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RESUMEN

Laboratorio Integral de Investigacion en La aplicacion de ultrasonido de alta intensidad (HIU) a proteinas
Alimentos, Tecnolégico Nacional de México/ vegetales mejora la tecno-funcionalidad y actividad antioxidante. Por
Instituto Tecnologico de Tepic, Av. Tecnologico ello, esta investigacion examiné el impacto del HIU a diferentes niveles
#2595, Col. Lagos del Country, 63175, Tepic, de potencia (600, 840 y 1080 W) y duraciones (10, 15 y 20 min) sobre

Nayarit, México. la composicion de aminoéacidos, hidrosolubilidad, formacién de espuma,
emulsificacion y capacidad antioxidante de la proteina de la semilla de
Coccoloba uvifera (CUSP). En comparacién con el control (proteina no
tratada), la CUSP sometida a HIU presenté mayores niveles de acido
glutamico, acido aspartico, prolina, glicina y serina. La hidrosolubilidad de
las muestras tratadas con HIU mejoré significativamente en un rango de
79.90 a 87.53 %. El tratamiento con HIU a 600 W durante 10 min mejoré
las propiedades espumantes, mientras que la exposiciéon a 600 y 1080 W
durante 15 min mejoro las propiedades emulsionantes. En comparacion
con el control (52.12 + 1.85 %), el tratamiento de 840 W durante 15 min
mostré alta propiedad antioxidante (96.82 + 0.16 %). La aplicacion de
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Modificacién de proteinas vegetales. / Modification of plant proteins.

ABSTRACT

Applying high-intensity ultrasound (HIU) to plant proteins improves the techno-functionality
and antioxidant activity. Then, this research examined the impact of HIU at different power levels
(600, 840, and 1080 W) and durations (10, 15, and 20 min) on the amino acid composition,
hydrosolubility, foaming, emulsification, and antioxidant capacity of Coccoloba uvifera seed
protein (CUSP). Compared with the control (untreated protein), CUSP subjected to HIU presented
increased levels of glutamic acid, aspartic acid, proline, glycine, and serine. The hydrosolubility of
samples treated with HIU significantly improved, ranging from 79.90 to 87.53 %. Treatment with
HIU at 600 W for 10 min enhanced the foaming properties, while exposing CUSP to HIU at 600
and 1080 W for 15 min improved the emulsifying properties. Compared with the control (52.12 +
1.85 %), the 840 W treatment for 15 min enhanced the antioxidant properties (96.82 + 0.16 %).
The application of HIU in CUSP enhanced the functionality. However, the degree of improvement
depends on the HIU level and the treatment duration. This study demonstrated the feasibility of
employing HIU to increase the functional attributes of plant proteins for potential utilization in
food products.

KEY WORDS: Plant protein, Protein modification, Particle size distribution, Emulsions,
Techno-functional properties.

Introduccién

La industria alimentaria depende principalmente de proteinas de origen animal. Sin
embargo, el aumento de la poblacion mundial ha generado un aumento en la demanda de estas
proteinas, lo que ha causado dafios ambientales considerables, incluyendo emisiones de gases
de efecto invernadero y pérdida de biodiversidad. Por lo tanto, es esencial explorar fuentes
de proteinas alternativas, derivadas de semillas de frutos, ya que ofrecen opciones proteicas
prometedoras (Yu et al.,, 2021). Coccoloba uvifera L., comunmente conocida como uva de
playa, es un arbol originario de América tropical y el Caribe, que crece principalmente en zonas
arbustivas a lo largo de las costas del Atlantico y el Pacifico de México (Collantes-Chavez-Costa
et al., 2019). Esta especie se ha utilizado en la medicina tradicional mexicana desde hace mucho
tiempo. Recientemente, ha aumentado el interés por C. uvifera, ya que las investigaciones han
demostrado que su fruto contiene compuestos con una importante actividad antioxidante. Las
semillas de C. uvifera representan entre el 80—85 % del peso del fruto y contienen una cantidad
significativa de carbohidratos y una fraccion proteica viable para la extraccion (Segura-Campos et
al., 2015). El potencial de las semillas de C. uvifera como fuente de proteinas para aplicaciones
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en la industria alimentaria aun no se ha explorado, lo que resalta la necesidad de realizar
mas investigaciones.

Las proteinas vegetales extraidas mediante métodos convencionales presentan
estructuras compactas y propiedades funcionales limitadas, lo que requiere una modificacion
estructural. El ultrasonido de alta intensidad (HIU, 10—1000 W/cm? o0 20-100 kHz) se ha utilizado
para la modificacion de proteinas porque genera un mayor rendimiento, mejora la calidad de
los alimentos procesados, es facil de usar y ambientalmente sostenible (Flores-Jiménez
et al., 2023). El ultrasonido altera las proteinas debido a la cavitacion, que incluye ondas de
choque, microcorrientes, microjets, turbulencia, fuerzas de cizallamiento y temperaturas y
presiones elevadas. Estos efectos modifican los materiales alimentarios al romper interacciones
intermoleculares como enlaces de hidrogeno, fuerzas electrostaticas, puentes disulfuro, fuerzas
de van der Waals e interacciones hidrofébicas (Flores-Jiménez et al., 2023; Xue et al., 2018).

