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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

A continuacién se hara una descripcion general del problema de la hipertension
en el mundo y en nuestra region, la utilizacion de compuestos bioactivos
derivados de proteinas alimentarias como posible abordaje preventivo y las
estrategias necesarias para poder elaborar un potencial alimento funcional a

base de amaranto.

1.1. Hipertension

La hipertension arterial (HTA), también conocida como tensién arterial alta o elevada,
es un trastorno en el que los vasos sanguineos soportan una presion persistentemente
alta. Cada vez que el corazon late, bombea sangre a los vasos, que la distribuyen a
todas las partes del cuerpo. La tension arterial es la fuerza que ejerce la sangre contra
las paredes de los vasos (arterias) al ser bombeada por el corazon. Cuanto mas alta
es la tension, mas esfuerzo tiene que realizar el corazon para bombear. La tension
arterial se mide en milimetros de mercurio (mm Hg) y se registra en forma de dos
nameros separados por una barra. El primero corresponde a la tensién arterial
sistdlica, la mas alta, que se produce cuando el corazén se contrae. El segundo
corresponde a la tensién arterial diastélica, la mas baja, que se produce cuando el
musculo cardiaco se relaja entre un latido y otro. La tensién arterial normal en un
adulto se define como una tensidn sistélica de 120 mm Hg y una tension diastélica de
80 mm Hg (120/80 mm Hg) (OMS, 2013).

La hipertension, HTA, es una preocupacion a nivel mundial debido a que afecta a
aproximadamente el 30% de la poblacién adulta tanto en paises desarrollados como
en desarrollo. La hipertension es el mayor factor de riesgo de las enfermedades
cardiovasculares, si no se controla, la hipertension puede provocar infarto de
miocardio, hipertrofia ventricular y, finalmente, insuficiencia cardiaca. En los vasos
sanguineos, la presién alta puede provocar dilataciones (aneurismas) y zonas de
debilidad en la pared vascular, lo que aumenta las probabilidades de obstruccion y
rotura. La presion en los vasos sanguineos también puede causar fugas de sangre
hacia el cerebro y esto puede provocar accidentes cerebrovasculares. Ademas, la
hipertensiobn puede provocar insuficiencia renal, ceguera, rotura de los vasos
sanguineos y deterioro cognitivo (Kearney y col., 2004).

A nivel global, las enfermedades cardiovasculares son responsables de
aproximadamente 17 millones de muertes por afio, casi un tercio del total (Hernandez-
Ledesma y col., 2011). Entre ellas, las complicaciones de la hipertensiébn causan

anualmente 9,4 millones de muertes (OMS, 2013).
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En la Argentina la situacién de la hipertensién es similar a lo mostrado por las
estadisticas globales, se estima que es hipertenso alrededor de un tercio de la
poblacion urbana mayor de 15-20 afios y que no ha habido modificaciones
sustanciales en la prevalencia de la HTA en los ultimos 25 afios (Carbajal, 2013).
Segun el analisis llevado adelante por Carbajal, en donde relne informacion de varios
estudios del pais metodolégicamente diferentes en cuanto a la toma de la presion, la
prevalencia de la hipertensién varié entre el 29% y el 39,8%, durante los ultimos 25
afos. Segun el dltimo estudio realizado en el afio 2015 por la Sociedad Argentina de
Cardiologia y el Consejo Argentino de Hipertension Arterial denominado RENATA-2
(Registro Nacional de la Presion Arterial) se observé que un tercio de la poblacion
evaluada es hipertensa y que la HTA es mas frecuente en hombres. A su vez, un alto
porcentaje de pacientes no conocian su enfermedad (38,8%). (Boletin de la Sociedad
Argentina de Hipertensioén Arterial, 2016).

La hipertension esencial o primaria es el tipo mas comun de hipertension y se
manifiesta como un aumento en la presion arterial debido a una causa desconocida, la
misma engloba el 90-95% de los casos. Esta clase de hipertension se puede mejorar y
controlar modificando factores conductuales como por ejemplo el ejercicio fisico
regular, una alimentacion saludable, no fumando, reduciendo la ingesta de sodio y el
nivel de estrés. Por estos motivos, se define como un factor de riesgo controlable de
las enfermedades cardiovasculares (Norris y col., 2013).

Normalmente la hipertensién es tratada con diversos medicamentos sintéticos que
afectan sitios claves de las vias metabdlicas relacionadas particularmente con el
sistema renina-angiotensina (SRA). Entre este tipo de medicamentos se encuentran
los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), los B-blogueantes,
diuréticos y bloqueantes de los receptores de angiotensina-Il. Si bien estos
medicamentos son eficaces y bien tolerados por los pacientes, son caros y pueden
producir ciertas alteraciones secundarias a corto y largo plazo como produccién de tos,
erupciones cutaneas, hipercalemia, pérdida del gusto, apnea del suefio, disfuncion

eréctil y angioedema (Houston, 2005).

1.2. Regulacién de la presién sanguinea

Los mecanismos involucrados en la regulacién de la presion sanguinea (PS) son
complejos incluyendo varias vias metabdlicas. La via mas estudiada involucra la
inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina (ECA). Esta enzima es una de las
mas importantes reguladoras de la presion sanguinea y se encuentra presente en dos

de los principales sistemas reguladores, el sistema renina-angiotensina (SRA) y el
3
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sistema quinina-oxido nitrico (SQNO). La inhibicion de la ECA en estos sistemas
conduce a la dilatacion de las paredes arteriales o a la vasodilatacion y posterior
descenso de la PS. Sin embargo, aun no se sabe si este es el principal mecanismo
seguido in vivo o si hay otros mecanismos de control de la PS involucrados (Martinez-
Maqueda y col., 2012).

El sistema renina-angiotensina juega un rol fundamental en la regulacion de la presion
arterial y el balance hidroelectrolitico. En su concepcion basica, el SRA es una
cascada proteolitica de péptidos escalonados secuencialmente, conectada a un
sistema de transduccién de sefiales (Fig. 1).

El sistema esta regulado por dos proteasas: la renina y la enzima convertidora de
angiotensina (ECA). La renina (EC 3.4.23.15) es una enzima de 37 kDa que es
liberada por el rifndn e hidroliza el péptido angiotensinégeno (una proteina de 55 kDa
sintetizada en el higado) para producir el decapéptido fisiolégicamente inactivo
angiotensina-l. La ECA (EC 3.4.15.1) convierte el decapéptido angiotensina-l en
angiotensina-1l (octapéptido), un potente vasoconstrictor, que se une a los receptores
(AT:1 y ATy) de la pared vascular ubicados en los tejidos periféricos alrededor del
cuerpo y el cerebro, para causar la contraccion de los vasos sanguineos (Norris y
FitzGerald, 2013). La angiotensina-ll ejerce accion sobre varios organos: rifion,
sistema suprarrenal, sistema vascular periférico, corazén y sistema nervioso. En el
organismo (sobre todo en los glébulos rojos) existen aminopeptidasas, que inactivan a
la angiotensina-ll, que tiene una corta vida de aproximadamente un minuto. Estas
peptidasas la convierten en angiotensina-lll (heptapéptido con el 50% de la actividad
presora de la primera), y el hexapéptido angiotensina-IV, considerado inactivo.
Ademas de la formacién de angiotensina-Il por la ECA en el plasma, debe tenerse en
cuenta la existencia de sistemas renina-angiotensina locales o tisulares (Fritz, 2009).
Durante la hipertensién la actividad enzimatica de renina y ECA se encuentran
aumentadas lo que genera como consecuencia niveles anormalmente altos en sangre
de angiotensina-Il, conduciendo a una contraccién excesiva de los vasos sanguineos.
En el sistema SQNO la ECA escinde e inactiva los péptidos vasodilatadores
bradiquinina y calidina. La bradiquinina se une a los B-receptores que conducen a un
eventual aumento en el nivel de Ca*? intracelular. La union de bradiquinina a B-
receptores y el aumento de Ca*? estimula la éxido nitrico sintasa (NOS) para convertir
a la L-argininia en 6xido nitrico (NO), un potente vasodilatador. La ECA puede, por lo
tanto, inhibir indirectamente la produccion de NO ya que hidroliza la bradiquinina en

fragmentos inactivos. (Norris y FitzGerald, 2013).



INTRODUCCION

ANGIOTENSINOGENO

)\ -
-
|

m ECA2
SEIFEENEBe — BEAFEHRE
ANGIOTENSINA (1-10) ANGIOTENSINA 1-9
CATEPSINA G ]
QUIMASA m
= B
| 7
Péptidos v
o FEICEEBE_ ", SaE0RHE
ANGIOTENSINA I (1-8) 400> ANGIOTENSINA 1-7
Aminopeptidasa A ﬂ l

EODLBEE
ANGIOTENSINA IIl (2-8) Qs (val)(Te i)

Aminopeptidasa N ﬂ ANGIOTENSINA 1-5

ADOEOS

ANGIOTENSINA IV (3-8)

Figura 1. Cascada enzimatica del sistema renina-angiotensina mostrando prorenina y
sitios de accion de la renina y las enzimas convertidoras de angiotensina ECA y ECA-
2. Fuente: Sociedad Argentina de Hipertension.

En resumen, la angiotensina-ll es el componente con mayores efectos biol6gicos del
SRA. La inhibicién de ECA, por lo tanto, induce una disminucién de la presion arterial
al aumentar los niveles de bradiquinina y disminuir los de angiotensina Il (Rice y col.,
2004). Altos niveles de ECA pueden incrementar la vasoconstriccion y
consecuentemente el desarrollo de alta presién sanguinea con el acompafiamiento de

sintomas patolégicos (Tovar-Pérez y col., 2009).

1.3. Alimentos funcionales

Una de las alternativas para disminuir la prevalencia de la hipertension es el cambio de
los habitos dietarios y el aumento del consumo de ingredientes funcionales que
ayuden a disminuir y/o regular la tension arterial en el organismo (OMS, 2013).

El concepto de alimento funcional surge a partir de los afios “80, en Japén, donde
comienza a existir preocupacién por el incremento de los gastos en salud,
consecuencia del aumento de la expectativa de vida de sus habitantes. Por este

motivo se plante6 como objetivo la obtencion de productos que provean los nutrientes

5
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necesarios para evitar carencias y mejorar la calidad de vida de los adultos mayores.
Existen diferentes definiciones en la bibliografia, la mas ampliamente utilizada fue
propuesta por el ILSI (International Life Science Institute) que los defini6 de la
siguiente forma: “un alimento puede considerarse funcional si se demuestra
satisfactoriamente que ejerce un efecto beneficioso sobre una o mas funciones
selectivas del organismo, ademas de sus efectos nutritivos intrinsecos, de modo tal
gue resulte apropiado para mejorar el estado de salud y bienestar, reducir el riesgo de
enfermedad, o ambas cosas” (Dipplock y col., 1999).
En general los beneficios para la salud estdn asociados con la reduccion del riesgo de
padecer una determinada enfermedad. El alimento aporta componentes con una
determinada funcionalidad o actividad fisiolégica ademas de sus nutrientes
caracteristicos y debe formar parte de una dieta normal o un patrén de consumo de
una region geogréfica y/o contexto cultural. Esto significa que lo que es considerado
un alimento funcional en un pais dado no necesariamente lo es en otro. Existen
alimentos funcionales naturales y otros que pueden convertirse en funcionales durante
su procesamiento (Roberfroid, 2000).
Desde un punto de vista practico un alimento funcional puede ser:

o Un alimento natural

o Un alimento al cual se le afiade un componente

o Un alimento al cual se le sustrae algin componente

o Un alimento en el que la naturaleza de uno o0 mas componentes ha sido

modificada
o Un alimento en donde la biodisponibilidad de uno o mas componentes ha
sido modificada

o O una combinacion de las posibilidades anteriores
Los alimentos funcionales pueden contener componentes de diferente naturaleza con
probada actividad fisioldgica, denominados compuestos bioactivos. Dentro de este
conjunto de sustancias se encuentran las proteinas alimentarias y los péptidos
encriptados en su secuencia. En los Ultimos afios se ha evidenciado una tendencia
creciente e interés en la utilizacion de péptidos derivados de proteinas alimentarias
debido a su variedad y remarcable multifuncionalidad (Martinez-Maqueda y col., 2012;
Udenigwe y Aluko, 2012).

1.4. Péptidos bioactivos

Existen numerosos estudios publicados en la literatura que documentan la bioactividad

de péptidos derivados de fuentes alimentarias proteicas. Los primeros descubrimientos
6
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de péptidos derivados de alimentos fueron obtenidos a partir de productos lacteos
(Nongonierma y FitzGerald, 2016). Las proteinas de origen animal, debido a su alta
calidad, han sido ampliamente estudiadas como fuente de péptidos bioactivos
(Escudero y col.,, 2010; Udenigwe y Howard, 2013). Subproductos conteniendo
proteinas provenientes de la faena de animales, industria pesquera, agua residuales
de aceitunas, suero de queso, etc. también han sido estudiados como fuentes
potenciales de péptidos bioactivos (Mora y col., 2015; Ryder y col., 2016); asi como
hidrolizados de proteinas de huevo, soja y mani (Tanzadehpanah y col., 2012; Jiy col.,
2014; De Oliveira y col., 2015).

Hay dos criterios que actualmente son los mas utilizados para seleccionar proteinas
alimentarias como fuentes de péptidos bioactivos, por un lado se busca aumentar el
valor agregado de fuentes subutilizadas o subproductos de la industria alimentaria
ricos en proteinas y por otro utilizar proteinas que contengan secuencias de péptidos
especificos o residuos de aminoacidos de particular interés farmacologico. La
combinacién de estos dos criterios puede conducir a la seleccién de fuentes proteicas
que se utilicen para la produccion de secuencias peptidicas potentes y bien definidas
(Udenigwe y Aluko, 2012).

Existen diferentes metodologias para obtener péptidos bioactivos in vitro. Los péptidos
pueden ser liberados mediante una hidrélisis enzimatica durante una digestiéon
gastrointestinal simulada utilizando la accién secuencial de pepsina y pancreatina
entre otras enzimas (Hernandez-Ledesma y col., 2011). También pueden ser liberados
mediante fermentacion de los alimentos adicionando un starter o haciendo uso de la
flora nativa del alimento; las bacterias lacticas han sido ampliamente utilizadas para
este fin. Una de las estrategias mas empleadas a escala de laboratorio para la
obtencion de péptidos con actividad fisiologica es la hidrélisis enzimética. Se han
utilizado con éxito enzimas de origen animal (tripsina, pepsina), vegetal (papaina,
bromelina) y microbiano (alcalasa) solas o en combinacion, para lograr una mayor
degradacion proteolitica (Morris Quevedo y col., 2001). Cada una de ellas requiere
determinadas condiciones (pH, temperatura, tiempo, etc.) para generar como producto
final perfiles peptidicos Unicos. A su vez se pueden utilizar diferentes técnicas como
las altas presiones hidrostéticas, el tratamiento térmico o el ultrasonido para modificar
la estructura proteica e incrementar la hidrolisis enzimatica.

