

3.2.7 Potencial zeta ()

Se realizaron mediciones de los valores de potencial zeta () de dispersiones
APSC (0.05 % p/p) con incrementos de 0.5 unidades en un intervalo de pH de 2
a 7, se ajustaron mediante la adicion de HCI 0.1 N y NaOH 0.1 N. Las
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dispersiones se colocaron en una celda de prueba de un equipo Zetasizer Nano
ZS90 (Malvern Insuments Ltd., Malvern, Worcestershire, Reino Unido). Se utilizé

el modelo matematico de Smoluchowski (Cuevas-Bernardino et al., 2016).

3.2.8 Digestibilidad relativa in vitro

La digestibilidad relativa in vitro se llevé a cabo mediante el método de Martinez-
Velasco et al., (2018). Se afadi6 la muestra de APSC (63.8 mg) en 10 mL de
agua desionizada y se ajust6 a pH 8 con NaOH 1 N. Se adicion6 1 mL de
disolucidén acuosa enzimética, 1.58 mg de Tripsina pancreatica porcina (tipo II,
48 unidades-mg™ de proteina), 3.65 mg de Quimotripsina pancreatica b bovina
(tipo Il, 48 unidades-g * de sélido) y 0.45 mg de Peptidasa intestinal porcina (P-
7500, 115 unidades-g ! de solido) se dej6 en agitacién durante 10 min a 37° C.
Posteriormente se afiadid 1.48 mg de proteasa bacteriana (tipo XIV, 4,4
unidades-g* de proteina) y se continuo con la digestién durante 9 min a 55° C.
El valor del pH se registré después de 1 minuto mas y se utilizé para determinar
el porcentaje de digestibilidad relativa de la proteina in vitro (RDP %) segun la

siguiente ecuacion.

RDP (%) = 234.84 — 22.56 X..oeeieeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, (Ec. 2)

Donde X es el pH final de la suspension.

3.2.9 Propiedades de emulsificacion

Se emple6 un método turbidimétrico para determinar la actividad emulsionante
(EA) y la estabilidad de la emulsion (ES) del APSC, como describe Horax et al.
(2011). Se agregaron 40 mL de aceite de canola a 120 mL de solucién de proteina
(0.1%) y la mezcla se homogeneiz6 durante 3 min, utilizando un homogeneizador
Ultra-Turrax® (T50 basic IKA Works, Inc. Wilmington, Usa) para formar una
emulsion. Cincuenta microlitros de la emulsion se transfirieron a un tubo de

ensayo que contenia 5 mL de SDS al 0.1 % (p/v) a 0 y 10 min después de la
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homogeneizacion. La absorbancia de las soluciones se midié a 500 nm utilizando
un espectrofotometro. EA se expres6 como la absorbancia a los 0 min de
homogeneizacion de la emulsién, mientras que ES se calcul6 mediante la

siguiente ecuacion 3.
ES = To X (A /AT) oo (Ec 3)

En donde AT fue el cambio en la turbidez de la absorbancia inicial (TO) que

ocurrio en un periodo de 10 min (A t).

3.2.10 Hidrdlisis enzimatica (HE)

Para la hidrdlisis se controlaron las condiciones de temperatura y agitacion. El
APSC (1 g) se disolvié en 20 mL de amortiguador Tris 0.1 M a pH 8 a 50 °C. En
viales se colocaron 100 pL de la enzima Alcalasa® a las relaciones
enzima/sustrato (E/S) al 2 %, 4% y 8% y se agito. La dispersiéon de APSC se
acondiciono a 50 °C a pH 8. La hidrdlisis se inici6 al adicionar la enzima Alcalasa®
y se realiz6 un seguimiento de la hidrolisis por 60 min con muestreos a 0, 5, 10,
20, 30, 40 y 60 min. Cada alicuota se llevo a bafio maria a 100 °C por 15 min
para inactivar la enzima. Posteriormente se centrifugo a 8000 rpm durante 15 min
a 4 °C y los sobrenadantes de hidrolizado de semilla de calabaza (HiSC) se

usaron para analisis posteriores.

3.2.11 Grado de hidrdélisis (GH)

El porcentaje de GH se calculé determinando los grupos amino libres mediante
la reaccion con TNBS, para lo cual se utilizé un estandar de leucina (Addler-
Nissen, 1979). En tubos de color ambar se colocé la muestra (64 pL),
posteriormente 1 mL de amortiguador de fosfatos a pH 8.2 (0.2 M) seguido de
0.5 mL de TNBS al 0.01 % v/v. Se colocaron a 50 ° C durante 30 min en
oscuridad. Transcurrido el tiempo se afiadid 1 mL de sulfito de sodio 0.1 M y se
dej6 reposar por 15 min a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo se midio

la absorbancia a 420 nm en un espectrofotometro. El numero total de grupos a-

43



amino en la muestra, se determiné por el método de hidrolisis acida, en una
ampolleta de vidrio se vertio 0.1 g de APSC y se le adiciono 0.9 mL de HCL 6 N,
la ampolleta se sell6 al vacio y se incubo en una estufa (Riossa Digital HCF-62,
Ciudad de México, México) a 100 £ 1 °C durante 24 h. Transcurrido el tiempo, la
mezcla se neutralizé adicionando 0.9 mL de NaOH 6 N. Utilizando un papel filtro
Whatman No.1 la muestra se filtr6 para la remocién de cenizas y por medio de la

ecuacion se calculo el porcentaje de GH.
% GH = [((NH2)tx — (NH2)to) / ((NH2)HT — (NH2)to) ] x 100................... (Ec. 4)

Donde (NH2)tx = cantidad de grupos a-amino terminal al tiempo tx, (NH2)to =
cantidad de grupos a-amino terminal al tiempo 0, (NH2)ut = cantidad de grupos

a-amino terminal.