Investigaciones previas han demostrado que el tratamiento con HIU puede reducir el tamafio
de particula de las moléculas de proteina, alterar los perfiles de aminoacidos, las propiedades
térmicas/reoldgicas, mejorar la hidrosolubilidad y la hidrofobicidad superficial de varias proteinas
vegetales, como las de las habas (Adal, 2024), la papa (Zhao et al., 2022) y el mijo (Nazari et al.,
2018). Estas modificaciones mejoran la retencion de agua y aceite, la formacién de espuma, la
gelificacion y la emulsificacion al alterar las estructuras secundarias y terciarias de las proteinas.
Sin embargo, hasta donde sabemos, ningun estudio se ha centrado en la extraccién de proteinas
de las semillas de C. uvifera para demostrar su uso potencial en la industria alimentaria. Por lo
tanto, esta investigacion tiene como objetivo extraer proteina de las semillas de C. uvifera (CUSP),
seguido de la aplicacion de ultrasonidos de alta intensidad para evaluar sus efectos sobre el perfil
de aminoacidos, las propiedades tecnofuncionales y la capacidad antioxidante. Esta investigacion
podria tener un impacto significativo, ya que puede producir CUSP con propiedades tecnolégicas
aceptables. La extraccion de antioxidantes y proteinas de C. uvifera tiene el potencial de fomentar
la expansién de las practicas de cultivo y resaltar la importancia de la flora de dunas costeras
para una variedad de aplicaciones en los sectores alimentario y farmacéutico. Esta iniciativa esta
destinada a promover el desarrollo agricola, apoyando asi el crecimiento econémico de la region
de donde es originaria la fruta.

Material y Métodos
Reactivos quimicos

N-terc-butildimetilsilil-N-metiltrifluoroacetamida (MTBSTFA, >97 %), persulfato de potasio,
acetonitrilo (grado HPLC, >99.8 %), acido 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS*),
albumina de suero bovino (BSA), dodecil sulfato de sodio (SDS), L-Norleucina y reactivo de
Bradford, se adquirieron de Sigma—Aldrich (St. Louis, MO, USA). El hidréxido de sodio (NaOH) y
el acido clorhidrico (HCI) se adquirieron de Jalmek (Nuevo Ledn, México).
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Material vegetal

Los frutos de C. uvifera se recolectaron en la region costera de Tecolutla, Veracruz, México
(20° 23"17" N 97° 01'31" O) durante los meses de septiembre a octubre de 2023. Las semillas
se extrajeron del fruto y se sometieron a un proceso de secado de 24 h a 60 °C en un horno
de convecciéon (Novatech HS60-AID, Tlaquepaque, Jalisco, México). Las semillas se molieron
para obtener harina de semilla de C. uvifera (CUSF). La CUSF se sell6 al vacio y se almacené a
temperatura ambiente para asegurar su conservacion y calidad hasta su uso. La CUSF presenté
un contenido de proteina de 11.54 + 0.50 %.

Extracciéon de concentrado de proteina de semilla de C. uvifera (CUSP)

La CUSP se preparé mediante solubilizacién alcalina y precipitacion isoeléctrica asistida
por ultrasonido. Se colocé harina de hoja (30 g) en un vaso de precipitados de 1 L con 563 mL
de agua destilada y 188 mL de una solucién de NaOH 0.2 M. La mezcla se agité en una placa de
agitacion magnética durante 10 min y se sometio a extraccion asistida por ultrasonidos utilizando
un bafo ultrasoénico digital (modelo CD-4820, Guangdong, CHN) operando a 42 kHz durante 20
min. La mezcla se centrifugd (Sorvall X Pro serial, Thermo Scientific™, Waltham, MA) a 4,000
rpm durante 20 min a 25 °C. A continuacion, se recupero el sobrenadante, se ajusté el pH a 4.0
(HCI 1 M) y se precipitd la mezcla durante 24 h. El precipitado resultante se obtuvo mediante
centrifugacién a 4000 rpm durante 15 min (25 °C) (Vera-Salgado et al., 2022). La CUSP resultante
se liofilizé y almacend a 4 °C para su posterior analisis. El contenido proteico de la CUSP se
determiné mediante el método 920.87 (AOAC, 1990).

Tratamiento de ultrasonidos de alta intensidad

Soluciones de CUSP al 5 % (p/v) en agua destilada se agitaron durante 10 min para
su homogeneizacion. Se utilizé un homogeneizador ultrasénico (Hanchen Integrated Ultrasonic
Homogeniser Sonicator) con una sonda de titanio de 0.636 cm de diametro para sonicar 50 mL
de las dispersiones de CUSP en vasos de precipitados de 100 mL, los cuales se colocaron en un
bafio de agua (22-25 °C). Las dispersiones de proteinas se trataron a 20 kHz a diferentes niveles
de potencia (0, 600, 840 y 1080 W) durante 10, 15y 20 min. Las muestras tratadas con HIU se
centrifugaron a 4,000 rpm durante 20 min a 25 °C. El sobrenadante recuperado se liofilizé y se
conservo para su posterior analisis.