El parametro mas usado para describir el resultado de un proceso de hidrélisis es el
grado de hidrdlisis (GH). Este parametro se define como el porcentaje de enlaces
peptidicos escindidos en relacibn a los que contiene la proteina original. Los

hidrolizados proteicos que se producen en el campo de la alimentacion presentan bajo
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grado de hidrdlisis, entre 1% y 10%, cuando se desea mejorar las propiedades
tecnofuncionales, o alto grado de hidrdlisis, superior al 10%, cuando se desea
utilizarlos en alimentacion especializada y/o como fuente de péptidos bioactivos
(Benitez y col., 2008).

Se han descripto una gran variedad de actividades biol6gicas atribuidas a péptidos
provenientes de proteinas alimentarias. Entre ellas podemos mencionar la actividad
antihipertensiva, antitrombotica, hipocolesterolémica, antioxidante, antimicrobiana,
anticancerigena y actividad opioide. Las mismas se pueden agrupar de acuerdo al

sistema fisioldgico sobre el cual ejercen su efecto, tal como se muestra en la Figura 2.

ANTIHIPERTENSIVO QUELANTE | | INMUNOMODULADOR
HIPOCOLESTEROLEMICO OPIOIDE
ANTIOXIDANTE ANTIMICROBIAND
ANTITROMBOTICO ANTICANCERICEND
Sistema Sistema Sistema Sistema
Cardiovascular Nervioso Castrointestinal Inmune

Figura 2. Efecto de los péptidos bioactivos en los principales sistemas del organismo

La presencia de bioactividad depende de la secuencia aminoacidica y del tamafio de
los péptidos, que generalmente varia entre 2 y 20 aminoacidos, aunque en algunos
casos puede consistir en mas de 20 aminoacidos. Un ejemplo es la lunasina, péptido
con actividad antitumoral de 43 aminoacidos (De Lumen, 2005). La bioactividad
especifica de los péptidos alimentarios depende ademas de sus propiedades
estructurales y de las caracteristicas fisicoquimicas de los residuos de aminoacidos
constituyentes como por ejemplo: hidrofobicidad, carga molecular y del volumen de la
cadena lateral (Pripp y col., 2005).

El hecho de que los biopéptidos provengan de diferentes fuentes de origen animal y
vegetal, abre un campo muy interesante para revalorizar fuentes alimentarias poco
explotadas. El amaranto, asi como otros granos de origen andino resulta en este
sentido un cultivo que reviste mucho interés, tanto por su potencial agronémico como
por el alto valor nutricional de sus hojas y semillas. Por otra parte en los ultimos afios
distintos estudios han mostrado la potencialidad de péptidos bioactivos encriptados en

las proteinas presentes en el grano, lo que ha renovado y dado nuevo impulso a este
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antiguo cultivo (Silva-Sanchez y col., 2008; Tiengo y col., 2009; Fritz y col., 2011,
Venskutonis y Kraujalis, 2013; Orsini Delgado y col., 2016; Tang y Tsao, 2017).

1.5. El grano de amaranto

La globalizacién de la agricultura y en consecuencia su industrializacion parecen
inexorables, con efectos secundarios negativos en todo el mundo. Estos efectos
incluyen, pero no se limitan, el desarrollo tecnolégico sesgado del uso de solo algunas
especies de plantas altamente fértiles, alta demanda energética con el uso intensivo
de fertilizantes, la produccién de monocultivos y de esta manera una reduccion en la
diversidad genética de la agricultura. Como consecuencia, la seguridad alimentaria
mundial se ha vuelto cada vez mas dependiente de solo un pufiado de cultivos. La
humanidad a lo largo de su historia ha utilizado mas de 10,000 especies comestibles y
en la actualidad solo se comercializan 150 especies de plantas a escala global de
manera significativa. S6lo 12 de ellas proporcionan aproximadamente el 80% de la
energia alimentaria y mas del 60% del requerimiento global de proteinas siendo las
calorias satisfechas solo por cuatro especies: arroz, trigo, maiz y papa (FAO, 2005).
La reduccién del numero de cultivos de los que dependen la seguridad alimentaria
mundial y el crecimiento econémico ha puesto en peligro la oferta futura de alimentos y
los ingresos rurales. Los hechos mencionados conllevan profundas consecuencias
ambientales y la preocupacién por la pérdida de variedades de cultivos. Esto ha
estimulado a las organizaciones y cientificos de todo el mundo a recuperar, investigar
y difundir el conocimiento en la produccién y utilizacion de especies de plantas
desatendidas, subexplotadas y nuevas, o los llamados cultivos alternativos. Los
cultivos alternativos son especies de plantas que se utilizan tradicionalmente para la
alimentacion, forraje, obtencion de aceites y/o propiedades medicinales (Mlakar y col.,
2010). En este sentido, el grano de amaranto ha sido revalorizado en las Ultimas
décadas como cultivo alternativo con buena calidad nutricional y su valor ha ido
creciendo en los ultimos afios debido a diversas investigaciones que dan cuenta de la
presencia de compuestos bioactivos en su composicion.

Los granos de amaranto estan ampliamente distribuidos en las regiones templadas y
tropicales de todo el mundo, pero, de acuerdo con Sauer (1950), las tres principales
especies de amaranto se encuentran en América Central y del Sur: Amaranthus
hypochondriacus es nativa de la zona noroeste y central de México, Amaranthus
caudatus es nativa de los Andes, y Amaranthus cruentus es del sur de México y la
region central de Guatemala. Con la colonizacion de América por los espafioles, y la

imposicion del catolicismo, el amaranto fue prohibido de manera de limitar las
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creencias paganas con lo cual cay6é en desuso. En 1975 la Academia Nacional de
Ciencias de los Estados Unidos (United Academy of Sciences, 1975) llevé a cabo un
estudio por el cual consideré al amaranto como un cultivo poco explotado y con futuro
potencial por su capacidad de crecer en zonas desfavorables y sus propiedades
nutricionales. Los estudios sobre la utilizacién y el valor nutricional del amaranto
comenzaron en la década de 1970, cuando los investigadores de ese entonces lo
describieron como un cultivo con un valor econémico prometedor (Sciences, 1984) y el
interés crecié mas cuando en la década de 1980 se descubrié que era una fuente
potencial de proteinas de alta calidad y con componentes nutritivos sobresalientes
(Segura-Nieto y col., 1992; Tucker, 1986; Mlakar y col., 2010).

El género Amaranthus (L.) pertenece al orden Caryophyllales y a la familia
Amaranthacea que incluye plantas herbaceas dicotiledéneas C4 (Mlakar y col., 2010).
Las dicotiled6neas son plantas con dos hojas embrionarias en sus semillas, diferentes
a las monocotiledéneas gramineas, familia a la que pertenecen los cereales como el
arroz, el maiz y el trigo (Mlakar y col., 2010). Las dicotiledéneas no contienen
proteinas generadoras de gluten y son facilmente digeribles, razén por la cual su
consumo, sobre todo en paises europeos donde la incidencia de la enfermedad
celiaca es alta, ha aumentado y se ha promovido en los Ultimos afios. El amaranto
tiene algunas ventajas agrondémicas que incluyen un crecimiento rapido y cierta
resistencia y tolerancia a condiciones extremas y suelos pobres. Las plantas de
amaranto tienen una notable capacidad para adaptarse a condiciones de crecimiento
desfavorables, como suelos con baja concentracion de nutrientes, arenosos, un amplio
rango de temperatura e irradiaciéon (Orona-Tamayo y Paredes-LOpez, 2016). Las
semillas, contenidas en los frutos, son levemente lenticulares y de tamafio muy
pequefio, aproximadamente 2 mm de didmetro. Se pueden encontrar semillas de
diversos colores, desde el negro pasando por el rojo, hasta el marfil y el blanco. El
amaranto es capaz de realizar fotosintesis con alta eficiencia, ya que al ser una planta
C4 su mecanismo de fijacion de carbono supera al resto de las plantas. Las plantas
tipo C4 crecen, en general, mas rapidamente, responden bien a condiciones
ambientales adversas y utilizan mas eficientemente el agua consumida para formar
biomasa en comparacion con las plantas C3. Estas caracteristicas hacen que las

plantas C4 sean mas amigables con el medio ambiente.

1.5.1. Componentes nutricionales del amaranto

El amaranto se considera un grano multipropdsito con alta calidad nutricional

(Venskutonis y Kraujalis 2013). La composicion aproximada obtenida de la harina del
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grano de amaranto de las tres principales especies se muestra en la Tabla 1. El grano
de amaranto contiene proteinas altamente digeribles (aproximadamente 90%) con
buenos niveles de aminoécidos esenciales; su equilibrio estd cercano del 6ptimo
requerido para la dieta humana (FAO, 2011). Dependiendo de la especie, el contenido
total de proteina oscila entre el 13,2% y el 18,4% (Paredes-LOpez, 1994). Las
proteinas de amaranto son ricas en lisina (3,2-13,1 g/ 100 g de proteina) y en
amino&cidos azufrados (cisteina y metionina en los rangos de 2,0-3,8 y 0,6-2,4 g / 100
g de proteina, respectivamente) (Paredes-Lopez, 1994; Mlakar y col., 2010; Awasthi y
col., 2011).

Tabla 1. Composicion aproximada de las tres principales especies del grano de
amaranto. Adaptacion del libro Amaranth: Biology, Chemistry and Technology.

Paredes-Lopez 1994. Los porcentajes estan expresados en base seca.

Compuesto A.hypochondriacus A.cruentus A.caudatus
Proteina (% p/p) 17,9 13,2-18,2 17,6-18,4
Lipidos (% p/p) 7,7 6,3-8,1 6,9-8,1
Fibra (% p/p) 2,2 3,6-4,4 3,2-5,8
Cenizas (% p/p) 4,1 2,8-3,9 3,1-4,4

En cuanto al contenido de fibra, las semillas de amaranto tienen altos valores de fibra
(2,2-5,8%) que pueden variar dependiendo de la especie (Singhal y Kulkarni, 1988;
Repo-Carrasco-Valencia y col., 2009). El contenido de lipidos reportado varia entre
1,9% y 13% (Segura-Nieto y col.,, 1994), los principales &cidos grasos que se
encuentran en las especies de granos de Amaranthus son los acidos palmitico (19,1-
23,4%), oleico (18,7-38,9%) y linoleico (36,7-55,9%). El acido linoleico es el mas
abundante (He y col., 2002). Los carbohidratos son el principal constituyente del grano
de amaranto y el almidén es el compuesto principal en esta fraccion (57-62,0%)
(Paredes-L6pez y col., 1990), seguido de sacarosa como azUcar principal, rafinosa,
glucosa, fructosa, estaquiosa, maltosa e inositol que estan presentes en bajas
concentraciones (Becker y col., 1981). Otros compuestos bioactivos valiosos en los
granos de amaranto incluyen acidos fendlicos, flavonoides, antocianinas, taninos y
fitosteroles (Repo-Carrasco-Valencia y col., 2009; Alvarez y col., 2010). Los granos de
amaranto también son una buena fuente de minerales como Ca, Fe, Mg, Mn, K, P y
Na, y poseen una alta concentracion de vitaminas del complejo B (Alvarez y col.,
2010).
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El Cbdigo Alimentario Argentino ha incorporado las especificaciones relacionadas con
el amaranto hace unos veinte cuatro afios, en 1994. En el Capitulo XI, Alimentos
vegetales, encontramos la siguiente especificacion: “con el nombre de Amaranto se
entienden las semillas sanas, limpias y bien conservadas de las siguientes especies
de este pseudocereal: Amaranthus cruentus L., Amaranthus hypochondriacus L.,
Amaranthus caudatus L. y Amaranthus mantegazzianus Passer.” Ademas, especifica
los siguientes valores:

El contenido de proteinas no debe ser menor de 12,5%

La humedad no debe ser mayor de 12,0%

El contenido de cenizas debe ser menor de 3,5%

El contenido de almidon no debe ser menor de 60%

El peso hectolitrico minimo sera de 77 kg.

Los granos de amaranto, que respondan a las especies mencionadas, seran de color
blanco, &mbar palido, amarillo o castafio muy palido, opacos o transllicidos" (CAA,
Articulo 660 - Res MSyAS 80, 13/01/94).

1.5.2. Proteinas del amaranto

Las proteinas de almacenamiento de semillas pueden clasificarse utilizando el criterio
de Osborne (Osborne, 1924) que se basa en la extraccion de fracciones proteicas de
las harinas obtenidas a partir de las semillas, segin su solubilidad diferencial en
diferentes medios. Asi, las proteinas de semillas se pueden clasificar en cuatro
fracciones. La fraccion proteica que se extrae por solubilizacion en agua destilada se
conoce como albuminas; en general corresponde a proteinas involucradas en las rutas
metabdlicas. Si sobre el residuo de la extraccion con agua se utiliza una solucién
salina diluida, se extraeran las proteinas que corresponden a la fraccion globulinas.
Una vez separadas las globulinas y utilizando sobre el residuo una solucién
hidroalcohdlica se obtendra la fraccion conocida como prolaminas. Por ultimo,
utilizando soluciones de pH extremo o incorporando detergentes en el solvente de
extraccion, obtendremos la fraccién glutelinas. Las globulinas, prolaminas y glutelinas
generalmente corresponden a proteinas de reserva. Estas proteinas se localizan en
las semillas a fin de ser utilizadas como fuente de nitrégeno en el momento de la
germinacion para originar una planta. En el caso particular del amaranto, existe una
fraccion proteica cuantitativamente importante que se obtiene por extraccion con agua
destilada luego de extraer las albuminas y las globulinas, denominada globulina-P.

La fraccion globulinas es cuantitativamente el grupo mas importante encontrandose en

el aislado en un porcentaje cercano al 56 %. La fraccion albiuminas se encuentra en
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segundo lugar, representando aproximadamente el 26% de las proteinas totales. La
fraccion glutelinas representa el 18 %, y finalmente las prolaminas representan la
fraccion minoritaria entre el 1,5y 11 %. Estos valores corresponden a los hallados en
nuestro laboratorio (Castellani y col., 2000), no encontrdndose en bibliografia un total
consenso, dado que las diferentes condiciones de extraccion utilizadas por distintos
investigadores hace que las fracciones proteicas de la harina se distribuyan en
proporciones diferentes (Segura-Nieto y col., 1994; Marcone y Yada, 1998).

Las globulinas estdn compuestas por cantidades semejantes de globulina 11S
(Segura-Nieto y col., 1994; Paredes-Lopez, 1994; Martinez y col., 1997) y globulina-P,
una globulina tipo 11S presente en el amaranto con caracteristicas particulares, entre
las que se destacan su gran tendencia a polimerizarse y la menor solubilidad que
presenta en soluciones salinas neutras (Martinez y col., 1997; Quiroga, 2008). En
menor proporcién se encuentra la globulina 7S descrita por Barba de la Rosa y col.,
(1992) y Martinez y col., (1997). La globulina 11S esta formada por un hexamero de
masa molecular entre 300 y 360 kDa (Marcone y Yada 1998). El mismo est4 formado
por subunidades de masa molecular entre 50 y 70 kDa unidas por interacciones
covalentes, cada una de ellas formada por un polipéptido acido de masa molecular 32-
34 kDa (péptido tipo A) y un polipéptido basico de masa molecular 20-22 kDa (péptido
tipo B) unidos por un enlace disulfuro. En la globulina-P se observa la presencia de un
polipéptido de 56 kDa (P56) el cual podria ser precursor de las subunidades A-B
previo a la protedlisis postraduccional que conduce a la sintesis de las subunidades
maduras (Martinez y col., 1997; Castellani y col., 2000).