3.2.12 Electroforesis (Peso molecular)

La electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE) se realizé al hidrolizado con Alcalasa®, respecto a la alicuota al minuto
40, se llevd a cabo mediante el método reportado por Laemmli (1970) con ligeras
modificaciones. El sistema utilizado consisti6 en un gel de apilamiento de
acrilamida al 4 % (p/v) y un gel separador de acrilamida al 12 % (p/v). Se tomaron
33 pL de muestra y se disolvieron en una disolucién amortiguadora (Tris/HCI 0.5
M pH 6.8, 10% de SDS, 10 mL L de 2-Bmercaptoetanol, 25 mL L de glicerol y
azul de bromofenol 0.20 g L. Se utiliz6 un estandar de bajo y alto peso
molecular. La electroforesis se llevo a cabo a 150 V hasta que el colorante
rastreador llego al fondo del gel. Después de la electroforesis, los geles se tifieron
por 30 min con azul brillante de Coomassie G-250 al 0.1 % (m/v) y destefidos
con dos lavados por 30 min cada uno (acido acético 10 % (v/v), metanol 40 %

(v/v) y agua desionizada 50% (v/v)).
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3.2.13 Obtencidn del extracto de toronijil

Se tomaron 10 g de toronjil morado, se le afiadio 500 mL de EtOH a temperatura
ambiente (25 + 2 °C) y se tuvo en agitacion magnética por 24 horas. Transcurrido
el tiempo con ayuda de un papel filtro (Whatman No. 1) se realiz6 una filtracion.
Posteriormente en un rotavapor se concentré el extracto (Digital D-402-10) a 40
°C por 4 h. Se retiro el extracto y se mantuvo en oscuridad para sus analisis

posteriores (Lin et al., 2012).

3.2.14 Formacion de complejos soluble

Para la formacion de los complejos solubles se determiné el potencial zeta del
APSC, HiSC y la pectina citrica (Pc) en un rango de 2 a 7, como se menciona en
el apartado (1.1.7) para asi determinar el pH de la posible ventana de interaccion
y realizar los complejos solubles. Se prepararon dispersiones acuosas, como
describe Cuevas- Bernardino et al. (2018), de APSC y HiSC (30 mg mL?) con
agua desionizada a temperatura ambiente (20 + 2 °C), aplicando agitacion
magnética continua durante 2 h y se refrigeraron (4 + 1 °C) durante la noche para
su hidratacion. Transcurrido el tiempo se ajusto el pH a 7.0, utilizando NaOH 0.1
N y se centrifugo por 30 min a 3000 rpm y se midi6 la absorbancia a 278 nm en
un espectrofotébmetro. Para Pc (30 mg mL™), se dispersé en agua desionizada a
temperatura ambiente durante 2 h y se almaceno a 4 °C para su completa
hidratacion. Las dispersiones de los biopolimeros de AIPSC, HiISC y Pc se
mezclaron para obtener una relacion APSC:Pc y HiSC:Pc que oscilaban entre
5:1y 1:5, el valor del pH se ajust6é a 4.9 (APSC:Pc) y 3.9 (HiSC:Pc) con HCI (0.1
N) y NaOH (0.1 N) y se almacenaron por 24 h a 4 °C. Se realizo un procedimiento
turbidimetro a los complejos, se centrifugaron a 1600 rpm durante 30 min y se

midid la absorbancia a los sobrenadantes a 600 nm.

3.2.15 Emulsiones
Se elaboraron emulsiones con el extracto de toronjil morado, siguiendo el metodo

propuesto por Lopez-Monterrubio et al. (2021), con ligeras modificaciones. La
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fase oleosa de las emulsiones se preparé mezclando aceite de canola y extracto
de toronjil (50 mg g ) se colocd en agitacion magnética por 20 min y se sometioé
a sonicacion durante 5 min con la ayuda de un Procesador Ultrasénico (Ultrasonic
processor, Model VCX 130PB 500 y 750 W, 20 kHz. Newtown, CT, EUA) con una
punta de 8 mm. Se utiliz6 un bafio de agua helada para dispersar el calor
producido. La fase oleosa se disperso gota a gota en la fase acuosa, la cual se
integré con los complejos solubles APSC:Pc y HiSC, con un homogeneizador
(Ultra-Turrax® T50 basic IKA Works, Inc. , Wilmington, EE.UU), inicialmente a
6000 rpm por 1 min, continuo con 3 min a 8000 rpm y finalmente a 10 000 rpm
durante 1 min. Las emulsiones se colocaron en refrigeracion para analisis

posteriores.

3.2.16 Tamafio de gota

El tamafio de gota de las emulsiones se midié con un analizador de tamafio de
gota Malvern (Malvern 3000, Malvern Instruments Ltd, Worcestershire, Reino
Unido). Se utilizo un indice de obscuracion del 3 al 8 % y un indice de refraccién
de 1.333 con un indice de absorcion de 0.001. Se registro el diametro medio
volumétrico (das,3) y el tamafio de particula promedio del area superficial (ds2) de

la emulsion.