Perfil de aminoacidos de la CUSP tratada y no tratadas con HIU

El método descrito por Brion-Espinoza et al. (2021) se utilizé para la hidrdlisis acida de
las muestras y su posterior analisis por GC-MS. En resumen, se realizé la hidrdlisis acida en
las muestras de CUSP (tratada y no tratada con HIU) utilizando HCI 6 M a 110 °C (24 h). Los
hidrolizados se filtraron y centrifugaron a 15,000 rpm durante 15 min (Hettich MIKRO 200/200R,
DEU). Posteriormente, se mezclaron 100 pL de hidrolizado y 10 yL de L-Norleucina (estandar
interno a 0.2 mg/mL) en un vial. La mezcla resultante se sometié a evaporacion bajo flujo de
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N, hasta obtener un residuo seco. A continuacion, se afadieron 200 yL de acetonitrilo y 200
ML de MTBSTFA al precipitado en el vial. El vial se incubé a 100 °C durante 2.5 h en un bafo
de glicerol. La muestra derivatizada (1 pL) se introdujo en modo split (20:1) a 260 °C utilizando
helio (2 mL/min) en un equipo GC 7890A (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) acoplado
a un espectrometro de masas (MS) 240 lon Trap. Los aminoacidos se identificaron mediante
estandares de aminodacidos y el software NIST (v. 2.3). La cuantificacion se realizé ajustando la
respuesta del estandar interno para cada aminoacido. El perfil de aminoacidos se expreso en g
de aminoacidos/100 g de material seco.

Propiedades tecno-funcionales
Hidrosolubilidad de CUSP tratada y no tratada con HIU

La hidrosolubilidad de las muestras se determind siguiendo el método descrito por
Klompong et al. (2012). Las muestras con y sin tratamiento de HIU (10 mg) se disolvieron en agua
destilada (1 mL) a pH 7.0. Las dispersiones se agitaron (100 rpm) durante 30 min. Las muestras
se centrifugaron a 15,000 rpm (15 min) (centrifuga MIKRO 220 R, Hettich, Tuttlingen, DEU). Se
recogio el sobrenadante y se midié la concentracion de proteinas mediante el método de Bradford
(Bradford, 1976). Posteriormente, se midié el contenido total de proteinas de cada muestra, para
ello se solubilizaron 10 mg de la muestra en 1 mL de NaOH 0.5 N. La hidrosolubilidad (%) se
calculé mediante la Ecuacion 1.

Contenido de proteina en el sobrenadante

Hidrosolubilidad (%) = %100

Contenido de proteina rotal de cada muestra (1 )

Propiedades espumantes de CUSP tratada y no tratada con HIU

La capacidad de formacion de espuma (FC) y la estabilidad de la formacion de espuma (FS)
de la CUSP tratada y no tratada con HIU se determinaron mediante la metodologia de Calderon-
Chiu et al. (2021) con modificaciones. Se prepararon soluciones de proteina al 5% (p/v) en agua
destilada. Posteriormente, se colocaron alicuotas de 10 mL de la muestra en tubos graduados.
Las dispersiones se homogeneizaron a 16,000 rpm durante 1 min con un homogeneizador IKA
T10 basic ultra-Turrax (IKA, Staufen, DEU) a 25 °C para incorporar aire. El volumen total de la
muestra se midio inmediatamente después de la homogeneizacion (0 min) y después de 30 min
para calcular la FC (Ecuacién 2) y la FS (Ecuacién 3), respectivamente.

FC (%)= — x 100 @)

FS (%) = — x 100 3)

donde A es el volumen inicial (mL) antes de la homogeneizacion, B es el volumen de
espuma (mL) después de la homogeneizacion (0 min) y C es el volumen de espuma (mL) después
de 30 min de homogeneizacion.

Revista Bio Ciencias 12, e1787. 5



Modificacién de proteinas vegetales. / Modification of plant proteins.

Propiedades emulsionantes de la CUSP tratada y no tratada con HIU

Se determind el indice de actividad de la emulsion (EAI) y el indice de estabilidad de la
emulsion (ESI) (Yu et al., 2021). Para ello, se preparé una emulsion utilizando 2 mL de aceite
de oliva y 6 mL de solucién de proteina al 0.5 %. Ambas fases se homogeneizaron a 20,000
rom durante 1 min con un IKA T10 basic Ultra-Turrax (IKA, Staufen, DEU). Después de eso,
se tomaron 50 pL de la emulsién a los 0 min y después de 10 min, los cuales se diluyeron en
5 mL de solucion de SDS al 0.1 %. Las soluciones diluidas se analizaron para la absorbancia a
500 nm a través de un espectrofotometro (Cary 50 Bio UV-Visible, Varian, Mulgrave, AUS). Las
absorbancias de las muestras diluidas medidas a los 0 min (A)) y 10 min (A, ) se utilizaron para
calcular el EAI (Ecuacion 4) y el ESI (Ecuacion 5).

5 _ (2)(2303)(Ag)(DF)

EAL(m*/g) = (g proteina)(0.25)(1000) (4)
Y

ESI (min ) = .t (5)

DF es un factor de dilucion (100), 0.25 es la fracciéon de aceite de oliva utilizada para
formular la emulsién y t es el tiempo.

Distribucién del tamaifo de particulas de las emulsiones

Las emulsiones obtenidas en la seccién anterior se procesaron con una unidad Digital
Sonifier® (modelo S-150D, Branson Corporation, Danbury, CT, USA) a 24 kHz durante 5 min.
Posteriormente, se determiné la distribucion del tamafio de particula con un Mastersizer 3000
Hydro EV (Malvern, Worcestershire, UK). La evaluacion se realizé a 25 °C, con el indice de
refraccidn establecido en 1.46 para la fase dispersa (aceite de oliva) y 1.33 para el dispersante
(agua). Inicialmente, se introdujeron 400 mL de agua destilada en la unidad Hydro EV. La emulsion
se afhadié cuidadosamente gota a gota hasta que se alcanzé un oscurecimiento del laser entre
el 8 y 12 %. Las emulsiones resultantes se analizaron mediante un difractémetro cinco veces, lo
que produjo una curva completa de distribucién de tamano. Los parametros de distribucion del
tamafio de particula, incluidos el PDI, d, , y d,, 5, se obtuvieron mediante el software Mastersizer
3000 (Worcestershire, UK).