La fraccion albuminas es la que se extrae de la harina en una primera instancia con
agua. Esta constituida por polipéptidos de diversos tamafios, la mayoria entre 10 y 43
kDa (Segura-Nieto y col., 1992; Marcone, 2000), aunque también han sido detectados
otros polipéptidos de mayor masa molecular, hasta 94 kDa (Konishi y col., 1991). En
general se destacan algunos polipéptidos con masas moleculares de 12 kDa y 35 kDa.
La mayoria de los polipéptidos son monoméricos, no disociables por mecaptoetanol.
Se conoce también que la estabilidad térmica de esta fraccion proteica es muy baja
siendo su temperatura de desnaturalizacion de 64 °C (Martinez y Afidn, 1996).

La fraccion glutelinas, si bien se diferencia de las globulinas por ser soluble solo a pHs
extremos, presenta una composicion polipeptidica y caracteristicas estructurales
similares a la globulina-P (Abugoch, 2006).

Las prolaminas constituyen una fraccion formada por polipéptidos de baja masa
molecular. Existen algunas discrepancias acerca de los componentes mayoritarios que

la constituyen. (Gorinstein y col., 1991) informan que los péptidos mayoritarios tienen
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pesos moleculares entre 10 y 14 kDa, mientras que (Segura-Nieto y col., 1992)

encuentran algunos péptidos de masa molecular algo mas alta, entre 16 y 22 kDa.

1.5.3. Péptidos antihipertensivos identificados en amaranto

Las semillas de amaranto pueden ser una fuente potencial de varios péptidos
bioactivos con diferentes funciones bioldgicas relevantes en algunos trastornos
importantes de la salud humana como el cancer, la hipertension, las funciones
antioxidantes, la diabetes mellitus, entre otras (Caselato-Sousa y col., 2012).

En este sentido, los péptidos bioactivos se han evaluado como una nueva alternativa
contra la hipertension (Martinez-Maqueda y col., 2012). Como se menciond
previamente, la hipertensién es tratada con diversos medicamentos sintéticos que
afectan sitios claves de las vias metabdlicas relacionadas particularmente con el
sistema renina-angiotensina. Entre este tipo de medicamentos se encuentran, los
inhibidores de la ECA, los B-bloqueantes, diuréticos y blogqueantes de los receptores
de angiotensina-ll. Una alternativa a este tipo de medicamentos la ofrecen los péptidos
bioactivos los cuales se sabe pueden ejercer diferentes acciones fisioldgicas. Los mas
estudiados, hasta el presente, son aquellos inhibidores de la ECA. En la mayoria de
los casos estos péptidos han sido identificados y caracterizados haciendo uso de
ensayos in vitro y, en menor medida, se han realizado ensayos in vivo, tanto en
sistemas animales modelo como estudios clinicos en humanos (Fritz y col., 2011;
Quiroga y col., 2012; Martinez-Maqueda y col., 2012). La actividad antihipertensiva
potencial de proteinas y péptidos de amaranto fue mayormente estudiada in vitro como
la capacidad inhibitoria de ECA. Asi se demostré esta actividad en un hidrolizado
triptico de glutelinas con un ECso de 0,20 mg/ml (Barba de la Rosa y col., 2010) y en
fracciones peptidicas aisladas por HPLC en fase reversa (RP-HPLC) de hidrolizados
de albuminas y globulinas obtenidos por accién de alcalasa, con ECs, de 0,35 y 0,15
mg/ml respectivamente (Tovar-Pérez y col.,, 2009). En nuestro laboratorio se ha
demostrado que hidrolizados de aislado proteico de A. mantegazzianus de diferente
grado de hidrdlisis, obtenidos por accién de alcalasa, son potencialmente mas activos
gue los aislados sin hidrolizar, alcanzando un ECso de 0,12 + 0,02 mg/ml (Fritz y col.,
2011). Por otra parte, también hemos encontrado que las fracciones proteicas de
globulinas 7S y 11S presentan actividad antihipertensiva luego de ser sometidas a
digestion gastrointestinal simulada presentando un ECso de 0,22 mg/ml (Quiroga y col.,
2012). Por su parte, Tiengo y col., (2009) analizaron la capacidad inhibitoria de ECA
de un concentrado proteico de amaranto sometido a varios tratamientos, digestion

gastrointestinal in vitro, hidrélisis con alcalasa y calentamiento. Los resultados
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obtenidos por estos autores indican que la mayor actividad corresponde al hidrolizado
con alcalasa (ECso = 0,118 mg/ml), la cual no se modificé significativamente luego del
tratamiento térmico y la digestiobn gastrointestinal simulada. Fracciones peptidicas
provenientes de estas muestras presentaron valores de ECso levemente superiores a
los correspondientes a las muestras originales (Tiengo y col., 2009). Luna-Suérez y
col., (2010) insertaron en la subunidad &cida de la globulina 11S cuatro copias en
tandem de un dipéptido de probada actividad antihipertensiva (VY) con el objetivo de
incrementar la capacidad inhibitoria de ECA de las proteinas de amaranto. Esta
modificacion de la secuencia aminoacidica de 11S mostré una actividad superior a la
presentada por los hidrolizados (ECso =0,064 mg/ml).

En relacion a la actividad inhibitoria de ECA se realizaron también estudios in silico a
partir de secuencias conocidas de proteinas de amaranto que mostraron poseer
secuencias bioactivas encriptadas (Vecchi y Afdn, 2009; Barba de la Rosa y col.,
2010). Vecchi y AfAdn (2009), a partir de un estudio in silico sobre la secuencia de la
globulina 11S, predijeron la actividad inhibitoria de dos tetrapéptidos, VIKP y ALEP,
ubicados en la superficie molecular; actividad que fue confirmada mediante
experiencias in vitro. Unas pocas experiencias ex vivo permitieron proponer posibles
mecanismos de accién. Mediante experiencias con musculo papilar de corazén y
musculo liso de aorta, aislados de ratas hipertensas, se propuso que los hidrolizados
de amaranto estarian actuando a nivel local o autocrino del SRA (Fritz y col., 2011).
Por otro lado, Barba de la Rosa y col., (2010) estudiaron el efecto de un hidrolizado
triptico de glutelina sobre la produccién de NO de un cultivo de células endoteliales
coronarias; los resultados obtenidos les permitieron proponer que el hidrolizado induce
la produccion endotelial de NO y la consecuente vasodilatacion a través de su
actividad inhibitoria de ECA. Estudios recientes realizados en nuestro laboratorio por
Quiroga y col., (2017) han demostrado por primera vez, la existencia de péptidos
encriptados en las proteinas de almacenamiento de amaranto capaces de inhibir a la
enzima renina. Dichos péptidos actian como inhibidores competitivos, estando su
potencia inhibitoria relacionada con la hidrofobicidad de los mismos. Sélo se ha
publicado, hasta el presente, una experiencia in vivo mostrando la capacidad
antihipertensiva de péptidos de amaranto (Fritz y col., 2011) mediante la

administracion intragastrica de hidrolizado a ratas hipertensas.

1.6. Biodisponibilidad de péptidos bioactivos

Los efectos fisiologicos de los péptidos bioactivos dependen de la capacidad de

alcanzar en forma activa sus o6rganos diana. Esto implica la resistencia a enzimas
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gastrointestinales y peptidasas de la membrana del borde en cepillo del intestino
delgado y absorcién a través del epitelio intestinal. La resistencia de los péptidos a
estos procesos generalmente se realiza por hidrélisis secuencial con pepsina y
extractos pancredticos, imitando las condiciones gastrointestinales, y con estudios in
vitro con células epiteliales intestinales. Aunque se pensO que los péptidos se
metabolizaban rapidamente a sus aminoacidos constituyentes, estos estudios han
demostrado que varios péptidos son resistentes a estos procesos fisioldgicos y pueden
alcanzar la circulacion (Hernandez-Ledesma y col., 2011). En la Figura 3 se puede
observar un esquema de las diferentes etapas que tienen que atravesar los péptidos
bioactivos hasta llegar a su 6érgano diana.

Proteina alimentaria

1 Fase gdstrica: pepsina

1 Fase duodenal: pancreatina, lipasa

Péptidos Bioactivos

Lumen intestinal Enterocito Sangre

=

Peptidasas del g Peptidasas
borde intracelulares Peptidasas séricas

en cepillo

v

v

v

Organo
diana

Figura 3. Esquema de la digestién de proteinas y del transporte transepitelial de los

péptidos hasta llegar a circulacion.
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El concepto de que cantidades significativas de pequefios péptidos pueden escapar de
la digestion total a aminoécidos e ingresar a la circulacion intactos es relativamente
nuevo. Para eso se ponen en juego varios transportadores que estan involucrados en
este paso, todos ellos mediante el aporte de energia, es decir, transporte activo. Para
lograr la absorcion, los dipéptidos y tripéptidos se transportan a través del epitelio
intestinal a través del transporte mediado por PepT1 de baja afinidad y alta capacidad,
y algunos otros son probablemente absorbidos por el transporte transcelular, la
difusion pasiva paracelular o por endocitosis (Vermeirssen y col., 2004; Udenigwe y
Fogliano, 2017).

En particular, los tripéptidos antihipertensivos derivados de proteinas lacteas Val-Pro-
Pro e lle-Pro-Pro, ya disponibles comercialmente para el consumo a través de
alimentos funcionales, se encuentran entre los muy pocos péptidos que se informa que
son estables después de la digestion gastrointestinal (Hirota y Nonaka, 2011).

La proteccion de los péptidos bioactivos frente a las posibles modificaciones
fisioldgicas es esencial para traducir la actividad demostrada in vitro hacia modelos
animales y humanos. Por este motivo, la encapsulacion se ha convertido en una
tecnologia relevante para mejorar la utilizacion y biodisponibilidad de péptidos
bioactivos derivados de las proteinas alimentarias (Mohan y col., 2015a). A su vez, la
encapsulacion de los péptidos bioactivos dentro de particulas coloidales puede ser uno
de los medios para protegerlos de la degradacién y para mejorar su bioactividad
(McClements, 2010).

1.7. Emulsiones como sistemas transportadores de péptidos bioactivos
1.7.1. Definicién de emulsién

Las emulsiones liquidas consisten en gotas de un liquido dispersas en otro liquido que
constituye la fase continua (Robins y col., 2002). Las emulsiones se pueden clasificar
de acuerdo a la naturaleza de las fases que la conforman. Asi, un sistema que
consiste en gotas de aceite distribuidas en un medio acuoso continuo se denomina
emulsion aceite en agua (o/w), como es el caso de la leche, las cremas, algunas
bebidas, mayonesas y salsas. Por otra parte, si la emulsion consiste en gotas de agua
distribuidas en un medio oleoso continuo recibe el nombre de emulsion agua en aceite
(w/0), como son por ejemplo, la margarina o la manteca (McClements, 2015). Ademas
de las emulsiones o/w y w/o tradicionales, existe otro grupo de emulsiones algo mas
complejas, denominadas emulsiones mdltiples, como las emulsiones o/w/o (es decir,

aceite-agua-aceite) o bien las w/o/w (agua-aceite-agua). Esta Ultima emulsion,

17



INTRODUCCION

consiste en gotas de agua dispersas en gotas de aceite mayores, que a su vez estan
dispersas en un medio acuoso continuo (Fig. 4) (McClements y Li, 2010).

Las emulsiones son sistemas termodinamicamente inestables debido a que poseen
una gran cantidad de area interfacial, acompafiada por una alta tension interfacial, lo
gue genera un aumento de la energia libre del sistema.

La variacion de la energia libre para crear una emulsion esta dada por la expresion:

AG =79 AAem - TASem ec.1

Siendo AG la energia libre requerida para aumentar el area Aem (M) de contacto entre
dos liquidos inmiscibles (a temperatura y presién constante), y (mN/m) la tensién
interfacial y S es la entropia, haciéndose el ultimo término (TASem) despreciable en el
caso de emulsiones alimentarias que tienen tamafios entre los 100 nm y 100 um, por
lo tanto estas van a ser termodindmicamente inestables. En los ultimos afios se ha
mostrado un interés creciente en la obtencion de emulsiones con didmetros de gotas

inferiores a los 200 nm (nanoemulsiones), debido a sus novedosas propiedades

fisicoquimicas, como su estabilidad y apariencia (Teo y col., 2016; Alzorqi y col.,
2016).

Figura 4. Diferente tipo de emulsiones segun la naturaleza se sus fases. De izquierda
a derecha emulsion: o/w, w/o, w/o/w, o/w/o. Fase oleosa (+), fase acuosa (e),

emulsionante (e).

Muchas proteinas son moléculas con actividad superficial que pueden ser usadas
como emulsificantes por su capacidad de facilitar la formacién, mejorar la estabilidad y
producir propiedades fisicoquimicas deseables en las emulsiones o/w. Las proteinas
se adsorben en las superficies de las gotas de aceite recién formadas mediante la
homogeneizacion de mezclas aceite-agua-proteina, en donde las proteinas facilitan la
ruptura de gotas por producir un descenso en la tension interfacial y un retardo de la

coalescencia de las gotas al formar membranas interfaciales que las rodean (Walstra,
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2003) La capacidad de las proteinas de generar interacciones repulsivas (estéricas,
electrostaticas) entre las gotitas de aceite y de formar una membrana interfacial que
sea resistente a la ruptura juega un papel importante en la estabilizacion de las gotas
contra la floculacion y la colaescencia durante el almacenamiento a largo plazo (Wilde
y col., 2004).

1.7.2. Formacién de una emulsién

Para producir una emulsion o/w se necesita aceite, agua, un agente emulsificante y
energia. Fabricar las gotas es un procedimiento simple, romperlas en otras mas
pequefias es mas complejo. Las gotas, a medida que se hacen mas pequefas van
volviéndose mas resistentes a las deformaciones debido a que se oponen a la presion
de Laplace que se incrementa al disminuir el tamafio de la gota. La energia necesaria
se reduce si se reduce la tensioén superficial y esta es una de las funciones del agente
emulsificante. La energia necesaria para formar y romper las gotas se suministra
generalmente por agitacion intensa con la cual se producen fluctuaciones de presién
debido al flujo turbulento (Ventureira, 2010). Los equipos que pueden utilizarse son:

e Agitadores rotatorios de alta velocidad

e Molinos coloidales

e Homogenizadores de vélvulas

¢ Homogeneizadores por ultrasonido

e Microfluidizadores

1.7.3. Desestabilizacion de una emulsién

El cambio de energia libre asociado con la formacion de una emulsién determina si el
proceso es o no termodindmicamente desfavorable, pero no da ninguna indicacién
sobre la velocidad a la cual las propiedades de la emulsion cambian con el tiempo, ni
del (los) mecanismo(s) responsables de estos cambios. Si la velocidad a la cual se
produce el cambio es lenta y la emulsion no presenta cambios significativos dentro de
la escala de tiempo de interés, se podria decir que el coloide es estable, desde el
punto de vista cinético, a pesar de no serlo desde el punto de vista termodinamico. El
hecho de que las emulsiones permanezcan en un estado cinéticamente estable (o
metaestable) puede atribuirse a la existencia de una energia de activacion (AG*), la
cual debe superarse para alcanzar la separacion total de las fases, que seria el estado
termodindmico més estable, donde el area interfacial es minima (McClements, 2015).