3.2.17 Reologia

El comportamiento de las emulsiones se determiné un dia después de su
elaboracion, con curvas de flujo y pruebas de frecuencia en un reémetro Physica
MCR 301 (Anton Paar, Messtechnik, Stuttgart, Alemania), se utilizé una
geometria de cilindros concéntricos (diametro interior = 14 mm y diametro exterior
= 15 mm). Se coloco6 la muestra en el sistema de medicion y se dejé por 3 min
para equilibrar la muestra. Las curvas de flujo se realizaron aplicando velocidad
de corte 102 a 103 sy la viscosidad aparente se ajustd (R?=91.01) al modelo
de Carreau. Para los barridos de amplitud, a las muestras se les aplicé un rango

de deformacion de 1 a 100 % con una frecuencia de 1 Hz. Los valores de los
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modulos de almacenamiento (G’) de perdida (G”) y tan & fueron determinados.

se obtuvieron con el software del equipo.

3.2.18 Microscopia 6ptica

Con objeto de determinar la morfologia de las gotas de las emulsiones, se
obtuvieron micrografias en un microscopio 6ptico optical microscope (Olympus
BX53, Olympus Optical Co., Tokyo, Japan) coupledto an AxioCam ERc 5 S
camera (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen, Germany). Se colocaron

100 pL de emulsion en portaobjetos y se observaron a un aumento de 40X.

3.2.19 Actividad antioxidante por captacién del radical libre DPPH

Para la actividad de eliminacion de radicales DPPH (2,2 difenil-1-picrilhidrazil),
se tomo una alicuota de muestra (500 pL) y 1500 uL de DPPH 0.08 M (preparado
con (CHsOH) seguido de incubacion durante 60 min en la oscuridad. La
absorbancia frente al blanco de reactivo preparado se determin6 a 515 nm en un
espectrofotometro (Genesys 10S-UV-VIS Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA). El porcentaje de inhibicion del radical se calcul6 mediante la ecuacion.

Inhibicién (%) = [Abscon”"’_AbSm“””“]*100 .............................. (Ec. 5)

AbScontrol

Donde Abscontrol €S la absorbancia sin afiadir la muestra.

3.2.20 Actividad antioxidante por ABTS

La determinacién de actividad antioxidante mediante la medicion de la capacidad
de inhibicion del radical libre ABTS (2,2 'azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico)), se determiné mediante el método propuesto Re et al. (1999) con
ligeras modificaciones. La obtencién del radical ABTS: * se realiz6 mediante la
reaccion de 10 mL de ABTS 7.4 mM con persulfato de potasio 2.6 mM. La mezcla
se incubo en oscuridad a + 25 °C durante 16 h antes de su uso. Una vez formado
el radical ABTS:* (600 uL) se diluyeron con etanol hasta obtener una absorbancia
de 0.700 £ 0.002 a 734 nm en un espectrofotometro, que es la longitud de onda

de maxima absorcién). Para las muestras, se mezclé la disoluciéon del radical
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ABTS (960 pL) con 40 pL de las muestras, se incubo durante 6 min a temperatura
ambiente. Transcurrido el tiempo en un espectrofotbmetro se midio la
absorbancia a 734 nm, utilizando metanol como blanco. El porcentaje de

inhibicion del radical se calculé mediante la siguiente ecuacion.

Inhibicion(%) = (£2entroltimestra) 4 100 ... (Ec. 6)

AbSmuestra

3.2.21 Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de las propiedades se aplicO6 un disefio
completamente al azar (DCA), todos los experimentos se realizaron por triplicado
para identificar las diferencias estadisticas. Los resultados se sometieron a un
analisis de varianza (ANOVA) con una confiabilidad del 95 %, al igual que una

comparacion de medias con el estadistico de prueba Tukey (a < 0.05).

3.3. Resultados y discusion

3.3.1 Analisis quimico proximal

La composicion quimica proximal de HSC y HTM en base seca se muestran en
el cuadro 1. Las harinas de semillas pueden ser utilizadas como ingredientes con
gran potencial debido a sus componentes (Karaka et al., 2014). Dimitry et al.
(2022) reportaron para C. maxima un contenido de cenizas de 4.02 %, mientras
gue para C. mostacha fue de 3.68 %, estos valores son menores a lo obtenido
en esta investigacion con un 7.14 % de cenizas para HSC. Las proteinas y lipidos
(extracto etéreo), son los componentes principales y mas importantes de las
semillas; Rezig et al. (2013) obtuvieron un 43.1 % de proteina cruda para la
variedad de C. maxima. El contenido de proteinas en la semilla de melon amargo
es de 43.5 % (Horax et al., 2010); mientras que Vinayashree & Vasu (2021)
reportaron un 35.18 % para proteina cruda y para lipidos un 33.48 % en la
variedad C. moschata. En la variedad C. maxima el porcentaje de lipidos fue de
58.68 % (Dimitry et al., 2022). Para la variedad C. argyrosperma se encontré un
40.03 % que se encuentra dentro de los valores mencionados anteriormente.

Para fibra y extracto libre de nitrdgeno se obtuvieron valores inferiores a los
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reportados para la variedad C. maxima 2.18 y 8.24 % respectivamente; C.

moschata presento un 2.93 y un 7.81 % (Dimitry et al., 2022).