Actividad de eliminacién de radicales ABTS*

La actividad de eliminacion de radicales ABTS* se evalu6 segun lo descrito por Re et al.
(1999) con modificaciones. La solucion ABTS* se prepard a una concentracion final de 7 mM
ABTS* en 2.45 mM de persulfato de potasio. La mezcla se dejo en oscuridad total y temperatura
ambiente durante 16 h antes de su uso. La solucién madre se diluy6 (agua destilada) para obtener
una absorbancia de 0.70 £ 0.02 a 734 nm. Posteriormente, se mezclaron 50 yL de soluciones
de CUSP tratada y no tratada con HIU (4 mg/mL) con 950 uL de radical ABTS* y se agitaron

Revista Bio Ciencias 12, e1787. 6



Ragazzo-Calderén et al., 2025.

en vortex durante 10 s. La absorbancia de la mezcla se leyd (734 nm) en un espectrofotdmetro
(Cary 50 Bio UV—Visible Varian, Mulgrave, AUS) después de 7 min para calcular la actividad de
eliminacion de radicales ABTS* (Ecuacion 6).

Acontroi—AMuestra * 100

Aranrral Eq 6

Actividad de eliminacion de radicales ABTS™ (%) =

A representa el valor de absorbancia de la solucion ABTS* diluiday laA

control

la absorbancia de la reaccién ABTS* y la muestra.

representa

muestra

Analisis estadistico

El conjunto de datos se sometid a un analisis de varianza (ANOVA) unidireccional.
Posteriormente, se realizo la prueba de comparacion de medias LSD (p < 0.05) con Statistica
v.12.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA).

Resultados y Discusion
Contenido de proteinas y perfil de aminoacidos de la CUSP

El contenido proteico de la CUSP fue de 66.49 + 2.10 g/100 g b.s., este contenido fue
significativamente diferente al de los aislados proteicos de semilla de ciruela, con un 19.4 % (Xue
et al., 2018), y al del concentrado proteico de semilla de quinoa, con un 57.3 % (Gonzalez-Mufioz
et al., 2022). La variacion en el contenido proteico se puede atribuir a la composicién del material
vegetal y al método o las condiciones empleadas para la extraccion proteica. El contenido proteico
de la CUSP supera el 50 %, lo cual es mayor al de los concentrados proteicos de semillas de
ciruela y quinoa. Esta observacion sugiere que, en comparacion con las fuentes mencionadas, la
CUSP podria tener un mayor potencial para aplicaciones en la industria alimentaria. En el analisis
de aminodcidos fueron identificados leucina, valina, isoleucina y fenilalanina en la CUSP tratada
y no tratada con HIU (Tabla 1). Sin embargo, las concentraciones de estos aminoacidos fueron
menores en la CUSP tratada con HIU en comparacién con la muestra no tratada. Un aumento
considerable de los niveles de ciertos aminoacidos, como &cido glutamico, acido aspartico,
prolina, glicina y serina fue evidente en la CUSP tratada con HIU. Este comportamiento se debe a
que el tratamiento con HIU descompone la matriz proteica, principalmente las fuerzas de van der
Waals y los enlaces de hidrogeno a nivel molecular. Este proceso puede alterar las estructuras
secundarias y terciarias de las proteinas, favoreciendo la formacion de estructuras mas flexibles
que favorecen un reordenamiento interno (Jadhav et al., 2024; Sun et al., 2023). Estos cambios
tienen el potencial de afectar las propiedades funcionales.

Los hallazgos indican que el uso de niveles bajos (600 W) y altos (1080 W) de ultrasonido
durante 15 min resultaron en mayores niveles de aminoacidos hidrofébicos (HAA), aromaticos
(AAA) y esenciales (EAA) en comparacion con otros tratamientos. Sin embargo, la extension a
20 min correspondié a una disminucion de los mismos. Esta disminucion de aminoacidos durante
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el procesamiento prolongado puede deberse a una mayor generacion de radicales libres por
HIU, los cuales pueden potencialmente desencadenar la oxidacién de las cadenas laterales de
aminoacidos dentro de las estructuras proteicas e impactar su calidad. Cabe destacar que las
cadenas laterales aromaticas en los residuos aminoacidicos de fenilalanina, tirosina y triptéfano
son especialmente vulnerables a este fendmeno (Rahman et al., 2020). Este comportamiento
podria explicar los bajos niveles de fenilalanina observados en muestras tratadas durante 20 min
a 600 Wy 1080 W. Inesperadamente, un nivel medio de ultrasonicacion (840 W) a los 10—15 min
resulté en la menor recuperacién de aminoacidos.