La estabilidad cinética de las emulsiones se atribuye a la naturaleza dinamica de estos

sistemas. Las gotas de una emulsién, lejos de permanecer estéticas, estan en
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continuo movimiento y colisionan unas con otras debido al movimiento browniano, la
gravedad o fuerzas externas aplicadas. El que las gotas se alejen o se fusionen
después de una colision va a depender de la naturaleza de las interacciones coloidales
gue se produzcan entre ellas. Por lo tanto, la estabilidad cinética de las emulsiones
estd determinada por la dindmica y las interacciones de las gotas que contienen
(McClements, 2015).

Las emulsiones pueden desestabilizarse de diferentes maneras ya sea por cambio de
tamafio de las gotas (maduracion de Ostwald, coalescencia) o por variaciéon de su
posicién o distribucion en el espacio (cremado-sedimentacion, floculacion) Figura 5.
Estos procesos pueden verse mutuamente afectados. Por ejemplo, la floculacion
facilita considerablemente el cremado, y si esto ocurre, facilita la floculacién, ademas
si la emulsion concentrada de la crema es muy compacta, mas rapida sera la

coalescencia (Ventureira, 2010).
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Figura 5. Distintas desestabilizaciones que pueden ocurrir en las emulsiones o/w.

1.7.3.1. Cremado/Sedimentacion

El cremado (en emulsiones o/w) o la sedimentacion (en emulsiones w/0) se produce
por la diferencia de densidad (8) (Kg/m?®) entre los dos liquidos que forman la emulsién
lo que producird en los objetos una fuerza de empuje. Las gotas cremaran o
sedimentardn a cierta velocidad (vs) (m/s) que se puede aproximar con algunas

limitaciones por la ley de Stokes:

Vs=¢g (da—Oc) d?/ 18 nc ec.2
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Donde: los subindices d y c corresponden a la fase dispersa y continua
respectivamente, d (m) es el didmetro de la particula, g (m/s?) es la aceleracion de la
gravedad y n (Pa.s) la viscosidad. Como se puede ver el cremado depende
notablemente del tamafio de la particula, las mas pequefias lo haran més lentamente
que las mas grandes. Igualmente en el comportamiento real de las emulsiones en los
alimentos existen muchas desviaciones de la ley de Stokes, debido a la concentracion
y distribucién de tamafios de las gotas presentes y a la viscosidad de la fase continua.
Para evitar o tratar de impedir el cremado se puede disminuir el tamafio de gota,
aumentar la viscosidad o minimizar la diferencia de densidad de las fases por

agregado de sustancias que la modifiquen.

1.7.3.2. Floculaciéon

La floculacion es el proceso por el cual dos o0 mas gotas se asocian unas con otras,
pero mantienen su integridad individual. La floculacion de gotas puede ser favorable o
perjudicial para la calidad de la emulsion en funcién de la naturaleza del sistema que
se desee. La floculacion acelera la velocidad de cremado en emulsiones diluidas,
situacion que suele no ser deseable ya que reduce se vida util (Dickinson y col., 1994;
Tan y col., 2004). También puede causar un aumento pronunciado de la viscosidad de
la emulsién e incluso puede dar lugar a la formaciéon de un gel (Demetriades y col.,
1997). En ciertos productos se espera tener una baja viscosidad y por lo tanto la
floculacion juega en contra de lo deseado. En otros productos, una floculacién
controlada puede ser ventajosa, ya que conduce a la creacion de una textura mas
deseable.

Para que ocurra floculacién lo primero que tiene que suceder es que las gotas se
aproximen. Esto puede producirse por diversos mecanismos como el movimiento
browniano, la accion de la gravedad o la aplicacion de esfuerzos mecénicos al sistema
como ocurre durante la homogeneizacion. Los métodos para controlar la floculaciéon se
basan en controlar la frecuencia de las colisiones (por ejemplo aumentando la
viscosidad de la fase continua o evitando las agitaciones durante el almacenamiento) o
disminuyendo la eficacia de las mismas (disminuyendo las interacciones coloidales
atractivas).

Los floculos pueden adoptar dos tipos de geometrias, abiertos y cerrados. Se genera
uno u otro dependiendo de las interacciones coloidales que se ocurren entre las
superficies de las gotas siendo més especificas en el caso de los abiertos. Cuando los

floculos son abiertos se puede producir una red tridimensional a lo largo de toda la
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emulsion que puede hacer que esta tome un comportamiento de gel (Bijsterbosch y
col.,, 1995). La presencia de fléculos aumenta la viscosidad de la emulsion por
aumento del radio hidrodindmico de las particulas.

1.7.3.3. Coalescencia

La coalescencia es el proceso por el cual dos gotas diferentes de una emulsién se
unen para formar una gota de mayor tamafio. Este proceso se ve favorecido por
diferentes situaciones:

- Pérdida de la forma esférica: esto sucede cuando las gotas se empacan demasiado y
adoptan formas poliédricas.

- Ruptura del film interfacial: Puede deberse a diferentes causas. Se puede producir un
hueco espontdneamente en el film por movimientos vibracionales térmicos de las
moléculas del emulsificante, dicho hueco puede interaccionar con la superficie sin
cubrir de otra gota y causar la coalescencia. La cantidad insuficiente de emulsificante
puede hacer que queden huecos en la membrana interfacial sin cubrir y si estos entran
en contacto se puede producir la coalescencia de las gotas (principalmente durante la
homogeneizacion). Si se estira el film por accion de fuerzas paralelas puede disminuir
la concentracién del tensioactivo en esa zona del film y abrir huecos en la superficie
susceptibles de producir coalescencia. Cuando las membranas son mas cohesivas o
viascoelasticas (como las formadas por proteinas globulares) se pueden producir
desgarramiento de la membrana por accion de las fuerzas paralelas que pueden

exponer la superficie de la gota (Ventureira, 2010).

1.7.3.4. Desproporcién de Ostwald

La desproporcion de Ostwald es causada por el transporte difusivo de la fase dispersa
desde las gotas mas pequefias a las mas grandes. El efecto que tiene lugar es el
crecimiento de las gotas mas grandes a expensas de las mas pequefias. Sin embargo,
la insolubilidad del aceite en la fase acuosa impide el transporte difusional, por lo que
este mecanismo es mas importante en otros sistemas dispersos, como las espumas,

donde el gas de las burbujas puede difundir a través de la fase acuosa (Friberg, 1997).
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1.8. Galletitas de amaranto como sistema funcional

Los granos de amaranto tienen altos contenidos de varios nutrientes y atributos no
solo para el consumo directo, sino también para el procesamiento y conversion en
varios ingredientes alimenticios. Su alto contenido proteico lo convierte en un
complemento notable para algunos alimentos procesados, como por ejemplo, los
alimentos carnicos (Dodok y col., 1997). Las proteinas se usan cominmente como un
ingrediente alimentario debido a su alto contenido, valor nutricional y su versatilidad
funcional. Es bien sabido que el alto costo de las proteinas animales para la poblacion
humana y para la propia industria alimentaria lleva a la produccién de proteinas
vegetales como una alternativa mas viable para la elaboracion de algunos productos
alimenticios (Martinez-Cruz y col., 2014).

El amaranto puede ser utilizado en muchas aplicaciones alimentarias que involucren la
coccion, popeado, extrusion, fermentacion y la produccion de pan o pasta. Las
semillas enteras se pueden consumir directamente después de cocinar en agua o se
pueden popear con calor seco y a tiempos cortos (sin adicion de grasa). Estos dos
procesos presentan las formas de consumo mas antiguas que se han aplicado
tradicionalmente. La utilizacion de amaranto en estos productos resulta de interés
debido a que durante el proceso de popeado desarrolla un sabor a nuez y por lo tanto,
puede mejorar la palatabilidad de los productos alimenticios (Santra y Schoenlechner,
2016).

Las galletitas tienen un lugar importante dentro de los “snacks” debido a su sabor,
crocancia y facilidad para comer. Son populares en todos los grupos etarios,
especialmente en los nifios. En general, las galletitas se preparan con harina de trigo,
la cual es deficiente en algunos aminoacidos esenciales como la lisina y el triptéfano
(Kent, 1975) mientras que los granos de amaranto son ricos en estos aminoacidos
(Mlakar y col.,, 2010). Para aumentar su valor nutritivo, las galletitas se pueden
preparar con harina fortificada o compuesta. Varios estudios han demostrado el
aumento del valor nutricional de galletitas incorporando diferentes fuentes vegetales
como por ejemplo: frijol blanco, semilla de sésamo (Hoojjat y Zabik, 1984), fibra de
maiz (Artz y col., 1990), proteina de soja y fibra (Shrestha y Noomhorm, 2002),
garbanzo, lenteja (Zucco y col.,, 2011), soja, maiz (Mishra y col., 2012) y cebada
(Sharma y Gujral 2014; Gupta y col., 2011). El amaranto también ha sido utilizado para
reemplazar parcial o totalmente a la harina de trigo en la preparacion de galletitas
(Sindhuja y col., 2005; Calderén de la Barca y col., 2010; Chauhan y col., 2015; 2016).

Las propiedades de los principales componentes presentes en amaranto y trigo son
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diferentes, particularmente las proteinas y polisacaridos. Por lo tanto, la utilizacién de
harina de amaranto en las recetas a base de trigo afecta diversos parametros
tecnolégicos de la masa y de las caracteristicas de calidad de los productos finales.
Los efectos dependen de muchos factores, principalmente de la proporcién del
reemplazo (parcial o total) y de la tecnologia utilizada para su produccion. Existen
numerosos estudios en la literatura que han tratado de determinar la cantidad 6ptima
de amaranto que podria usarse para la sustitucion de trigo, sin embargo, no es una
tarea facil debido a los diferentes y complejos procesos de fabricacion que se utilizan
(Venskutonis y Kraujalis, 2013).

A su vez, la ausencia de gluten hace que el amaranto sea adecuado para la
produccién de productos sin gluten. La produccién de pan y productos de panaderia o
pasta con harina de amaranto ha suscitado un gran interés en los Ultimos tiempos
debido a la necesidad de productos sin gluten como consecuencia del aumento de la
prevalencia de la enfermedad celiaca y la sensibilidad al gluten. Resumiendo a todas
las personas afectadas, el mercado puede estimarse en alrededor del 8-10% de la
poblacion mundial. Ademas de ser libre de gluten, el desafio de los alimentos sin
gluten es ofrecer un equilibrio nutricional adecuado (Santra y Schoenlechner, 2016).
La produccion de productos sin gluten en general, e incluyendo el amaranto en
particular, es un gran desafio y no se puede llevar a cabo sin la adicion de otros
ingredientes 0 sin una adaptacion especifica de los pasos de procesamiento
relevantes.

Hay solo dos trabajos publicados en la literatura en los que ademas de estudiar los
atributos fisicoquimicos, sensoriales y de calidad de masas y galletitas incorporando
harina de amaranto en su formulacion y analizar el aumento del valor nutricional
también evaluaron la presencia de compuestos bioactivos en el producto. Chauhan y
col., (2015) determinaron el contenido de fibra total y la capacidad antioxidante de
galletitas elaboradas con harina de amaranto integral y germinada y recientemente
Antoniewska y col., (2018) reemplazaron harina de trigo por mezclas de amaranto/trigo
sarraceno en la formulacién de muffins y evaluaron la capacidad antioxidante de
dichos panificados. Los resultados obtenidos en estos trabajos seran discutidos

posteriormente en el capitulo 3.
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OBJETIVO GENERAL

En base a:

¢ La informacion disponible sobre la baja biodisponibilidad de la mayoria de los
péptidos en condiciones fisiologicas debido a su reducida absorcién y rapida

eliminacion, consecuencia de los procesos de ingestion, digestion y absorcion.

e La relevancia que tendria disponer de conocimientos relacionados con la
estabilidad de péptidos bioactivos durante el transporte gastrointestinal para el
desarrollo de ingredientes y/o alimentos funcionales con efectos en la salud del

consumidor

Se propone como objetivo general del presente trabajo de tesis:

e Desarrollar sistemas transportadores de péptidos bioactivos que mejoren su
biodisponibilidad sin afectar su actividad fisiol6gica y desarrollar una matriz

alimentaria formulada a base de amaranto con actividad funcional.
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CAPITULO 1

I. Introduccién al capitulo

Las emulsiones aceite en agua son utilizadas como sistemas transportadores en
muchas industrias, incluidas las farmacéuticas, petroquimicas, en productos para el
cuidado de la salud, cosméticos, agroquimicos y alimentos. Estos sistemas tienen una
serie de ventajas potenciales como sistemas de suministro de componentes
alimenticios nutracéuticos y funcionales. En primer lugar, las emulsiones contienen
una region no polar (la fase oleosa), una regién polar (la fase acuosa) y una regién
anfifilica (la capa interfacial). Por lo tanto, es posible incorporar agentes funcionales
polares, no polares y anfifilicos dentro de una emulsién. Por ejemplo, un componente
lipofilico puede ser incorporado dentro de la fase oleosa antes de la homogeneizacion
mientras que algun compuesto hidrofilico puede ser incorporado en la fase acuosa
antes o luego de la homogeneizacion. En segundo lugar la estructura heterogénea de
una emulsién permite la posibilidad de generar nuevas estrategias para controlar la
estabilidad quimica de los componentes encapsulados por ejemplo, mediante
modificaciones en la interface o controlando la localizacion fisica de las sustancias de
interés (Coupland y McClements, 1996; McClements y Decker, 2000). En tercer lugar,
controlando la composicién y la microestructura es posible formular una emulsion con
diferentes caracteristicas reoldgicas, (desde un liquido viscoso, pastas plasticas hasta
sélidos elasticos), y de ese manera pueden prepararse de la forma méas conveniente
para la aplicacion especifica que se le quiera dar. En cuarto lugar, las emulsiones
pueden utilizarse en estado “fresco” o pueden secarse por diversas tecnologias
(secado spray, liofilizacién) convirtiéndolas en polvo permitiendo su transporte e
utilizacion en diversas aplicaciones. Finalmente, las emulsiones pueden crearse
enteramente con ingredientes alimentarios (agua, aceite, surfactantes, fosfolipidos,
proteinas y polisacaridos) utilizando condiciones de operacion simples como el
mezclado y la homogeneizacion.