Las variaciones encontradas para HSC en cada pardmetro y las de los resultados
reportados por los distintos autores pueden deberse al tipo de suelo, clima y
variedad. Al igual debido a su alto contenido en proteina las semillas de calabaza
variedad C. argyrosperma las hacen una buena fuente de proteinas vegetales
extraibles (Vinayashree & Vasu, 2021)

Cuadro 1. Andlisis quimico proximal de las harinas de semilla de calabaza (HSC)
y toronjil morado (HTM)

% (Base seca)

Parametros HSC HTM
Cenizas (C) 7.14 +£0.01 10.44 +£0.05
Proteina Cruda (PC) 40.03 £ 0.50 27.37 £0.01
Extracto Etéreo (EE) 50.20 + 0.05 5.65+0.24
Fibra Cruda (FC) 1.71£0.03 10.92 £ 0.48
Extracto libre de nitrdgeno (ELN) 0.92 + 0.04 45.62 + 0.05

Parala HTM, Wu & Wang (2001) reporta un 12.03 % de cenizas para M. officinalis
y para C. citratus un 8.84 %, esto es similar a lo obtenido en esta investigacion y
se encuentra en el rango de porcentaje de cenizas para plantas medicinales
segun la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SSA1-2015 que establece un 10 %
maximo. Para la proteina cruda y extracto etéreo (Wu & Wang, 2001) reportan un
30.41 y 3.08 % respectivamente, estos valores son similares a los obtenidos en
esta investigacion. Para carbohidratos este mismo autor reporto un 64.80 % que
es mayor a lo obtenido con un 45.62 %, estas diferencias pueden deberse a las
condiciones del cultivo, condiciones climaticas, madurez de la planta y su

procesamiento posterior.

3.3.2 Solubilidad de las proteinas en funcién del pH
La solubilidad de las proteinas es una propiedad funcional de suma importancia,

para la solubilidad de la semilla de calabaza en funcion del pH se muestra en la

49



Figura 15, donde el valor mas bajo se presentd en 4.2, es decir el punto
isoeléctrico con un 8.02 £ 0.01 %, la solubilidad aumento en pH superiores a 5,
la mayor solubilidad fue a pH 9 (77.65 £ 1.2 %). Vinayashree & Vasu (2021)
reportan valores similares para la proteina de semilla de calabaza de la variedad
Cucurbita mostacha, con una solubilidad minima entre pH 4-5 y la mayor
solubilidad a pH 12, al igual mencionan que la proteina de semilla de calabaza
es comparable con la proteina de aislado de soya con un 80.34 % de solubilidad
a pH 12. Para la proteina de guisantes y trigo se reportd una solubilidad baja en

pH 4-6 y 6-7 respectivamente, es decir en el punto isoeléctrico (Zhao et al., 2020).

Los valores obtenidos coinciden con los autores mencionados anteriormente, una
mayor solubilidad se puede asociar a un bajo nimero de residuos hidrofébicos,
hidratacion i6nica a un pH ya sea mayor o menor al punto isoeléctrico y una

mayor carga.

Solubilidad (%)
a1
o
HH

0 2 4 6 8 10 12
pH

Figura 15. Solubilidad de la proteina de harina de semilla de
calabaza en funcion del pH

3.3.3 Potencial zeta ()
El potencial zeta (¢) se emplea para determinar el pH en el cual una molécula,

como una proteina o una molécula coloidal tiene una carga neta igual a cero
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(punto isoeléctrico), es decir, donde el nUmero de cargas positivas es igual al

namero de cargas negativas (Lopez et al., 2018).

30

20 -

10 4

pH de 4.2
0

-10 -

-20 A

POTENCIAL ZETA (mV)

-30 A

pH

Figura 16. Potencial zeta del aislado de proteina de semilla de
calabaza en funcion del pH

La variacion del potencial { del APSC con el pH se presenta en la (Fig. 16), en la
gue se puede observar una carga neta cero en un valor de pH de 4.2, siendo este
el punto isoeléctrico, lo que da que las proteinas precipiten por las fuerzas de
atraccion de Van der Waals y presentan el menor porcentaje de solubilidad. El
potencial ¢ cambio +25 + 0.5 mV a un pH de 2 y -30 0.02 mV en un pH de 7
aproximadamente. En valores por debajo del punto isoeléctrico indican un
aumento de las cargas negativas, es decir la ionizacion de los grupos carboxilicos
(-COOH) para dar carboxilatos (-COO"). Por otra parte, para dar valores positivos
se debe dar una protonacion de grupos amino (-NH2) para dar grupos de amonio
(-NHs*). Bucko et al. (2016) reportaron para la semilla de calabaza variedad
Cucurbita pepo un punto isoeléctrico entre pH 4 y pH 5, similar a lo obtenido en

esta investigacion.

3.3.4 Digestibilidad relativa in vitro
Una herramienta 0til para evaluar su composicién y biodisponibilidad de los

aminoacidos asi como la calidad nutricional de una proteina alimentaria es la
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digestibilidad in vitro de proteinas (Sa et al., 2019). En este trabajo se revel6 una
digestibilidad relativa in vitro de 82.1 = 0.5 % para el APSC, este resultado es
mayor a la obtenido con otras investigaciones, como lo reportado por Venuste et
al. (2013) en harina de semilla de calabaza, donde el valor obtenido oscilo en un
71.3 %; pero fue inferior a lo reportado por Sa et al. (2019) con un 85 % para
Cucurbita. EI-Adawy & Taha (2001b) obtuvieron una digestibilidad de proteinas
in vitro de 90.0 % en la semilla de calabaza, seguida de un 87.91 % para la harina
de semilla de sandia y un 72.7 % para la harina de semillas de pimenton. Al igual
los resultados coinciden con la proteina de quinoa que se encontraron entre un
75.3 % y un 84 % (Repo-Carrasco-Valencia & Serna, 2011) y un 78.37 + 1.08 %
en el aislado de proteina de quinoa (El.Sohaimy et al., 2015).

El resultado obtenido muestra el potencial de la semilla de calabaza como una

fuente alterna de proteina para el consumo humano por su facil digestion.