La CUSP no tratada y los tratamientos obtenidos a 600 y 1080 W (15 min) presentaron
aproximadamente entre 80.02 % y 83.59 % de HAA. Este contenido de HAA superé el reportado
para la proteina de semilla de quinoa (Gonzalez-Mufoz et al., 2022) y Stauntonia brachyanthera
(Yu et al., 2021). Este alto contenido de grupos funcionales hidrofébicos en las proteinas mejora
la hidrosolubilidad lipidica, incrementando la actividad emulsionante y la capacidad antioxidante
(Aderinola et al., 2018). Los altos niveles de HAA en los tratamientos con HIU podrian deberse
a la turbulencia creada por la cavitacién ultrasénica y el cizallamiento fisico. Estas fuerzas
provocan el desdoblamiento de las moléculas de proteina, revelando los residuos de aminoacidos
hidrofobicos que contienen, como se observé en aislados de proteina de semilla de calabaza
tratados con HIU (Du et al., 2022). En tanto, no se detectaron cisteina, triptéfano, lisina ni tirosina
en la CUSP tratada con HIU ni en la muestra no tratada. Por el contrario, la glicina y la serina
no se detectaron en condiciones especificas de HIU, posiblemente debido a la degradacién de
estos aminoacidos durante la exposicidon prolongada con el acido caliente durante el analisis
de aminoacidos. La CUSP tratada y no tratada con HIU, mostraron la presencia de valina,
leucina, isoleucina, metionina, treonina y fenilalanina. Cabe destacar que la metionina es el unico
aminoacido esencial que no cumple con los requerimientos para adultos establecidos por la WHO/
FAO (2007). Por tanto, todos los tratamientos son opciones viables para complementar dietas con
deficiencia de aminoacidos esenciales especificos.

Propiedades tecno-funcionales
Contenido de proteina soluble e hidrosolubilidad

El contenido de proteina soluble aumento significativamente (p < 0.05) después de la
aplicacion de ultrasonido (Tabla 2). La CUSP tratada a 600 W exhibi6 el contenido de proteina
mas bajo que otros tratamientos de HIU, independientemente del tiempo de procesamiento. Las
muestras tratadas a 840 Wy 1080 W durante 20 y 15 min exhibieron los contenidos de proteina
mas altos, respectivamente. La extension del tiempo de tratamiento a 20 min para muestras
tratadas a 1080 W no afectd significativamente el contenido de proteina. La hidrosolubilidad
(pérdida de hidrofobicidad) también mejoré significativamente después del tratamiento
con HIU (Tabla 2). Sin embargo, el incremento del nivel de HIU de 600 W a 1080 W o del
tiempo de procesamiento no aumentaron significativamente la hidrosolubilidad. Los valores
de hidrosolubilidad variaron de 79.90% en el nivel de HIU y tiempos mas bajos a 87.53% a
1080 W y 15 min. Un patrén similar fue observado para el concentrado de proteina de mijo
después de 12.5 min de HIU, dado que la extensién del tiempo de procesamiento a 20 min no
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mejord este parametro (Nazari et al., 2018). Notablemente, el contenido de proteina soluble y
la hidrosolubilidad de las muestras expuestas a HIU fueron dos veces mas altas que la muestra
de control. Esto resalta el potencial del ultrasonido para modificar las proteinas vegetales y
mejorar sus propiedades funcionales.

Table 1. Amino acid profile (g of amino acids/100 g dry material) of
HIU-treated and untreated CUSPs.

Aminoacido/
Tratamiento
HIU

Alanina

Glicina

Valina*®

Leucina*

Isoleucina*

Prolina

Metionina*

Serina

Treonina*

Fenilalanina
Acido
aspartico

Acido
glutamico

ow
(Control)

CUSP

3.06+0.324

nd?

20.26
+0.594
23.71+0.37
A

13.31+0.09
A

4.87+0.274
1.55+0.064
NdA,
1.82+0.504
19.19+0.09
A
8.87+0.15%

3.36x0.32%

600 W

10 min

8.57
0.268

1.74
0.08®

14.33 £
0.67®

20.82
+0.18

12.7 £
0.018

4.27
0.088

0.98 +
0.16°

3.79
0.28°

6.14 +
0.36°

10.056 +
0.928

10.22
+1.44

6.39 +
1.38
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15 min

9.71 %
1.048

3.97 +
0.57¢

18.86
4128

21.27
+3.28

12.84
2.36"°

5.57 +
0.874

1.27
0.02¢

2.56
0.33¢

419+
1.09¢

121 £
1.998

6.21+
1.88

1.45 +
0.25¢

20 min

722+
0.66°C

3.83+
0.66°

14.67 £
1.528

1743 =
1.228

10.55 =
0.84¢

6.2+
0.07~

1.27 £
0.35%8¢

235+
0.44¢

3.86 +
1.624C

10.23
£ 18

1717 =
0.58¢

521+
3.41%8

840 W

10 min

10.38 =
1.028

4.46
0.95°¢

9.83 =
0.56°

10.96 =
0.94¢

711+
0.3°

5.64 +
0.044

121+
0.06¢

5.01+
0.09°

732+
0.46°

7.28
0.7¢

18.23 +
0.68°¢

12.57 =
1.12°P

15 min

9.93
0.178

4.94 +
0.32°¢

146
1.138

16.27 +
0.928

9.58 =
0.43¢

8.55
0.21¢

nd

1.67 £
0.15F

3.32+
0.04¢

729+
0.21¢

11.46
0.97~

12.38 +
1.04°

20 min

849+
3.358

411+
2.738¢

13.88 £
1.56°

18.21
+0.8

10.63 =
1.148¢

535+
1.68%8

3.61+
1.738

4.04 £
1.29¢

10.78 +
0.848

11.33
3.514

7.68 +
2.78

1080 W

10 min

1017 =
0.978

562 +
2.21°

14.29 +
1.018

16.96
0.418

9.88 =
0.58°¢

4.46
1.11#8

151+
0.08*

422+
0.59F

517
0.18¢

8.76 +
0.63°

12.37
+1.8°

6.58 +
0.28

15 min

7.65 %
0.978¢

20 min

9.28 +
2.238C

15.75
1.89%

8.48 +
1.32¢

5.64 +
1.9278

1.54
0.324C

465+
0.76°

551+
1.168¢

843 +
1.25¢P

142 +
2.99%

9.73 +
2.77%°

WHO/
FAO*

3.9

5.9

3.0

D Qxxx

2.3

3.8**
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Continuation

Table 1. Amino acid profile (g of amino acids/100 g dry material) of

Aminoacido/
Tratamiento
HIU

HAA

EAA*

CUSP

81.08

19.19

79.84

(Control) 600 W

10 min

69.19

10.05

65.02

840 W
15min  20min  10min 15 min 20 min
80.02 65.20 51.23  62.61 68.00
12.10 1023 7.28 7.29 10.78
70.53 58.01 43.71 51.06 59.44