Las emulsiones convencionales suelen ser el primer sistema de estudio para el
transporte de sustancias debido a su facil preparacion y bajos costos comparado con
sistemas de transporte mas sofisticados. Sin embargo, tienen ciertas limitaciones si se
comparan con sistema de transporte mas sofisticados, como por ejemplo, su
inestabilidad fisica cuando son expuestas a calentamiento, enfriamiento, congelacion,
secado, pHs extremos y altas concentraciones de sales (Mcclements y col., 2009).

Las emulsiones simples aceite en agua han sido utilizadas como sistemas de
trasnporte para una amplia variedad de componentes de diferentes alimentos
funcionales y es probablemente el sistema mas comun de transporte de sustancias

lipofilicas utilizado en la industria de los alimentos. Por ejemplo, emulsiones o/w han
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sido utilizadas para encapsular flavors lipofilicos e hidrofilicos (Tan, 2004), acido graso
w-3 (McClements y Decker, 2000; Klinkesorn y col., 2005; Gumus y col., 2017); &cido
graso w-6 (Fernandez-Avila y col., 2016), y la vitamina liposoluble licopeno (Ribeiro y
col., 2003; 2006).
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En base a lo previamente expuesto y con el propésito de desarrollar emulsiones que
puedan ser utilizadas como sistemas de transporte de péptidos bioactivos, se

proponen los siguientes objetivos:

[.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Caracterizar desde el punto de vista fisicoquimico, dispersiones y soluciones

de aislado proteico de amaranto a pH 2,0 y pH 6,3.

e Estudiar las propiedades funcionales del aislado proteico y el hidrolizado de

amaranto.

e Estudiar la formacién y estabilidad de emulsiones utilizando aislado proteico e

hidrolizado de amaranto como agentes tensioactivos y estabilizantes.

e Obtener un sistema de transporte de péptidos de amaranto que pueda

utilizarse para posteriores estudios de biodisponibilidad.
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l.2. MATERIALES Y METODOS
[.2.1. Materiales y muestras de amaranto
[.2.1.1. Obtencioén de la harina de amaranto

La harina se preparé en el laboratorio a partir de la molienda de las semillas enteras
de Amaranthus Hypochondriacus provistas por el Instituto de Agrobiotecnologia de
Rosario (INDEAR), Argentina. Las semillas fueron molidas en un molino ciclénico UDY
(UDY Corporation, USA) de 1 mm de malla. Posteriormente la harina se desgrasé
mediante un proceso de extraccién con n-hexano en una relacion de 10 g de harina
por cada 100 ml de solvente. Este proceso se realizd a temperatura ambiente con
agitacion continua en agitador magnético durante 5 h y en reposo durante 19 h
completandose todo el proceso en 24 h de contacto de la harina con el solvente.
Luego se separd la harina del hexano por filtracion y se la dej6 a temperatura
ambiente bajo campana durante 12 h esparcida sobre una superficie plana para
eliminar los restos de solvente. La harina se almaceno en frascos de vidrio herméticos

hasta su utilizacion.

[.2.1.2. Preparacion de los aislados proteicos de amaranto

El aislado proteico de amaranto (APA) se prepar6 de acuerdo al método descripto por
Martinez y Afon (Martinez y Afidn, 1996). La harina desgrasada se suspendié en
agua, en una concentracién 10% p/v, se llevé a pH 9,0 con NaOH 2 N, se agitd
durante 1 h a temperatura ambiente, se centrifug6 a 4°C por 20 min a 9000g vy el
sobrenadante se ajusté a pH 5,0 con HCI 2 N precipitando isoeléctricamente las
proteinas presentes. Las mismas fueron separadas por centrifugacién durante 20 min
a 9000g a 4°C, el precipitado se suspendié en agua y se neutraliz6 con NaOH 0,1 N.
Finalmente, la dispersion se congel6 a -80°C y se liofilizé. El sélido obtenido fue molido
y almacenado a 4°C en recipientes herméticos hasta su uso. La preparacion del

aislado se realiz6 en dos tandas durante el desarrollo de los ensayos.

1.2.1.3. Preparacion de los hidrolizados proteicos

Para preparar el hidrolizado de amaranto (HA) se utiliz6 APA como sustrato y alcalasa
(Proteasa de Bacillus licheniformis; Sigma, cat. #P4860, 2,4 Unidades Anson/g) en una
concentracion de 0,16 pl de enzima/g de APA. El APA se dispers6 a una
concentracion final de 1% p/v en un buffer fosfato 35 mM (pH 7,8) y se agité durante 1
h a 37°C, antes de adicionar la enzima. El tiempo total de hidrdlisis fue de 4 h y se
detuvo por calentamiento a 85°C en un bafio de agua caliente durante 10 min. Una vez

transcurrido el tiempo necesario para detener la reaccion, el recipiente se enfrié con
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agua de la canilla, la mezcla se congel6 a -80°C, liofilizé y se almacené a 4°C hasta su
utilizacion. El grado de hidrdlisis se determiné utilizando el método del ortoftaldehido
(OPA) descripto por Nielsen (2001). La preparacion del hidrolizado se realizé al menos

en dos ocasiones para utilizarse en los posteriores ensayos.

[.2.2. Determinacién del grado de hidrolisis (%GH)
[.2.2.1. Método del ortoftaldehido (OPA)

El grado de hidrdlisis se determind, como se indicé previamente, dosando los grupos
aminos libres mediante el método del ortoftaldehido (OPA) descripto por Nielsen
(2001) con algunas modificaciones como describié Cian y col., (2012).

La curva de calibracion se construyé a partir de una solucién de Leucina (Sigma-
Aldrich, USA) 1mg/ml. Para llevar a cabo la reaccién se adicion6 750 pul del reactivo de
OPA sobre 100 pl de la muestra, se agitd 5 s, se dejé reposar 2 min y finalmente se
midié la absorbancia a 340 nm, para lo cual se utiliz6 un lector de placas (BioTek
Synergy HT, USA).

Reactivos

Buffer de ensayo: Borato de sodio 0,15 M, 0,15 % p/v SDS, pH 9,5.

Reactivo color: OPA 5,97 mM en 1 ml de etanol, DTT (ditiotreitol) 5,7 mM disuelto en
100 pl de metanol, buffer borato pH 9,5 y agua destilada.

Célculos

El grado de hidrdlisis se calculd de acuerdo con la siguiente expresion:

GH % = [(NH2t — NH2 t=0)/NH2 totatles] X 100  ec. I.1

Donde: NHa: grupos aminos libres de la muestra, a tiempo de hidrélisis t; NH2 -0
grupos aminos libres de una muestra sin hidrolizar, a tiempo cero de hidrdlisis; NH»
totales: Jrupos aminos totales presentes en la proteina; NHz totales = NHae - NH2 =0,
donde, NH2., = (1/ PM aa promedio) X (1 + f Lys) X C prot. NH2..: corresponde a los grupos
aminos libres de una muestra completamente hidrolizada. PMaa: promedio de los
pesos moleculares de los aminoacidos de la proteina de la muestra. Para las proteinas
de amaranto se considera 130 g/mol; fuvs: proporcion de lisina en las muestras (1/20)
(Bressani y Garcia-Vela, 1990); Cprot: concentracion de la muestra utilizada en el

ensayo (g/l).
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[.2.3. Caracterizacion de las muestras
[.2.3.1. Determinacion del contenido de proteina total

Luego de su obtencién, el aislado y el hidrolizado se caracterizaron quimicamente. El
contenido total de proteina se determindé mediante el método de Kjeldahl utilizando el
valor 5,85 como factor para relacionar el contenido de nitrégeno determinado con el de
proteina (Scilingo y col., 2002). El contenido de proteina en base seca del APA vy del
HA fue 84,7 £ 0,1 % p/p y 48,6 = 3,0 % p/p respectivamente. El hidrolizado, durante la
etapa de la hidrolisis se enriquecié en minerales aportados por el buffer utilizado,
disminuyendo asi el contenido relativo del resto de los componentes.

[.2.3.2. Determinacion del contenido de humedad

El contenido de agua se determiné indirectamente, luego de conocer la contribucién de
la sustancia seca a la masa total, por secado en estufa a 105 + 1°C y presion
atmosférica hasta peso constante (AOAC, 1990). El contenido de agua del APA fue
7,7+0,3% p/pydel HA 9,4 + 0,3 % p/p.

[.2.3.3. Determinacion del contenido de minerales

La determinacion de cenizas se realiz6 gravimétricamente luego de calcinar la muestra
a 550 + 5°C y presion atmosférica hasta cenizas blancas (AOAC, 1990). La cantidad
de cenizas fue 3,3 £ 0,3 % p/p para el APAy 44 + 1,0 % p/p para el HA, sobre base
seca. Como ya se detall6 previamente el HA se enriguecié en minerales aumentando

el contenido de cenizas considerablemente.

|.2.4. Soluciones buffer utilizadas

Para la preparacion de las dispersiones y soluciones de APA y HA se utilizaron las
siguientes soluciones buffers

Buffer pH 2,0: 0,052 M H3sPO4, 0,048 M K;HPO4, 0,052 M NaCl, u=0,1.

Buffer pH 6,3: 0,047 M KH>PO,, 0,013 M K:HPO4, n = 0,1.

A todas las soluciones se les adicion6 0,01% p/v de azida de sodio para evitar la

proliferacién bacteriana.

[.2.5. Solubilidad

La cantidad de proteina soluble fue determinada por el método de Lowry (Lowry y col.,
1951). Este método se basa en el dosaje colorimétrico de productos provenientes de la
reduccion, a pH alcalino, del reactivo fosfotungtomolibdénico por los aminoacidos

aromaticos de las proteinas. Los productos de reaccion toman un color azulado y la
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absorbancia se mide a una longitud de onda de 750 nm. Para realizar las medidas de
solubilidad las muestras fueron dispersadas en el buffer pH 2,0 y el buffer pH 6,3,
descriptos en el item anterior, en una concentracion de 1 mg/ml y se agitaron en
agitador magnético durante 1h a 20°C. Todas las muestras se centrifugaron a 15000g
durante 15 min a 20°C. Inmediatamente de finalizada la centrifugacion se tomé una
alicuota del sobrenadante para conocer su contenido de proteina. Para la realizacion
de la curva de calibracion se utilizé como proteina patron albimina de suero bovino
(Sigma Chemical Co., nro. de cat. A-33350, USA) disuelta en el mismo buffer de la
muestra. Las lecturas de absorbancia de las distintas fracciones proteicas se
realizaron en un espectofotometro Beckman DU 650 (Beckman Co, USA), a una
longitud de onda de 750 nm. La solubilidad se expresé matematicamente de la

siguiente manera:

S% = Ps x 100/Pin ec. 1.2

Siendo Ps la concentracion de proteina en el sobrenadante y Pin la concentracion de

proteina inicial. Las concentraciones se expresaron en mg/ml de proteina.

[.2.6. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
[.2.6.1. Principio

La calorimetria diferencial de barrido o DSC (differential scanning calorimetry) es una
técnica que permite abordar el estudio de la conformacion de las proteinas desde un
angulo diferente al de las técnicas opticas. La misma se basa en el analisis del
proceso de desnaturalizacién o desplegamiento de la molécula de proteina inducido
térmicamente. Para ello la muestra y un material de referencia inerte, son sometidos a
un programa de temperatura controlada, midiéndose la diferencia de energia
entregada a la muestra y a la referencia en funcion de la temperatura y/o el tiempo.
Cualquier cambio térmico inducido (en el caso de la proteinas el cambio es la “fusion
estructural” o desnaturalizacién) es detectado como un flujo diferencial de calor y
registrado como un pico en el termograma. La transicion de una proteina desde una
conformacion nativa a una desnaturalizada est4 acompafiada por la ruptura de enlaces
intra e intermoleculares y el proceso debe ocurrir de manera cooperativa para ser
discernido por DSC. El analisis de un termograma de DSC nos permite la

determinacién de dos parédmetros importantes: la temperatura de desnaturalizacion

(T4, °C) y la entalpia de desnaturalizacién (AHq4, J/g).
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[.2.6.2. Operacion

Las medidas de DSC se realizaron en un calorimetro TA Q100 (TA Instruments,
USA). El equipo fue calibrado previamente a una velocidad de calentamiento de
10°C/min con indio, acido laurico y acido esteérico pro analisis.

El aislado nativo de amaranto (APA) se suspendié en agua bidestilada pH 5,5 en una
concentracion de 20% p/v. A su vez, para poder analizar el efecto del pH sobre las
caracteristicas estructurales del aislado proteico, se prepararon dispersiones en buffer
fosfato pH 2,0 y 6,3 a una concentracion de 2% p/v. Dichas dispersiones se agitaron
durante 1 h, se congelaron primero a -20°C y luego a -80°C y posteriormente se
liofilizaron. Una vez obtenido el polvo del aislado tratado, se prepar6 una suspension al
20% p/v para poder analizarla calorimétricamente. Las capsulas fueron calentadas
desde 40 a 120°C a una velocidad de 10°C/min. Luego de cada ensayo las capsulas
fueron pinchadas para permitir la salida de vapor y colocadas en una estufa a 105°C
hasta el dia siguiente determinandose el peso seco de las muestras analizadas. La
temperatura de desnaturalizacion (Tq) y la entalpia de desnaturalizacién (AH4) se
obtuvieron analizando los termogramas con el software Universal Analysis 2000
relacionandolas con el contenido de proteinas de las muestras obtenido a partir del
peso seco. Cada andlisis se realizé por triplicado. La T4 se obtuvo como la temperatura
de maxima deflexion de la transicién endotérmica, mientras que AH se calculd a partir
del area correspondiente a dicha transicion, que queda definida entre la linea de base

y el pico del termograma.
[.2.7. Tensiémetro de volumen de gota pendiente

1.2.7.1. Principio

Esta técnica se basa en la determinacién exacta del volumen de una gota de liquido
cuando se separa de un capilar. Incrementando el volumen de una gota pendiente de
manera controlada, el peso de la gota aumentara hasta llegar a un valor critico que no
puede ser contrarrestado por la tension superficial del liquido (y, mN/m) (Fig. I.1).

El balance de fuerzas en la gota se representa por la siguiente ecuacion:

Y=VXxgxAOXF/2XTmTXrcp ec.l3

Donde: V, volumen de la gota (ul), g, aceleracion de la gravedad (m/s?), AS (g/ml),
diferencia de densidad entre el fluido de la gota y el que la rodea, F, factor de

correccion, reap, radio del capilar (um). El factor de correccion F es una funcién de vy, A
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y reap determinado experimentalmente y tedricamente. Se encuentra disponible en

000

Figura l.1. Esquema de las etapas en la formacion de la gota y su desprendimiento.

tablas.