3.3.5 Propiedad emulsionante

La propiedad emulsionante incluye a la actividad emulsionante y a la estabilidad
de la emulsion. La propiedad emulsionante se refiere a la capacidad de una
sustancia para estabilizar a una emulsion, es decir, la capacidad de la proteina
para formar la emulsion, mientras que la estabilidad de la emulsion es su
capacidad para mantenerse uniforme sin separarse, que cada gota permanezca
dispersa, sin flocularse, fusionarse o forme crema. Estas propiedades pueden ser
afectadas por el pH, temperatura, hidrofobicidad y cargas (Vinayashree & Vasu,
2021b). Para la actividad emulsionante y estabilidad de la emulsion de APSC se
obtuvieron valores de 0.873 + 0.02 y 21.75 + 0.05 %, respectivamente; en
trabajos anteriores se ha reportado una actividad emulsionante de 0.930 + 0.015
y una estabilidad emulsionante de 23.65 * 3.15 para el aislado de C. mostacha,
mientras que para la proteina de soya presento una actividad emulsionante de
0.990 £ 0.001 y una estabilidad del 27.41 + 1.17 (Vinayashree & Vasu, 2021b).,

los valores obtenidos son mayores a los de la semilla de melon amargo con una
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actividad del 0.360 + 0.02 y una estabilidad del 63.6 + 8.3 (Horax et al., 2011). El

APSC es una proteina viable y funcional para el uso alimentario.

3.3.6 Grado de hidrélisis (GH)

El APSC fue sometido a una hidrdlisis enzimatica con Alcalasa® la cual es una
proteasa serina que mejora las propiedades funcionales y nutricionales de las
proteinas, ya que tiene la capacidad de hidrolizar enlaces peptidicos en
condiciones alcalinas (Hamada, 2000). La hidrélisis de APSC por Alcalasa® se
realiz6 a tres concentraciones de enzima (2 , 4y 8 %) y se controlé por 60 min
(Fig. 17). En todas las concentraciones de enzima los valores de GH
incrementaron con respecto al tiempo de reaccion. Los valores mas altos de
grado de hidrdlisis oscilaron entre 7.35 £ 0.01 % y 7.15 + 0.02 % para la
concentracion de enzima de 4 y 8 %; con la excepcion de la enzima al 2 % que
fue del 1.08 + 0.01 %. Adjonu et al. (2013) reportaron un 11.8 + 0.2% vy 14.1 £ 1.7
% con las enzimas pepsina Yy tripsina respectivamente para proteina de suero.
Para hidrolizados con aislado de proteina de canola Cumby et al. (2008),
mencionan un 6.33 % de grado de hidrdlisis con la enzima Flavourzyme y un 20.6
% con la enzima Alcalasa®. Por otro lado, Vastag et al. (2011) reportan un 19 %
de hidrolisis al min 60 para el aislado proteico de semilla de calabaza. Estos
valores son superiores a los reportados en esta investigacion, esto puede
deberse a que normalmente, las enzimas pueden hidrolizar en distintos grados
por su especificidad enzima-péptido, es decir su actuar en los distintos puntos de

la cadena polipeptidica.
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Figura 17. Grado de hidrdlisis con la enzima Alcalasa® en distintas
concentraciones en proteinas de semilla de calabaza a distintos tiempos,
durante 60 min.

3.3.7 Electroforesis

Los perfiles SDS-PAGE de los péptidos de aislado de proteina de semilla de
calabaza se muestran en la Figura 18, tratados con la enzima Alcalasa®. Se
determind la distribucion de los pesos moleculares de la muestra sin hidrolizar
(TO) y posteriormente en los hidrolizados enzimaticos a los tiempos 5, 10, 20, 30,
40 y 60 min.

Las bandas de mayor intensidad corresponden a pesos moleculares estimados
alrededor de 37 kDa seguidas de 20 kDa y 15 kDa. Con respecto al tiempo de
hidrolisis, se observé mayor intensidad en las bandas a los tiempos cero, cinco y
cuarenta minutos. Al tiempo cero se conservan las proteinas con su estructura
nativa, a los cinco minutos no se observan cambios en la distribucion de los pesos
moleculares, mientras que para el tiempo 10, 20 y 30 se observa una disminucién
gradual en la intensidad, debido al proceso de hidrdlisis enzimatica. Para el
minuto 40 de hidrolisis, las bandas oscilaron de 36 kDa y de 15 a 20 kDa. En el
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tiempo 60 minutos, las bandas de mayor intensidad se ubicaron en el rango entre
15y 20 kDa.
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Figura 18. Distribucién de pesos moleculares de los hidrolizados de
semilla de calabaza al 2 % con la enzima Alcalasa® de 0 min a 60 min.