HIU-treated and untreated CUSPs.

1080 W

10 min 15 min
67.19 83.59
8.76 14.76
56.57 78.99

*Aminoacidos esenciales segun la OMS/FAO (2007) para adultos: **Tirosina + fenilalanina. ** *Metionina +
nd: no detectado. Letras mayusculas diferentes en la fila indican diferencias significativas (p <
0.05) entre los tratamientos control y HIU para un aminoacido. Aminoacidos hidrofébicos (HAA), aminoacidos

cisteina.

aromaticos (AAA) y aminoacidos esenciales (EAA).
Fuente: Elaboracién propia con base a resultados.

Table 2. Contenido de proteina soluble e hidrosolubilidad de la CUSP
tratada y no tratada con HIU.

Tratamiento
HIU (W)

0 (Control)

600
840
1080

Contenido de proteina soluble (mg/mL)

10 min
1.1057 +0.029°
1.998 +0.070>*
2.044 +0.060°*
2.068 +0.060°*

15 min
1.1057 +0.029°
2.118 +0.050°*
2.088 +0.080>*

2.188 +0.020®

20 min
1.1057 +0.029°
2.105 +0.065*
2.158 +0.092%8

2.138 +0.072"8

10 min
44.23 +1.15°
79.90 +4.5584
81.75 +3.98%4

82.71+3.21%*

Hidrosolubilidad (%)

15 min
44.23 +1.15°
84.73 +5.60°4
83.51 +5.08%*

87.53 £6.81°4

WHO/
FAO*

20 min

60.26

8.43

51.71

20 min

44.23 +1.15°

84.18 £2.10°4
86.33 +4.70°*

85.53 +4.5504

Letras minusculas diferentes en una columna indican diferencias significativas (p < 0.05) entre tratamientos
a un tiempo especifico. Letras mayusculas diferentes en las filas indican diferencias significativas (p < 0.05)
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entre tiempos de tratamiento a un nivel especifico de HIU.
Fuente: Elaboracion propia con base a resultados.
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El contenido de proteina soluble y la hidrosolubilidad mostraron patrones similares,
obteniendo consistentemente los resultados mas favorables en los mismos niveles de potencia
y duracioén de HIU (1080 W durante 15 min). Esto debido a que el ultrasonido revelo regiones de
aminoacidos hidrofilicas y grupos cargados (NH**, COO") en la superficie de la proteina, lo que
incrementa las fuerzas electrostaticas. Como resultado, las fuerzas electrostaticas mejoran las
interacciones entre la proteina y el agua (enlaces de hidrogeno) y aumenta en ultima instancia la
hidrosolubilidad y el contenido de proteina soluble (Corzo-Martinez et al., 2017). Los altos valores
de hidrosolubilidad y contenido de proteina tienen alta correlacion con los elevados niveles de
HAA, AAA y EAA resultantes del tratamiento a 1080 W durante 15 min. Un mayor contenido
de estos aminoacidos puede sugerir una mayor interaccién entre las regiones hidrofilicas de
los aminoacidos y el agua. La alta hidrosolubilidad de las proteinas es esencial para su uso
en formulaciones alimentarias y una propiedad necesaria para su funcion como emulsionantes
(Adal, 2024).

Propiedades espumantes

La implementacion de HIU afecté positivamente la capacidad de formacion (FC) y la
estabilidad de la espuma (FS) de la CUSP (Tabla 3). La CUSP tratada a 600 W durante 10 min
exhibié valores de FC y FS superiores a otros tratamientos, pero un aumento en la duracion
o intensidad del ultrasonido no mejoré estas propiedades. En tanto, aumentar la intensidad
de 600 a 840 W durante 15 y 20 min resulté en una mejora significativa en la FC, pero una
disminucion en la FS (p > 0.05). Esta mejora puede atribuirse a la reduccion en el tamano
de la proteina debido al HIU dado que moléculas de proteina mas pequefias permiten una
mayor incorporacién de aire en la solucién que las moléculas mas grandes, lo que aumenta su
adsorcién en la interfaz aire-agua (Rahman & Lamsal, 2021; Xue et al., 2018). Esto explicaria
la falta de propiedades espumantes de la CUSP sin tratamiento a pesar de su alto contenido
de HAA (Tabla 1), ya que la formacion de la interfaz aire/agua no solo estd influenciada por la
hidrofobicidad superficial sino también por la orientacién, el tamafio y la flexibilidad estructural
de la proteina (Rahman & Lamsal, 2021).