1.2.7.2. Procedimiento experimental

Se utilizé un tensiémetro LAUDA TVT2 (Lauda DR. R. Wobser Gmbh y Co., Alemania)
en modo dindmico (DYN). En este modo la gota pendiente es formada a diferentes
velocidades y la tensién superficial se calcula a cada velocidad por el volumen de la
gota cuando se desprende del capilar. Esta situacion es advertida por un sensor 6ptico
que se encuentra analizando un punto de la trayectoria de la gota cuando se
desprende. La variacion de la velocidad de creacion de la gota tiene como objetivo
controlar la maduracion de la interface, dando distintos tiempos al tensioactivo para
descender la tension superficial y alcanzar la compensacion de las fuerzas.

Para descartar la presencia de tensioactivos contaminantes el material de trabajo se
lavé con detergente y se enjuagd en una primera etapa con agua destilada y en una
segunda etapa con agua mili- Q.

Las soluciones buffer se midieron para controlar la ausencia de impurezas con efecto
tensioactivo. Todas las medidas se realizaron por triplicado.

Las medidas se llevaron a cabo con muestras de aislado proteico de amaranto e
hidrolizado de amaranto suspendidas en buffer fosfato pH 2,0, 0,1% p/v, agitadas
durante 1 h a temperatura ambiente y luego centrifugadas a 20°C por 15 min a 5000g.
Se trabajé con un programa de velocidad en el rango de tiempos de formacién de gota
de 0,07-3,00 s/ul.
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1.2.8. Tensiémetro de gota dinamico

El tensiémetro de gota dindmico (Tracker, IT-Concept. Saint-Clement, Francia) permite
conocer la tensién interfacial/superficial de una gota/burbuja a un tiempo dado de la
formacion de la misma. En nuestro trabajo se formdé una gota de aceite en una
solucion conteniendo el surfactante (proteina), con lo cual se determind la tension de
la interface aceite/agua, denominada tensién interfacial.

En la Figura |.2 se puede observar una representacion esquemética del Tensiémetro

de gota dindmico.

Surface Iensiul}“

— LW
\ 4 4

®

L1

Figura 1.2. Representacion esquematica y fotografia del tensiémetro dindmico de gota

(Tracker). 1: base de fibra 6ptica; 2: fuente luminosa; 3: jeringa; 4: motor; 5: camara,; 6:
computadora; 7: monitor de video. (Tomado de Alain CAGNA, IT-Concept, Saint-

Clementtes Places, France, 2008).

[.2.8.1. (COmo se determina la tension interfacial de una gota utilizando el
Tracker?

El software del Tracker utiliza dos ecuaciones para obtener la tension interfacial:

1) Ecuacion de Young-Laplace

AP =y (1/IR+1/R") ec.l4



CAPITULO 1

Donde AP (mN/m?): es la diferencia de presion dentro y fuera de la gota en un punto M
de la interface (Fig. 1.3), vy (mN/m), es la tension interfacial, R y R’ son los radios de

curvatura en el punto M de la interface. Siendo R y R’ ortogonales.

2) Ecuacion de equilibrio hidrostético en un plano que pasa por el punto M

2mxysen® =V (dnh +d)) g+ X2 AP ec. 15

Donde AP (mN/m?): es la diferencia de presién entre el interior y el exterior de la gota
en el punto M en la interface, g (m/s?): es la aceleracion de la gravedad, y (mN/m), es
la tension interfacial, V (m®): es el volumen por debajo de un plano que pasa por el
punto M, y &, y & (Kg/m?), son las densidades de las fases.

4

Figura 1.3. Perfil de la gota formada

1.2.8.2. Ecuacion de la gota en el punto M

No es posible sustituir simplemente la expresion de AP de la ecuacién de Young-
Laplace en la ecuacion 1.5, ya que la primera ecuacion se encuentra en coordenadas
de superficie y la ecuacion 1.5 en coordenadas cartesianas. Ambas ecuaciones deben
expresarse en el mismo sistema de coordenadas con el fin de combinarlas y obtener
una solucion para la tension interfacial (y). Dicha solucion se obtiene por sucesivas
aproximaciones. La ecuacion se puede simplificar de manera que la forma solo

dependa de un parametro denominado numero de enlace (w) (ecuacion 1.6)

w=gAd/yb?> ec.l6
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Donde Ad (Kg/m?®), es la diferencia de densidad entre las dos fases, g (m/s?), es la
aceleracion de la gravedad; b, es 1/r, donde r (m) es el radio de caida en su apice. Se
debe tener en cuenta que los radios de curvatura en el vértice de caida son iguales,
R=R".

1.2.8.3. Constantes de absorcidon y reordenamiento de proteina en la interface y

tensién de equilibrio

Para seguir el proceso de modificacion de la tensién interfacial en el tiempo y dado
gue los procesos de adsorcidn, desplegamiento y reordenamiento de las moléculas de
proteinas en la interface ocurren en forma simultanea, se utiliz6 como modelo cinético
una ecuacién de primer orden con dos componentes exponenciales propuesta por
Panizzolo (2005).

Yi=Aaerel+ AreKt+ye ec. 7

Donde ka (s) y kr (s?) son constantes de velocidad de primer orden para los procesos
de adsorcibn y reordenamiento de las proteinas en la interface aceite-agua
respectivamente y Aa (mN/m), Ar (mN/m), y ve (MN/m), son los parametros de amplitud
de la tension interfacial en los distintos estados conformacionales de adsorcion,

reordenamiento y equilibrio de la proteina en la interface.

1.2.8.4. Propiedades reolégicas de las peliculas interfaciales: Parametros

viscoelasticos

Las propiedades reologicas describen el comportamiento dindmico de las interfaces
fluido-fluido. Asi, dichas propiedades son, en parte, responsables de la estabilidad y la
textura de las emulsiones y espumas alimentarias, y son consecuencia de las
interacciones existentes entre las moléculas que hay en la interface y entre las
moléculas de la interface y las de la subface (Murray, 1997). La reologia interfacial
estudia las propiedades mecanicas y de flujo de las peliculas situadas en una interface
fluida. Las propiedades reolégicas que se pueden determinar de una pelicula,
dependiendo de la deformacién a que se ha sometido, son de corte o dilatacionales.
Las primeras se obtienen al someter la pelicula a esfuerzos que originan distorsiones
de la forma, manteniendo el tamafo, en cambio, las propiedades dilatacionales
manifiestan la respuesta de la interface a compresiones y expansiones que modifican

el tamafo, pero no la forma.
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Los pardmetros viscoelasticos, modulo dilatacional interfacial, E, y sus componentes
elastica, Eq, y viscosa, Ey, se midieron una vez alcanzada la tension de equilibrio,
manteniendo constante la amplitud de la deformacién (AA/A) en 3% y la frecuencia de
la oscilacion (w) en 0,2 Hz. En el método empleado la gota se somete a una
compresion-expansion sinusoidal controlada automaticamente, a la frecuencia y
amplitud deseadas. El médulo dilatacional interfacial se determina a través del cambio
de tension interfacial, y, (ecuacion 1.8), que resulta de un pequefio cambio de la
superficie de la gota, A, (ecuacion 1.9), segun la ecuacion 1.10 (Lucassen-Reynders y
col., 2004).

Y =7yo X sen (wt + @) ec. .8
A = Ao x sen (wt) ec. .9
E=dy/(dA/A)=dn/dIn A ec. .10

Donde yo (MN m?) y Ag (m?) son las amplitudes del esfuerzo y de la deformacion,
respectivamente, ¢ es el angulo de fase entre el esfuerzo y la deformacion, = yo —v:
es la presion interfacial, y yo (MmN m™), es la tensién interfacial del solvente en ausencia
de proteina.

El médulo dilatacional interfacial es una cantidad compleja que se compone de una
parte real y otra imaginaria (ecuacién 1.11). La parte real del médulo, o componente
de almacenamiento, es la elasticidad dilatacional interfacial, Eq = |E|cos ¢. La parte
imaginaria del mddulo, o componente de pérdida, es la viscosidad dilatacional
interfacial, Ey = |[E|sen @. La relacion (yo /Ao) es el valor absoluto del modulo |E|, una
medida de la resistencia del material a una deformacién dilatacional (elastica +
viscosa). Para un material perfectamente elastico el esfuerzo y la deformacién estan
en fase (¢ = 0) y el término imaginario del médulo es cero. En el caso de un material
perfectamente viscoso, ¢ es igual a 90 y la parte real del médulo es cero. La tangente
del angulo de desfasaje se define mediante la ecuaciéon 1.12. Si la pelicula es

puramente elastica, la tangente del angulo de pérdida es cero.

E = (yo/Ao) x (cos ¢ +isen @) =Eqa +iEv ec.l.11

tan @ = EWE4 ec.1.12
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La determinacién experimental del modulo requiere el monitoreo de la respuesta de la
tension interfacial a fluctuaciones de baja amplitud en el area interfacial. Los cambios
correspondientes en el &rea producen cambios en la tension que son evaluados por la
ecuacion de Young-Laplace a partir de las medidas en la fluctuacion de la forma de la
gota. Un aumento en el valor de E esta relacionado con una mayor resistencia de la
interface lo que implica, por ejemplo, que en una emulsion las gotas serian mas
resistentes a la coalescencia. La técnica de la gota oscilante permite medir los
modulos viscoelasticos interfaciales de una gota de aceite formada en una fase
acuosa. Las oscilaciones pueden hacerse mientras se va formando la pelicula o

cuando la pelicula ha llegado al equilibrio.

1.2.8.5. Procedimiento experimental

La tension interfacial de equilibrio y las propiedades reolégicas interfaciales de las
peliculas proteicas adsorbidas sobre la interface (aceite/agua) se determinaron una
vez alcanzado el equilibrio.

El APA fue solubilizado en los buffers pH 2,0 y pH 6,3, indicados previamente, por
agitacion durante 1h a temperatura ambiente y posterior centrifugacion (15 min, 5000
g, Tamp). Para los ensayos se utilizé el sobrenadante a una concentracién de 1 mg/mli
de proteina, determinada por el ensayo de Lowry.

Se colocaron aproximadamente 6 ml de la solucién proteica en una cubeta de cuarzo
termostatizada a 20°C. Se crearon gotas con un volumen de 8 ul que tenian, al inicio
de las experiencias, una superficie aproximada de 18 mm?2. Se midi6 la tension
interfacial dinAmica a lo largo de 7200 s. Luego de registrar la tension durante el
tiempo indicado se realizaron expansiones y compresiones periddicas sinusoidales del
volumen de gota. Para ello se utilizé6 una frecuencia de 0,2 Hz y una amplitud de
deformacion del 3% del valor inicial del area de la gota. Este valor de amplitud se
encontraba dentro del rango de viscoelasticidad lineal. Las medidas se hicieron
pasados los 7200 s, tiempo en el cual la pelicula viscoelastica llegé al equilibrio, en
series de 5 oscilaciones. En estas condiciones se obtuvieron los valores de E y del

angulo de .

[.2.9. Medida del Potencial Zeta

Los valores del potencial zeta del APA-pH 2,0 y APA-pH 6,3 suspendidos en agua se
midieron mediante dispersion de luz laser dindmica utilizando un analizador de
particulas nano SZ-100 (Horiba Scientific Inc., Reino Unido) a 25°C. El potencial zeta
se determiné midiendo la direccion y la velocidad del movimiento de las particulas en

un campo eléctrico bien definido. Para realizar la determinacion se prepar6 una
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dispersion proteica 1% p/v en agua miliQ, se agitd durante 30 min a temperatura
ambiente y se ajusto el pH con HCI 2N y/o NaOH 2N. Luego de ajustar el pH se agito
30 min mas y se realizd una dilucion 1/20 para obtener una solucién 0,05% p/v. 500 pl

de muestra diluida se utilizaron para la realizacion de la medida (Fig. 1.4).
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Figura 1.4. Celda capilar con electrodos a cada lado (Malvern Instruments Ltd. 2013)

[.2.9.1. Fundamento tedrico

Cuando se aplica un campo eléctrico a la muestra diluida contenida en la celda de
medida, las particulas cargadas migraran hacia el electrodo con carga opuesta.
Durante este movimiento, la resistencia viscosa del medio, se opondra a la fuerza del
campo eléctrico que actia sobre las particulas cargadas. Cuando se alcanza el
equilibrio entre estas fuerzas opuestas, las particulas se mueven a una velocidad
contante. Esta velocidad se denomina movilidad electroforética (Ug), la que esta

relacionada con el potencial zeta, mediante la ecuacion de Henry:

Use=2¢(f(Ka)/3n ec.l.13

Donde ¢ (C?/Nm) es la constante dieléctrica, { es el potencial zeta (mV), f (Ka) es la
funcion de Henry y n (Pa.s) es la viscosidad. En medio acuoso y con baja
concentracion de electrolitos, se usa una aproximacion de = 1,5 (aproximacion de
Smoluchowsky).

El desarrollo de una carga neta en la superficie de una particula afecta la distribucién
de iones de la region interfacial circundante. Esto resulta en un aumento de la
concentracion de iones de carga opuesta a la particula que estdn cercanos a la
superficie con la subsecuente generacion de una doble capa eléctrica (Fig. I.5). La
capa de liquido que rodea a la particula estd compuesta por dos partes: una region

interna - capa de Stern- donde los iones estadn fuertemente ligados, y una regién
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externa - capa difusa - donde los iones estan ligados mas débilmente. Existe un limite
imaginario que termina en la capa difusa, los iones que se encuentran mas alla de ese
limite no se mueven con la particula. El potencial correspondiente a este limite -
superficie de cizallamieno hidrodindmico - se conoce como potencial zeta (Malvern
Instruments Ltd 2013).

La magnitud del potencial zeta es un indicador de la estabilidad del sistema coloidal en
estudio. Las particulas con potencial zeta mas positivo que +30 mV 0 mas negativo

que -30 mV se consideran estables.

1.—.:: Doble capa
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O o ©

Capa de Stern
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Potencial de superficie
Potencial de Stern
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Potencial Zeta

Distancia a la superficie de la particula

Figura I.5. Esquema de una particula cargada y de la doble capa que la rodea

1.2.10. Preparacién de emulsiones con APA

Las emulsiones fueron preparadas utilizando dispersiones o soluciones de aislado
proteico de amaranto (APA) como agente emulsificante. Las diferentes emulsiones se
formularon con proteina total (dispersiones de APA-pH 2,0 y APA-pH 6,3) y con la
fraccion soluble del APA (soluciones de APA-pH 2,0 y APA-pH 6,3). En el caso de las
dispersiones las concentraciones de proteina utilizadas fueron 0,1, 0,4, 0,8 y 1,7% p/v
y para las soluciones se ensayaron dos concentraciones de proteina total 0,8 y 1,7 %

p/v, las cuales corresponden a una concentracion de 0,7 y 1,4 % p/v de proteina
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soluble para el APA-pH 2,0y 0,2y 0,5 % p/v para el APA-pH 6,3. Las muestras fueron
dispersadas en los buffers descriptos en el item 1.2.4, agitadas durante 1h a 20°C y
luego centrifugadas a 7000g por 15 min a 20°C. Las emulsiones se prepararon
prehomogeneizando 4 ml de aceite de girasol comercial con 16 ml de las dispersiones
o soluciones proteicas (20% v/v) con un homogeneizador ULTRATURRAX T25 (Janke
& Kunkel GmbH, Staufen, Germany) utilizando una herramienta de dispersion S 25 N-
10 G (didmetro del rotor 7,5 mm) a una velocidad de 20.000 rpm durante 1 min Luego,
se realiz6 una segunda homogeneizacion con un homogeneizador ultrasénico
(SONICS Vibra Cell VCX750, USA) a una potencia de 50% aplicando pulsos de 30 s
durante 5 min con una punta standard (13 mm de diametro) inmersa 2/3 en un vaso de
precipitado de 28 mm de diametro (30 ml de volumen). El vaso se mantuvo sobre un
bafio de hielo para reducir el calentamiento durante el proceso de homogeneizacién

final. La preparacion de cada emulsion se realizé al menos, por duplicado.