El trabajo reportado por Fang et al. (2012) donde analizan la distribucion de
proteinas de las semillas de calabaza (Cucurbita sp) asocian la banda observada
a 15 kDa a la albumina 2S. Nielson (1990) menciona que para la soya (Glycine
max) las bandas proteicas observadas a 20 kDa corresponden a subunidades
basicas de glicinina (globulina 11S); mientras que Kim et al. (2010) asocian la
banda observada a 37 kDa a dos subunidades acidas de esta misma proteina de
almacenamiento. Con respecto a las bandas observadas en el tiempo cero, el
cual es previo a la hidrélisis y de acuerdo con los autores mencionados
anteriormente, se puede atribuir que los péptidos que se van generando
provienen principalmente de estas proteinas, ya que son las de mayor

concentracion.
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3.3.8 Formacion de complejos

En la Figura 19 se muestra el potencial ¢ para las soluciones de APSC, HiSC y
Pc. Las proteinas estan compuestas por aminoacidos lo que permite tengan
cargas positivas y negativas. Los valores positivos del potencial  se deben a la
protonacion de moléculas amino (-NH2) que dan lugar a los grupos amonio (-
NH*), mientras que para los valores negativos son por la ionizacién de las
moléculas de &cido carboxilico (COOH) a grupos carboxilato (-COO"). El punto
isoeléctrico corresponde a la carga cero de las proteinas, en el caso del APSC y
el HISC, es 4.2 y 3.1 respectivamente. Para la solucion de Pc, los valores
obtenidos tuvieron carga negativa neta que oscilo entre -1.19 + 0.1 mV y -46.37
+ 0.1 mV. La pectina es un biopolimero aniénico y como consecuencia de sus
valores bajos de pKa de grupos carboxilo (Jones et al., 2009). Para la formacion
de complejos solubles se necesitan interacciones electrostaticas débiles entre
ambos polimeros (APSC:Pc y HiSC:Pc) y debe estar por encima del punto
isoeléctrico. En el caso del complejo APSC:Pc se seleccionoé el pH de 4.9 y para
HiSC:Pc un pH de 3.9.
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Figura 19. Variacion de potencial zeta de las dispersiones de aislado de
proteina de semilla de calabaza (APSC), hidrolizado de semilla de calabaza
(HSC) y pectina citrica (Pc)
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Aligual se establecio la relacion de biopolimeros APSC:Pcy HiSC:Pc para formar
los complejos solubles, los cuales fueron en una relacion 5:1 a 1:5. En la Figura
21 se muestra la absorbancia del sobrenadante de los complejos de APSC:Pc,
la absorbancia mas alta de complejo soluble fue en una relacién 3:1, mientras
gue para HiSC:Pc la absorbancia mas alta se presento en 1:3 (Fig. 22). Con base
en esto para la formacién de complejos se seleccioné para APSC:Pc un pH de

4.9 y una relacion 3:1y para el HiISC:Pc un pH de 3.9 y relacion 1:3.
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Figura 20.Relacion de biopolimeros de aisladode proteina de
semilla de calabaza (APSC) y pectina citrica (Pc)
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Figura 22. Relacion de biopolimeros de hidrolizado de semilla de
calabaza (HiSC) y pectina citrica (Pc)

3.3.9 Tamafio de gota

En el cuadro 2 se pueden observar los tamafos de gotas de aceite de las
emulsiones tanto para APSC:Pc y HiSC:Pc, se presentd diferencia estadistica
significativa (p < 0.05). El tamafio de particula del area superficial (dsz2) es
afectado por el emulsificante utilizado, especificamente a sus propiedades
sensoriales y fisicoquimicas (McClements, 2009), siguiendo esto el APSC:Pc
demuestra ser mas efectivo que el HISC como emulsionante para estabilizar las

emulsiones con un 1.68 um. ds2ya que presentaron las gotas mas pequenas.

Tener distribuciones de tamarfio estrechas de gotas de emulsion, por un diametro
de medio volumétrico (ds3) pequefio, reflejara una estabilidad mayor y asi
coadyubara a prevenir la coalescencia promoviendo la estabilidad interfacial y su
capacidad para que se forme la emulsién (Li et al., 2023). Los valores de diametro
de medio volumétrico (da,;3) para el APSC:Pc fue de 2.181 + 0.07 um, mientras
que para el HiISC:Pc fue de 4.104 = 0.03 um por lo tanto las emulsiones

estabilizadas con APSC:Pc presentaron un mejor tamafo de gota, estabilidad y
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comportamiento de agregacion que las emulsiones estabilizadas por HiSC, lo

mencionado se puede observar de manera visual en la Figura 23.

Cuadro 2. Tamafio de gota de aceite en las emulsiones de APSC:Pc e HiSC:Pc

d 32 (um) da3 (Um)
APSC:Pc 1.68+0.01° 2.181 +£0.07 2
HiSA:Pc 2.64+0.01° 4.104 +£0.03°

Los datos son medias + desviacion estandar
Diferentes superindices en una misma columna indican diferencia significativa (p < 0.05).

3.3.10 Microscopia 6ptica

Las emulsiones se analizaron en un microscopio o6ptico. En la Figura 23 se
muestran las micrografias Opticas de las emulsiones O/W estabilizadas con
APSC:Pc e HIiSC:Pc, en las cuales se muestran las gotas formadas con un
contorno definido y esférico. En ambos casos las gotas conservaron su
individualidad y no se observan gotas demasiado grandes, pero si de distintos
tamafos pequefios, sin embargo, no se mostré una mayor agregacion en las

gotas.

Al igual se puede apreciar que las gotas de menor tamafio son para la emulsion
estabilizada con APSC:Pc (Fig. 23a) esto complementa visualmente la
informacion obtenida con el tamafio de particula. Mientras que para HiSC:Pc (Fig.

23b) se pueden observar tamafio de gota mas grande.
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Las emulsiones O/W confirmaron la formacion de una emulsién O/W simple que
consiste en pequefas gotas esféricas de aceite dispersas individualmente en la
fase acuosa continua. De estas observaciones se puede concluir que el proceso
de emulsificacion fue suficiente y los biopolimeros que se involucraron, asi como
el trabajo mecanico durante la homogeneizacion intervinieron efectivamente en

el desarrollo de la emulsion.