Los resultados indicaron que altos niveles de energia ultrasonica (superiores a 600 W)
y largos tiempos de procesamiento afectaron negativamente las propiedades de formacién de
espuma. En estas condiciones, los grupos hidréfobos de los aminoacidos quedan expuestos en
la superficie, lo que provoca una mayor agregacion proteica (Justino et al., 2024). Este fendmeno
explicaria que muestras con alto contenido de HAA presentaron reducidas propiedades de
formacion de espuma. La aplicacion de HIU también mejoré la formacion de espuma de los
aislados de proteina de semilla de calabaza (Du et al., 2022) y ciruela (Xue et al., 2018). Sin
embargo, las propiedades de formacién de espuma de estos aislados no se vieron afectadas
considerablemente por el aumento de la potencia ultrasoénica. Por otro lado, Ramondo et al. (2024)
reportaron altas propiedades de formaciéon de espuma en la proteina de semilla de calabaza
tratada con HIU durante 5 miny 150 W y que la extension del tiempo de procesamiento con HIU
no produjo una mejora de estas propiedades.
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Los resultados de este estudio mostraron diferencias con los reportados en otras proteinas
vegetales, lo cual se atribuye a las condiciones del ultrasonido (potencias de ultrasonido <600 W),
el tiempo de procesamiento y el tipo de proteina.

Propiedades emulsificantes

Con respecto a las propiedades emulsionantes, la CUSP tratada con HIU mostré mayores
valores de EAIl y ESI en comparacién con el control (Tabla 3). EI EAl aumenté en altos niveles
de HIU y tiempos de procesamiento de 10 a 15 min, pero un tiempo de procesamiento mas
largo disminuy6 esta propiedad. Referente al ESI, aumentar el nivel de HIU de 600 a 840 W en
muestras de 10 y 20 min mejoré el ESI. Sin embargo, aumentar el HIU a 1080 W en estas muestras
disminuyd notablemente este parametro. Por lo tanto, los resultados mostraron que exponer la
muestra a niveles de potencia de 600 y 1080 W durante 15 min produjo los mayores valores de
EAIl y ESI, mientras que extender el tiempo resulté en una disminucién de estos indices. Este
hallazgo resalta la correlacion directa entre las propiedades de emulsificacion, la hidrosolubilidad
y el HAA detectado en estas muestras. La mejora en las propiedades de emulsificacion se
atribuyd a la presion generada por la ultrasonicacién. Estas fuerzas alteran significativamente las
estructuras terciarias y cuaternarias de las proteinas, dando como resultado una configuracién
mas desordenada (Xue et al., 2018), lo que favorece una mayor movilidad y rapida absorcion en
la interfaz aceite-agua de la CUSP tratada con HIU que el control, que probablemente tuvo una
estructura mas compacta.

Sin embargo, con tiempos de sonicacion mas prolongados, se forman agregados
proteicos mas grandes debido a la despolimerizacién derivada de interacciones no covalentes
0 por oxidacion, lo que resulta en una menor hidrofobicidad superficial en comparacién con
las muestras tratadas durante un periodo mas corto (Rahman & Lamsal, 2021). Ademas, la
aplicacién de una fuerza mecanica excesiva durante periodos prolongados puede provocar la
desnaturalizacion de las proteinas y disminuir su funcionalidad. Nazari et al. (2018) y Zhao et
al. (2022) informaron una relacién significativa entre la exposicion de grupos hidrofobicos por
HIU y la mejora de las propiedades emulsionantes en el concentrado de proteina de mijoy en el
aislado proteico de papa.
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Tabla 3. Propiedades espumantes y emulsionantes de CUSP tratada
y no tratada con HIU.

Tratamiento

Capacidad espumante (%)

Estabilidad de la espuma (%)

HIU (W) 10 min 15 min 20 min 10 min 15 min 20 min
0 (Control) 0+ 0° 0+ 0? 0+0° 0+0° 0+0a 0+0°
600 41.6743.64°* 19.44+ 4.81°® 5+0.4°¢ 25.56 + 4.71%* 13.89 + 4.81b"® 13.39+ 2.81°¢
840 10.00+ 1.89%* 23.99+ 6.3%¢ 23.89% 5.31%8 16.78+ 3.48* 12.78 £ 9.48%48 9.72 +2.41°8
1080 2.78+0.21%* 5.56% 1.2%¢ 15.00+ 3.014¢ 4.44 + 4,19 4.44 419" 8.89+7.7°4

Tratamiento
HIU (W)

indice de actividad emulsionante (m?/g)

indice de estabilidad de la emulsién (min)

10 min 15 min 20 min 10 min 15 min 20 min
0 (Control) 11.97 +3.56° 11.97 +3.56° 11.97 +3.56° 47.98 +1.88° 47.98 +1.88° 47.98 +1.88°
600 20.08 + 4.77°* 42.06 +0.29°¢ 13.72£1.18*¢  131.47+10.48>*  287.93+12.15*®  194.92 + 27.96°¢
840 14.49 £ 0.39*4 39.27 +1.13® 21.3+0.29°¢ 261.63 +22.4* 51.91 +14.08 219.31 + 15.05¢
1080 23.61+8.28®A 43.09 +0.02¢¢ 28.02+0.39°*  138.13 £8.02°* 284.35+0.82°®  110.06 +12.19%¢

Letras minusculas diferentes en columnas indican diferencias significativas (p < 0.05) entre tratamientos a un
tiempo especifico. Letras mayusculas diferentes en las filas indican diferencias significativas (p < 0.05) entre
tiempos de tratamiento a un nivel especifico de HIU.

Fuente: Elaboracion propia en base a resultados.