[.2.11. Preparacién de emulsiones con APA e HA

Se prepararon dispersiones de APA-pH 2,0 y HA-pH 2,0 combinandolas en partes
iguales (50:50) a una concentracion proteica total de 1% p/vy 2% plv, las mismas se
agitaron durante 1h a temperatura ambiente. Las emulsiones se prepararon como se

indico previamente.

1.2.12. Distribucién del tamafio de gotas
[.2.12.1. Principio

Este método se basa en el andlisis de los espectros de difraccion y de difusiéon de luz
laser producidos por particulas que en este caso son las gotas de aceite de una
emulsién aceite en agua (o/w). La técnica se basa en la teoria de Franunhofer y de
Mie. Segun Fraunhofer el angulo de difracciéon de la luz es mayor cuando el radio de
las particulas es menor. Cuando el tamafio de las particulas se acerca al de la longitud
de onda de la luz incidente (menos de 50 um) se debe aplicar la teoria de Mie, similar
a la de Fraunhofer, pero tiene en cuenta los indices de refraccién complejos de la
particula y del medio dispersante. En la practica el analisis se hace sobre todas las
particulas que circulan en el camino de un rayo ldser. Se analizan las intensidades a

los diferentes &ngulos y los espectros de difusién (McClements, 2015).

[.2.12.2. Operacién

Las distribuciones de tamafio de gota se determinaron en un analizador Malvern
Mastersizer 2S (Malvern Instrument Ltd, UK) que permite medir en un rango de 0,1 a

360 um. Las medidas se hicieron en presencia y en ausencia de dodecilsulfato de
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sodio (SDS). El SDS es utilizado para evitar la floculacién de las particulas ya que
carga negativamente a las moléculas de proteina o, con el tiempo, reemplaza a las
mismas de la interface y produce repulsion electrostatica entre las gotas. Para permitir
la accion del SDS se colocaron 125 pul de las emulsiones a ensayar en un tubo que
contenia 2875 pl de solucién de SDS 1% p/v y se las mezcl6é suavemente. Primero se
midi6é la emulsion sin SDS y luego de 15 min de estabilizacion la emulsion que
contenia SDS. La diferencia en el tamafio de gota entre las emulsiones con y sin SDS
permitié6 conocer el grado de floculacién. Aproximadamente 500 pl de muestra se
diluyeron en 600 ml de agua contenida en un vaso de precipitado con agitacion
constante, la velocidad de la bomba en la unidad de dispersion se ajusté a 2000 rpm
(Hydro 2000MU, Malvern Instruments, UK). El agregado de la muestra fue suficiente
para llegar a un nivel de obscuracion entre el 10 y 15% necesario para realizar la
medida. Los pardmetros utilizados que se establecieron para los calculos fueron de
1,458 para el indice de refraccion del aceite de girasol, 0,942 g/cm? para la densidad y
0,001 para el parametro de absorcion.

Para determinar el tamafio de particula luego de 24 h, en el caso de las dispersiones y
luego de 7 dias para las soluciones, las emulsiones se almacenaron en heladera a
4°C.

[.2.12.3. Tratamiento de los resultados

A partir de la distribucion de tamafio de particula se obtuvieron los diametros
promedio: D3> y Das, siendo Dz, el diametro promedio de volumen-superficie o
didmetro de Sauter (D32 = Z ni di¥/Z ni di?), donde ni es el nimero de particulas de
didmetro di. Por otra parte, el D43 se define como el diametro promedio de volumen
equivalente o didametro de Broucker (D43 = Z ni di*/Z ni di®), donde ni es el niUmero de
particulas de diametro di.

El D32 da una idea de la superficie creada durante la emulsificacion y la distribucién de
los D32 muestra que porcentaje de la superficie total creada estd compuesta por gotas
de los distintos rangos de tamafio. La distribucion de D3 representa el porcentaje de
volumen total de aceite utilizado que forma parte de cada uno de los rangos de tamafio
de gota de la distribucion.

La variacion de los valores del D43 a diferentes tiempos, en presencia y ausencia de
SDS se utilizaron para calcular el indice de floculacion (IF) y el indice de coalescencia

(IC) descripto por Palazolo y col., (2005).

IF = (D4,3t- Da3t+sps) / Da3t+sps ec. .14
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IC = (D43t+sps- Dasin+sps)/ Daszin+sps ec.1.15

Donde: D43z (um) es el valor de D4z a un cierto tiempo t, D3« + sps (UM) es el valor de
D43 a un cierto tiempo t medido en presencia de SDS, Da3sin + sps (Um) es el valor inicial

de D4z medido en presencia de SDS.

1.2.13. Estabilidad de emulsiones
1.2.13.1. Principio del QuickScan

Las emulsiones fueron analizadas utilizando un analizador Optico vertical de barrido
modelo QuickScan (Beckman-Coulter inc., USA). La medida se basa en la aplicacién
de una fuente luminica laser en el infrarrojo cercano (850 nm) a la celda de medida
que contiene la emulsion. Dos sensores Opticos sincronizados reciben
respectivamente la luz transmitida a través de la muestra (180° desde la luz incidente,
sensor de transmision), y la dispersada por la muestra (45° desde la radiacion

incidente, detector de backscattering) (Fig. 1.6).

detector
l t transmision

detector
backscattering

Figura 1.6. Esquema simplificado del sistema 6ptico y de adquisicion de datos del

analizador 6ptico vertical.

Tanto la fuente de luz como los dos detectores se mueven a lo largo de la celda de
medida periddicamente para analizar la emulsion cada 40 um y poder representar el
estado de la misma en toda su extension Las curvas obtenidas proveen el flujo de luz
transmitida o dispersada estandar respecto a un estandar (suspension de esferas

monodispersas y aceite de silicona) como funcion de la longitud de la muestra. Se
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determinaron las cinéticas del % de luz dispersada (%BS) de la muestra en funcion de
la altura de la celda de medida (Fig. 1.7). El andlisis completo de datos permite

determinar el fendmeno de migracion de las particulas.

Longitud del tubo (mm) Emulsién desestabilizada
o | -
o | 1
o\ |
2
2 | \
m 1
S ~,
wn |
g | b
©
m |

Un escaneo Varios escaneos en el tiempo

Figura I.7. Cinética de variacién de %BS en funcion de la longitud del tubo para una

emulsion tipica. Figura tomada de la guia de instrucciones del equipo.

1.2.13.2. Operacion

Inmediatamente de finalizada la homogenizacién se coloc6 aproximadamente 6 ml de
emulsién en la celda de medida y se procedié a ubicar la celda en el equipo. Las
emulsiones preparadas con 0,1% p/v de APA se monitorearon cada 3 min durante 1hy
el resto de las emulsiones todos los dias durante 10 dias.

Las celdas se almacenaron a 4°C hasta el tiempo de medida y se retiraron de la
heladera media hora antes de la medida para la estabilizacion de su temperatura con
la ambiental. Se obtuvieron cinéticas de cremado-floculacién y colescencia-floculacion
registrando la variacién del %BS en funcién del tiempo en la parte inferior del tubo (10-
15 mm desde la base) y en la parte superior (40-50 mm desde la base) del mismo. Se
determiné la constante de cremado-floculacion (Koi) y el porcentaje de
desestabilizacion de la fase crema (%CD) de acuerdo a lo propuesto por Ventureira
(2010).

La constante de cremado-floculacién se calculd a partir de los valores promedios de

%BS en la parte baja del tubo:

Ko1=(%BSinXxto1)! ec.l.16
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Donde: to1 (d?) es igual al tiempo en que se produjo una disminucién del 10% del
%BSin (%BS inicial). El incremento de Ko: da cuenta de una disminucion en la
estabilizacién de la emulsion. El valor del % CD se calculé de los valores promedios de
%BS en la parte superior del tubo (40-50 mm) de acuerdo a la siguiente ecuacion:

% CD = 100 X (%BS max - %BS24n)/ %BS max ec. .17

Siendo el %BS max €l valor maximo de %BS alcanzado durante el ensayo en esa parte

del tubo y %BS24n €s el valor del %BS a las 24 h después de la primera medida.

|.2.14. Viscosidad de las emulsiones

La viscosidad de las emulsiones se determiné utilizando un Reémetro Stress Haake
RS 600 (Thermoelectron, Karlsruhe, Germany) utilizando un sensor plato-plato rugoso
(35 mm) con un gap de 1,0 mm entre los platos y una velocidad de corte desde 1,0
hasta 500 s (Fig. 1.8). La viscosidad aparente de las emulsiones preparadas con las
dispersiones o soluciones de APA-pH 2,0 y APA-pH 6,3 y con el APA+HA-pH 2,0 fue
determinada a 25°C a una velocidad de corte de 100 s®. Cada determinacion se
realizé por triplicado. Las curvas de flujo experimentales se ajustaron a la ecuacion de
la potencia (ecuacion 1.18), modelo tipico para ajustar las curvas de flujo de fluidos
pseudoplasticos.
T=Ky" ec.l.18

Donde: T es el esfuerzo de corte (Pa), K es el indice de consistencia (Pa. s), y" es la

velocidad de corte (s1), n es el indice de flujo.

Plato oscilatorio
Emulsidn

—— Flato estacionario

Figura 1.8. Esquema de un sistema de platos paralelos (Fuente: Adaptado de Steffe,
1996).
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1.2.15. Microscopia confocal laser de barrido

La microscopia confocal laser de barrido (CSLM) es una técnica de observacion que
ofrece mudltiples ventajas frente a la microscopia Gptica tradicional, ya que permite
obtener imagenes de mayor nitidez y contraste, mayor resolucion vertical y horizontal y
secciones oOpticas de la muestra a partir de las cuales se puede obtener una
reconstruccion tridimensional de la misma. Esto basicamente se logra a través de 1) la
eliminacion de la luz fluorescente procedente de los planos fuera de foco, 2) la
utilizacion de un rayo laser como fuente de luz lograndose de este modo que una
pequefia regidén de la muestra sea iluminada con gran intensidad y 3) la presencia de
dos diafragmas (pinhole), uno entre la fuente de luz y el objetivo y otro entre el objetivo
y el detector. En la Figura 1.9 se muestra un esquema del microscopio (Martinez
Nistal, 2003).

1.2.15.1 Observacién microscoépica

Se emple6 un microscopio confocal invertido (LEICA TCS SP5, Mannheim, Alemania)
equipado con laseres de Argén y HeNe. Los parametros de captura utilizados fueron:

e Resolucion: 1024 X 1024 pixeles

e Modo de adquisicién: xyz

e Formato: lif

e Objetivos utilizados: HCX PL APO CS 20,0X (inmersién con agua) y HCX PL APO

CS 63,0X (inmersion con aceite)
e Apertura numérica: 0,70 para el objetivo de 20 X y 1,40 para el objetivo de 63X
e Velocidad de escaneo: 200Hz

e Laser de Argon: 20%
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l Detector

e | | s Diafragma

(pinhole)

Fuente de iluminacién | Espejo dicroico

Luz en foco

Luzfuerade foco™ —— — — 7~ Objetivo

Plano focal
Especimen

Figura 1.9: Camino 6ptico en un microscopio confocal (Fuente: Martinez, Servicio de

Procesamiento de Imagenes, Universidad de Oviedo, Espafia).

1.2.15.2. Preparacion de las muestras

Se estudiaron las emulsiones preparadas a partir de las dispersiones de proteina total
APA-pH 2,0 y APA-pH 6,3 0,4y 1,7% p/v y APA-HA pH 2,0 al 2% p/v. Se realiz6 un
marcado no covalente con rodamina B (Biopack). Se prepar6 una solucién acuosa a
una concentracion de 0,01% p/v. Las emulsiones se prepararon como se describié en
los items 1.2.10 y 1.2.11. Se pipete6 20 pl de emulsién y se extendié sobre un
portaobjetos, se cubri6 con la solucién de rodamina para realizar la tincién y se dejé 30
min en reposo en la oscuridad. Para realizar la observacién microscopica, la emulsién
se cubridé con un portaobjetos.

Se utiliz6 como longitud de onda de excitacion 568 nm (para rodamina B) y como
longitud de onda de emision 625 nm. Se realizaron observaciones de varios campos
con diferentes aumentos: 20 X, 63 X, 63 X + zoom Gptico.

El andlisis de las imagenes se realiz6 con el empleo del programa provisto por el
fabricante del microscopio: LAS AF version 2.2.1. build 4842.

59



CAPITULO 1

[.2.16. Analisis estadistico

Para los ensayos estadisticos se utiliz6 el programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad
Prism Inc., USA). Los datos experimentales se promediaron a partir de al menos dos
ensayos independientes y los resultados se presentan como la media +/- la desviacion
estandar. Los andlisis de varianza significativa de medias (ANAVA) se realizaron

haciendo uso de la prueba de Tuckey con un a = 0,05 (95% de confianza).
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1.3. RESULTADOS Y DISCUSION

[.3.1. Caracterizacion de las proteinas presentes en las dispersiones vy
soluciones de APA-pH 2,0y APA-pH 6,3

[.3.1.1 Solubilidad

En general, las proteinas utilizadas como componentes funcionales en los alimentos
deben poseer una adecuada solubilidad lo que suele reflejarse en buenas propiedades
espumantes, emulsionantes y/o gelificantes. La solubilidad provee un buen indice de
las aplicaciones potenciales o bien de las limitaciones de una dada proteina (Pilosof,
2000).

En base a resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio, se eligieron dos
condiciones experimentales para obtener proteinas de amaranto con diferencias
estructurales marcadas. Las muestras de APA fueron disueltas en buffer fosfato a pH
2,0 y pH 6,3 a baja fuerza i6nica y de esta manera se obtuvieron las dispersiones de
APA-pH 2,0 y APA-pH 6,3 constituidas por las fracciones soluble e insoluble del
aislado. Luego de una centrifugacion a 7000g por 15 min a 20°C se obtuvieron las
respectivas fracciones solubles, obteniéndose las soluciones APA-pH 2,0 y APA-pH
6,3, respectivamente. Los resultados obtenidos indican que a baja fuerza ionica (u =
0,1), las proteinas de almacenamiento de amaranto son mucho mas solubles a pH 2,0
que a pH 6,3. Los valores de % PS fueron 84,0 £+ 58 y 28,9 £+ 1,4 % plv,
respectivamente. Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos previamente en
nuestro laboratorio donde Bolontrade y col., (2013) hallaron a u = 0,06, valores de
solubilidad de 87,0 £ 3,0y 28,0+ 1,0 a pH 2,0 y 6,3, respectivamente.