Figura 23. Micrografias 6pticas de las emulsiones O/W preparadas con
diferentes relacion de biopolimeros a) APSC:Pc b) HiSC:Pc a un dia
después de su almacenamiento

3.3.11 Reologia

3.3.11.1 Propiedades de flujo

Las curvas de flujo permiten conocer la estabilidad de una emulsion, al igual que
un producto forme crema y su vida util se relaciona con la viscosidad de la
emulsion. Tanto APSC:Pc e HiSC:Pc mostraron buenas propiedades
emulsificantes, en la Fig. 24 se muestran los valores obtenidos de viscosidad
aparente versus la velocidad de corte para las emulsiones O/W en funcion de la
tasa de corte. Previamente se realizaron combinaciones de mezcla de polimeros
hasta encontrar la relacion adecuada para las condiciones de viscosidad y
estabilidad.
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Se presentaron curvas de flujo tipicas (Fig. 24), donde las dos emulsiones
mostraron un comportamiento newtoniano a velocidades de corte bajas,
conforme la velocidad de corte aumento se presento un comportamiento de
adelgazamiento. Para la emulsion de HiSC:Pc mostro un adelgazamiento por
cizallamiento mas débil, mientras que para APSC:Pc mostro el adelgazamiento
por cizallamiento mas fuerte. Segun Kim et al. (2006) cuando la viscosidad
aparente de materiales pseudoplasticos aumenta, la tasa de corte igual. La
viscosidad aparente alta en las dos emulsiones indica presencia de cargas
negativas es lo que estabiliza a las emulsiones por la repulsion electrostatica, al
igual con la formacion de complejos se presentan puentes de hidrogeno el cual

es otro factor que aumenta la viscosidad (Liu et al., 2018).

@ APSC:Pc
@ HisC:Pc

Figura 24. Comportamiento de la viscosidad aparente de emulsiones O/W en
funcion de la tasa de corte

APSC:Pc: emulsion con mezcla de concentrado de aislado de proteina de semilla de
calabaza-pectina citrica; HiPS:Pc: Hidrolizado de semilla de calabaza-Pectina citrica.

A partir de los datos experimentales estos fueron ajustados a diversos modelos
matematicos y el que mejor se ajusto fue el de Carreau. En el modelo de Carreau,
se obtienen los parametros reoldgicos n, A y no, al igual que la R? (91.07). En el

cuadro 3 se presentan los parametros reologicos del modelo Carreau en el
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comportamiento de la viscosidad de las emulsiones. Ambas emulsiones

presentaron diferencia estadistica significativa (p < 0.05).

Cuadro 3. Parametros reolégicos del modelo Carreau en el comportamiento de
la viscosidad de las emulsiones

_ n A
Tratamiento
(s)
APSC:Pc 0.329+0.00 2 88.048 + 0.00 2
HiSC:Pc 0.319+£0.00 2 70.80 £ 0.00°

Los datos son medias + desviacion estandar

n es el indice de comportamiento de flujo, A es un tiempo constante relacionada con el
tiempo de relajacion de las emulsiones.

Diferentes superindices en una misma columna indican diferencia significativa (p<0.05)

Los valores mas altos fueron para APSC:Pc eso implica que las relaciones
intermoleculares fueron mayores, por lo tanto, interaccién entre los complejos de
biopolimeros son mas fuertes. En A APSC:Pc en comparacién con HiSC:Pc que

es el valor mas bajo indica un mayor tiempo para que su estructura se recupere.

Mientras que para n se relaciona el indice de comportamiento de flujo, sin =1 se
presenta un comportamiento newtoniano, n < 1 se presenta un comportamiento
de adelgazamiento al corte y al contrario si n > 1 hay un comportamiento de
espesamiento (Ibanoglu, 2009). En ambos casos las emulsiones presentaron
valores menores a 1 lo que indica que tienen un comportamiento de
adelgazamiento al corte y esto se puede observar en las curvas de flujo (Fig. 20)

las cuales no son lineales y presentan un comportamiento no Newtoniano.

3.3.11.2 Propiedades viscoelasticas

Las pruebas viscoelasticas u oscilatorias sirven para definir cambios en la
estructura cuando se aplican pequefios esfuerzos es decir son pruebas
oscilatorias de baja amplitud, es decir, los esfuerzos aplicados son muy
pequefios. Los parametros obtenidos son G" y G donde G” es el médulo de

almacenamiento, los valores de G” en las emulsiones representan una medida
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de la naturaleza elastica. G** es el modulo de perdida y representa la naturaleza

viscosa (Lobato-Calleros et al., 2006)

En la Figura 25, se presentan las variaciones de G” y el médulo de perdida de las
emulsiones del APSC:Pc e HiSC:Pc. En el eje de las “X” se encuentra la
frecuencia (Hz) de las emulsiones evaluadas y en el eje de las “y” son los modulos
de G’y G”". En ambas emulsiones se presenté una dependencia en la frecuencia,
con un incremento conforme la frecuencia aumentaba, pero si se observaron
diferencias en el comportamiento de G y G™” en el rango de frecuencia estudiado.
Para las muestras APSC:Pc e HiSC:Pc presentaron un comportamiento de
sistema viscoelastico sélido, dado que G” > G™* en todo el rango de frecuencia
estudiado, Lopez-Monterrubio et al. (2021) mencionan que los valores de G' mas
altos que los valores de G" en deformaciones relativamente bajas (<10%),
establecen un comportamiento viscoelastico predominantemente solido o

elastico.
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Figura 25. Variacién de los modulos de almacenamiento (G") y de pérdida
(G™) en emulsiones APSC:Pc E Hisc:pC
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3.3.12 Actividad antioxidante
Actividad antioxidante por % de inhibicion de DPPHy ABTS

Se determino la actividad antioxidante por los radicales DPPH y ABTS en los
hidrolizados de semilla de calabaza del tiempo 0 al min 60. Los minutos 20, 30,

40 y 60 no mostraron diferencia estadistica significativa (Fig. 26).