Distribucion de tamano de gota de las emulsiones

El tamafio de gota de una emulsion es fundamental para comprender sus caracteristicas
estructurales. La estabilidad de las emulsiones esta estrechamente relacionada con la distribucion
de las particulas dispersas, y las particulas mas pequefias contribuyen a una mayor estabilidad
del sistema. Las emulsiones estabilizadas con la CUSP tratada con HIU mostraron distribuciones
de tamafo de particula bimodales (Figura 1). Sin embargo, los datos indicaron que aumentar
la potencia del HIU disminuyé el diametro de gota y el PDI para muestras con 10 y 15 min de
HIU, mientras que extender el tratamiento a 20 min afecté negativamente la distribucion del
tamano de gota. Estos resultados concuerdan con las propiedades emulsionantes mencionadas
anteriormente, en las que las muestras tratadas con HIU durante 15 min presentaron valores de
EAIl y ESI mas altos que los otros tratamientos. Cabe destacar que el PDI y el tamafo de gota de
las emulsiones estabilizadas con la CUSP tratada con HIU fueron menores que los reportados
para las emulsiones estabilizadas con hidrolizados proteicos de hojas de yaca (Calderén-
Chiu et al., 2022). Estos hallazgos indican que el HIU mejora la funcionalidad de proteinas
vegetales y puede ser una alternativa a los métodos enzimaticos, que con frecuencia requieren
la optimizacion de las condiciones del proceso, como el tipo de enzima, la concentracion y la
duracién de la hidrdlisis.
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Figura 1. Distribucion del tamaifo de gota de emulsiones estabilizadas con CUSP
tratada y no tratada con HIU.

Fuente: Elaboracion propia con base a resultados.

Actividad de eliminacion de radicales ABTS*

La actividad de eliminacién de radicales ABTS* de la CUSP tratado con HIU fue
significativamente (p < 0.05) mas notable que la del control en todos los niveles de potencia y
tiempos probados (Figura 2). La capacidad antioxidante aumento significativamente en la CUSP
tratado con HIU a 600 W (p < 0.05), sin cambios considerables debido al tiempo de procesamiento.
Aumentar el nivel de potencia a 840 W durante 10 y 15 min mejor¢ significativamente la capacidad
antioxidante de la muestra. En tanto, a 1080 W, la capacidad antioxidante disminuyé al aumentar
el tiempo de ultrasonicacién. La capacidad antioxidante mas alta se observd a 840 W y 15 min
(97.21 £ 0.23 %), que fue aproximadamente el doble de la actividad de eliminacion de radicales del
control (561.07 %). Estos resultados pueden sugerir que el uso de HIU en la CUSP potencialmente
mejora la actividad antioxidante al liberar grupos de aminoacidos de la estructura proteica, lo que
facilita reacciones efectivas con oxidantes (Hussain et al., 2024).
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Los aminoacidos liberados o expuestos durante el tratamiento con HIU juegan un papel
importante en la capacidad antioxidante de las proteinas. Curiosamente, los tratamientos con
alto HAA exhibieron una actividad de eliminacion de radicales ABTS* ligeramente menor en
comparacion con aquellos tratamientos que mostraron mayor capacidad antioxidante (840 W
y 15 min), lo que sugiere que la capacidad antioxidante no esta determinada unicamente por la
exposicion a HAA. El tratamiento con la mayor capacidad antioxidante presenté mayores niveles
de acido glutamico y prolamina. Las propiedades antioxidantes de la prolina y el acido glutamico
surgen de los electrones excedentes que interactian con los radicales libres. Este comportamiento
también se observé en proteinas de girasol tratadas con HIU (Rawat & Saini, 2023).

Figura 2. Actividad de eliminacion de radicales de la CUSP tratada con HIU y sin
tratar. Las letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) entre los
tratamientos con HIU en tiempos especificos.

Fuente: Elaboracion propia con base a resultados.

Conclusiones

La aplicacion de ultrasonido de alta intensidad (HIU) a la proteina de semilla de Coccoloba
uvifera (CUSP) alter¢ el perfil de aminoacidos, afectando significativamente su funcionalidad. La
CUSP expuestos a HIU exhibié perfiles de aminoacidos mejorados, hidrosolubilidad, capacidades
espumantes y emulsionantes, y propiedades antioxidantes en comparacion con las muestras
sin tratar. Cabe destacar que se encontré que esta mejora dependia de la duracion y del nivel
de HIU aplicado. La exposicion de la CUSP a HIU a 600 y 1080 W durante 15 min resulté en
una recuperacion mas significativa de aminoacidos hidrofébicos, lo que condujo directamente a
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propiedades emulsionantes mejoradas. La aplicacion de HIU a 600 W durante 10 min a la CUSP
mejoré las propiedades espumantes.

Todos los tratamientos con HIU demostraron una mayor capacidad antioxidante en
comparacion con la muestra sin tratar. Sin embargo, el tratamiento a 840 W durante 15 min tuvo
superior capacidad antioxidante debido a una alta liberacién de prolina y acido glutamico. Estos
hallazgos sugieren que la aplicacion de condiciones adecuadas de HIU a la CUSP puede lograr
propiedades nutricionales, funcionales o antioxidantes especificas. Por lo tanto, la aplicacion de
HIU a la CUSP mejoro6 su funcionalidad, lo que indicaria su potencial como nueva proteina vegetal
para la industria alimentaria cuando se cultive a gran escala. No obstante, se requieren estudios
de optimizacién adicionales para maximizar las propiedades identificadas en este estudio.
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