Al igual se puede observar un incremento en el porcentaje de actividad
antioxidante con forme el tiempo de grado de hidrélisis transcurria, esto se puede
deber a que los péptidos bioactivos surgen a mayor tiempo hidrolisis enzimatica,
en este caso como solo fue una hidrdlisis de 60 minutos, el porcentaje de
actividad antioxidante oscilo entre 24.11 + 0.2 % y 25.77 £ 0.3 %, siendo este
altimo el valor mas alto, seguido del min 40 con un 25.45 + 0.2 %. Para el radical
ABTS (Fig. 27) los mismos tiempos si muestran diferencia estadistica
significativa, siendo el min 30 los que mostraron los valores més altos de actividad

antioxidante.
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Figura 26.Actividad antioxidante por % de inhibicion del radical DPPH para
hidrolizados de tiempo cero al minuto 60

Chen et al. (2024) mencionan que para hidrolizados de granos de destileria de
cebada presentaron un 47.17 % de DPPH y para ABTS un 30.23 %. Con un

proceso optimizado del hidrolizado de proteinas a partir de residuos de harina de
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semillas de uva desgrasados mostré que la solucion de enzimdlisis preparada
con proteasa alcalina tuvo los mejores resultados (Cejudo-Bastante et al., 2022),
con esto se puede inferir que los hidrolizados presentan actividad antioxidante y

conforme la hidrdélisis avance estos aumentaran su actividad biologica.
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Figura 27. Actividad antioxidante por % de inhibicion del radical ABTS para
hidrolizados de tiempo cero al minuto 60

Diferentes letras indican diferencia significativa (p < 0.05)

Para la actividad antioxidante con los radicales DPPH y ABTS los extractos de
toronjil morado, hidrolizados al minuto 40 y las emulsiones preparadas con
APSC:Pc e HiSC:Pc se presentan en la Figura 28. Tanto para los radicales DPPH
y ABTS los extractos y los HiSC:Pc no presentan diferencia estadistica
significativa (p < 0.05) mientras que el tratamiento APSC:Pc mostro una ligera

disminucién en el porcentaje de inhibicion de los radicales.

Los extractos de toronjil morado presentaron valores para DPPH y ABTS de
73.31 £ 0.57 % y 85.44 = 0.16 %, respectivamente, Lin et al. (2012) reportaron
valores inferiores con una inhibicion de 78.45 % del radical DPPH y 86.23 % para
ABTS. Estas diferencias se pueden atribuir al efecto del secado por conveccion

sobre los compuestos antioxidantes.

En las emulsiones de HiSC:Pc donde se encapsulé el extracto de toronijil se tuvo

un 75.23 % esto puede deberse a que los hidrolizados también presentaron
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actividad antioxidante y al realizar las emulsiones este aumento. En cambio para
las emulsiones con APSC:Pc hubo una ligera disminucion del porcentaje de

inhibiciéon a 72.27 %.

En el caso del radical ABTS se obtuvieron valores mas altos de porcentaje de
inhibicion, para los extractos un 86.23 %y para el HISC:Pc un 87.23, al igual para

las emulsiones estabilizadas con APSC:Pc se tuvo una perdida 84.36 %.
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Figura 28. a) Actividad antioxidante por % de inhibicion del radical DPPH
para extractos, HISC, APSC:Pc HiSC:Pc b) Actividad antioxidante por % de
inhibicion del radical ABTS para extractos, HiISC, APSC:Pc HiSC:Pc

Diferentes letras indican diferencia significativa (p < 0.05).
Para emulsiones donde encapsularon (-caroteno Lopez-Monterrubio et al.,

(2021) mencionan un 80.39 y 84.33 % de DPPH estos valores son similares a los

obtenidos en esta investigacion.
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3.4CONCLUSIONES

El aislado de proteina de semilla de calabaza (APSC) obtenido present6 un punto
isoeléctrico de 4.2, mientras los valores de actividad emulsionante y estabilidad
de la emulsion fueron de 0.873 y 23.65 %, respectivamente. La digestibilidad in
vitro del aislado de semilla de calabaza fue de 82.1 % lo que la hace viable para
el consumo humano. Con respecto al proceso de hidrdlisis enzimatica con la
enzima Alcalasa®, se determiné que al minuto 40 fue el indicado y asi los péptidos
obtenidos se encuentren en un rango de peso molecular de 10-30 kDa, los
péptidos fueron empleados en la siguiente fase experimental, que consistio en el
disefio y preparacién de emulsiones.

Las emulsiones se prepararon con complejos de aislado de proteina de semilla
de calabaza junto a pectina citrica en una relacion 3:1 a pH 4.9 e hidrolizado de
semilla de calabaza y pectina citrica relacion 1:3 a pH 3.9. Las emulsiones
elaboradas a partir de aislado de proteina de semilla de calabaza presentaron el
mejor tamafio de particula al igual que las propiedades de flujo lo que demuestra
gue son un buen emulsificante al combinarse con la pectina citrica. Por otro lado,
las emulsiones de hidrolizados de semilla de calabaza presentaron los mejores
porcentajes de actividad antioxidante al proteger a los extractos de toronijil
morado adicionado con los antioxidantes presentes en los hidrolizados.
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