[.3.1.2. Calorimetria diferencial de barrido

La Figura 1.10 muestra los termogramas obtenidos para los diferentes aislados
ensayados. Los resultados indican que las proteinas que fueron dispersadas a pH 2,0
se encuentran completamente desnaturalizadas, mientras que las dispersadas a pH
6,3 estan parcialmente desnaturalizadas. El valor de AHg calculado para la
dispersiéonde APA-pH 6,3 fue de 6,0 + 0,3 J/g de proteina en base seca mientras que
el AHq4 obtenido para una dispersion de APA a pH 7,5 fue de 7,6 + 0,9 J/g de proteina
en base seca. Teniendo en cuenta que a pH 7,5 las proteinas de amaranto se
encuentran en estado proximo al nativo se puede deducir que el % de
desnaturalizacion alcanzado por las proteinas a pH 6,3 fue del 22% (Tabla 1.1).

En el caso del aislado nativo (APA a pH = 7,5) el primer pico endotérmico se detect6 a

70,6 £ 0,1°C el cual corresponde a la desnaturalizacion de la fracciéon albuminas vy el
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segundo pico a 97,9 + 0,1°C el cual es atribuido al desplegamiento de la fraccion
globulinas (Martinez y Afién, 1996). Estas autoras analizaron mediante DSC diversos
aislados de amaranto nativos obtenidos a diferentes pHs; en todos ellos encontraron
que la temperatura del primer pico del termograma variaba entre 70-73°C y el segundo
pico entre 94-100°C, resultados que coinciden con lo hallado para el aislado nativo
correspondiente a este trabajo.

La Tq4, temperatura de transicion del pico, es una medida de la estabilidad térmica de
una proteina dada, mientras que el AH, calculado a partir del area debajo del pico de
transicion, se correlaciona con la extension de la estructura secundaria ordenada de
una proteina (Martinez y Afién, 1996).

Para el APA dispersado a pH 6,3 se encontr6 que los dos picos endotérmicos
correspondientes a las fracciones antes detalladas presentaron un leve aumento en la
Ta Yy Ta2 (Tabla 1.1, Fig. 1.10). La T42 se encontré dentro de los valores informados por
Martinez y Afon (1996) pero la T4 fue superior al rango reportado para este pico,
probablemente la desnaturalizacion parcial de esta fraccidbn genere la formacion de
agregados que son estabilizados por fuerzas hidrofobicas, con el consiguiente

aumento de la temperatura de transicion.

-0.60
APA-pH 2,0
APA-pH 7,5
-0.65
APA-pH 6,3

H (w/g)

\T’\/
T

-0.80 T T T T
40 60 80 100 120 140

T (°C)

Figura 1.10.Termogramas de DSC correspondientes a las muestras analizadas.
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Tabla I.1. Entalpias y temperaturas de desnaturalizacion de las diferentes muestras.

Muestra AH (J/g) Ta1 (°C) Ta2 (°C)
APA 7,6 +£0,92 70,6 £ 0,12 97,9+0,12
APA pH 2,0 - - -

APA pH 6,3 6,0+0,3° 77,2 £0,1° 102,5 +0,1°

[.3.1.3 Potencial Zeta

En la Figura .11 se muestra la variacion del potencial zeta en funciéon del pH. De
acuerdo a esta determinacion, la carga eléctrica promedio de las proteinas en el APA-
pH 2,0 fue positiva (31,3 £ 2,2 mV), mientras que la correspondiente al APA-pH 6,3 fue
negativa (-37,8 + 1,7 mV). Estos resultados fueron los esperados considerando el
punto isoeléctrico de las proteinas de amaranto reportado por Konishiy col., (1991) y a
los valores de carga neta informados por Ventureira y col. (2012a), 25 mVapH 2,0, y
por Shevkani y col., (2014), -40,6/-42,8 mV, para diferentes cultivares de amaranto a
pH 6,5/7.

Los resultados muestran que a pH 6,3, el valor de pH més cercano de los analizados
en este trabajo al punto isoeléctrico de las proteinas de amaranto, hay una drastica
reduccion de la solubilidad. Estas proteinas tanto en la fraccion soluble como en la
insoluble presentan un bajo grado de desplegamiento, y una carga superficial
marcadamente negativa. A pH 2,0 los resultados fisicoquimicos y estructurales
mostrados estan de acuerdo con los obtenidos en trabajos previos realizados en
nuestro laboratorio (Bolontrade y col., 2013; Ventureira y col., 2012a). El medio acido
causa la completa desnaturalizacion y disociacion de la estructura cuaternaria de las
proteinas. A su vez, las proteinas se encuentran parcialmente hidrolizadas por una
proteasa enddgena presente en los granos de amaranto, que se activa Unicamente a
pH acido (Sabbione y col., 2016), generando una reduccion de la masa molecular de
algunas cadenas polipeptidicas. En suma, estas condiciones contribuyen a mejorar la
solubilidad, revirtiendo uno de las desventajas de las proteinas de reserva del
amaranto: su relativa baja solubilidad. Sin lugar a dudas, la disminucion de la masa
molecular que ocurre en las proteinas de amaranto expuestas a pH 2,0 — debido a la
disociacion e hidrdlisis parcial de las moléculas proteicas- es mas importante que la
carga eléctrica promedio la cual, aunque de diferente signo, es similar a pH 6,3 y pH
2,0.
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Figura 1.11. Potencial Z (mV) absoluto del APA dispersado en agua a diferentes
condiciones de pH. Valores de pH por encima del pl (aprox 4,5-6-5) presentan un
potencial Z negativo mientras que los valores por debajo del pl presentan potencial Z

positivo.

[.3.2. Comportamiento interfacial de las soluciones proteicas en la interface

aceite-agua

El conocimiento de las propiedades interfaciales que posee una molécula es de gran
utilidad en el estudio de las propiedades funcionales de superficie. Estas propiedades
van a determinar la capacidad y velocidad de la molécula, en este caso la proteina,
para disminuir la tension interfacial entre dos fluidos inmiscibles, condicion necesaria
para la formacion de espumas y emulsiones. Una menor tension interfacial reduce el
trabajo mecanico necesario para hacer una espuma o una emulsién (Bos y Van Vliet,
2001). Las cinéticas de adsorcion y reordenamiento de la proteina a la interface solo
pueden ser evaluadas midiendo el descenso de la tension interfacial cuando las
concentraciones de proteina son los suficientemente altas como para que la difusion
no limite el proceso. En nuestras condiciones experimentales estos dos procesos se
estudiaron a concentraciones de proteina en solucion de 0,1 % p/v.

Se determiné la reduccion de la tension interfacial en la interface aceite-agua causada
por el APA-pH 2,0 y el APA-pH 6,3 (Fig. 1.12). Dicha reduccién en la tensién puede ser
correlacionada con a) la difusion de las cadenas polipéptidicas hacia la interface, b) la

adsorcion en la interface y c) la desnaturalizacién de las proteinas adsorbidas. Se
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conoce por estudios previos que estos pasos ocurren simultdneamente (Tornberg y
col., 1982). Para poder estudiar estos tres pasos se utilizé la ecuacion 1.7 de primer

orden utilizada por Panizzolo (2005) descripta en el item 1.2.8.3.

APA pH 2.0
14 P
APA pH 6,3
12 -
10

Yy (mN/m)

T T T
0 2000 4000 6000 8000

t (s)

Figura 1.12. Tension interfacial en la interface aceite/solucién proteica en funcién del

tiempo.

La Tabla 1.2 muestra las constantes de velocidad correspondientes a la adsorcion y
reacomodamiento de las proteinas en la interface (K. y K;), como asi también la
tension interfacial en el equilibrio (ye) y las amplitudes de los procesos de adsorcion y

reacomodamiento (Aa, Ar).

Tabla 1.2. Comportamiento interfacial de las soluciones de APA-pH 2,0 y APA-pH 6,3

al 0,1% p/v en la interface aceite/agua.

APA pH 2,0 APA pH 6,3
Ka (1) 810 + 2 102 410%+0°
K. (s?) 8.4 10° +2,8 1032 7,6 10%+ 1,2 1032
Aa (MN/m) 2,33+ 0,54 2 4,18 + 1,16 "
A, (mN/m) 3,71+0,93 2 2,77 + 0,64 2
Ye (MN/m) 5,96 + 0,27 6,6+1,1°2
Eq (MN/m) 30,6+ 0,6 ° 239+1,9°
Ev (mN/m) 0,9+0,9° 0,3+0,0°
E (mN/m) 30,6 +0,72 239+1,8P
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Los péptidos y proteinas presentes en el APA-pH 2,0 y el APA-pH 6,3 causaron el
descenso en la ye hasta alcanzar valores de 59 + 0,3 y 6,6 + 1,1 mNm?,
respectivamente. Es evidente que la principal diferencia entre las proteinas solubles
del APA-pH 2,0 y el APA-pH 6,3, en cuanto a la modificacion de la tensién interfacial
no se encuentra en el estado de equilibrio, ya que no se evidenciaron diferencias
significativas entre las dos condiciones de pH, pero si en la velocidad en la que estos
cambios ocurren. Las proteinas presentes en el APA-pH 2,0 se absorben dos veces
mas rapido que las presentes en el APA-pH 6,3 de acuerdo a los valores de Ka
obtenidos (Tabla 1.2). No se encontraron diferencias en las velocidades de
reacomodamiento en la interface, siendo los valores de K; obtenidos mas grandes que
los correspondientes a K,. De acuerdo con las diferencias estructurales entre las
proteinas presentes en ambas muestras previamente descriptas, se esperaria que las
proteinas en el APA-pH 2,0 requieran un bajo grado de reacomodamiento comparado
con las proteinas presentes en el APA-pH 6,3. Tal vez la desnaturalizacion parcial
alcanzada (del orden del 20%) al ultimo pH sea suficiente para lograr un buen anclaje
en la interface. No debe descartarse la contribucion del menor tamafio molecular de
las proteinas presentes en el APA-pH 2,0, las cuales podrian tener una mayor
velocidad de desercion de la interface.

El descenso de la energia libre en la interface causada por los fenébmenos de
adsorcion y reacomodamiento fue estimada por la amplitud de los parametros Aa y A,
respectivamente. Solo se encontraron diferencias significativas en la energia libre de la
interface causada por al adsorcion de las proteinas, siendo la mas chica la
correspondiente a las proteinas presentes en el APA-pH 2,0.

La composicion y la estructura de las proteinas adsorbidas en la interface se refleja en
el comportamiento viscoelastico, siendo el factor que determina la estabilidad de la
emulsién (Maldonado-Valderrama y col., 2008). Los resultados mostrados en la Tabla
I.2 indican que el comportamiento correspondiente a la interface resultante del APA-
pH 2,0 y del APA-pH 6,3 es basicamente elastico, siendo los valores de Eqy E 34y 79
veces mas grandes que los correspondientes a E, en el APA-pH 2,0 y APA-pH 6,3,
respectivamente. La tangente del angulo de desfasaje fue de 0,03 y 0,01,
respectivamente, Un comportamiento reoldgico similar fue descripto por Ventureira y
col., (2012a) para aislados proteicos de amaranto a pH 2,0 y pH 8,0; sin embargo el
valor alcanzado por el médulo complejo dilatacional a pH 2,0 fue seis veces mas
grande que el informado en este trabajo. El comportamiento a pH 6,3 reportado por
estos autores fue similar al descripto en este trabajo.

Las diferencias en los valores informados por Ventureira y col.,, (2012a) y los

presentados en esta tesis a pH 2,0 podrian deberse a las diferentes condiciones
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experimentales utilizadas en ambos trabajos, particularmente las referidas a la
frecuencia de oscilacién (0,02 y 0,2 Hz, respectivamente) y la concentracion proteica
(0,01 y 0,1 % p/v). Los resultados analizados anteriormente estan de acuerdo con las
observaciones que indican que la elasticidad interfacial es mas baja para proteinas
flexibles que para las globulares (Lucassen-Reynders y col., 2004) dado que en APA-
pH 2,0, las proteinas se encuentran completamente desnaturalizadas mientras que a
pH 6,3 el grado de desnaturalizaciébn es significativamente mas bajo, siendo la
conformacion de las proteinas principalmente globular.

Teniendo esto en cuenta las emulsiones a pH 2,0 deberian ser mas estables frente a

la coalescencia que aquellas a pH 6,3, fendmeno que sera discutido mas adelante.

1.3.3. Emulsiones formuladas con Aislado proteico de amaranto
1.3.3.1. Propiedades emulsificantes
[.3.3.1.1. Distribucién del tamafio de gotas

Para evaluar la influencia de la calidad y de la proporcién de las fracciones solubles e
insolubles como agentes tensioactivos, se prepararon emulsiones aceite-agua con las
dispersiones y soluciones de APA-pH 2,0 y APA-pH 6,3 y se analizaron diferentes
propiedades. En el caso de las dispersiones (proteinas solubles + insolubles) se
ensayaron cuatro concentraciones (0,1; 0,4; 0,8;y 1,7 % p/v) y se determiné el tamafio
de particula luego de formar la emulsién y a las 24 h de formadas. En las Figuras 1.13
y .14 se muestran las distribuciones de tamafio de particula en % de volumen tanto en
ausencia como en presencia de SDS. En ausencia de SDS, para la concentracion mas
alta ensayada (1,7% p/v) las distribuciones fueron monomodales tanto a pH 2,0 como
a pH 6,3. Para las demas concentraciones a ambos pHs se evidencia una distribucion
un poco mas amplia, que en lugar de ser monomodal, se caracterizd por presentar un
pico predominante y un pequefio hombro a tamafios cercanos al micrén (1 um). En
presencia de SDS, mayoritariamente las distribuciones fueron monomodales

desplazandose a menores tamafios de particulas.
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Figura 1.13. Distribucion del tamafio de particula de las emulsiones aceite/agua
preparadas con las dispersiones de APA-pH 2,0 al 0,1% p/v (panel A), 0,4% p/v (panel
B), 0,8% p/v (panel C) y 1,7% p/v (panel D), sin (-e-), con SDS (-v-) y sin SDS a las 24
h (-¢-), con SDS a las 24 h (-m-). Los graficos son representativos de al menos 3

determinaciones de emulsiones formuladas por duplicado.

En la Figura 1.15 (panel A y C) se pueden visualizar la distribucién del diametro de
Broucker para las emulsiones formuladas con la dispersion de APA-pH 2,0 y APA-pH
6,3. A pH 6,3 al aumentar la concentracion de tensioactivo se produce una disminucion
del tamafio de particula, situacion que no se observa a pH acido en donde a todas las
concentraciones ensayadas el tamafio de particula fue similar. A su vez, a pH acido
los valores de D43 fueron menores a excepcion de la concentracion mas alta en donde
no se encontraron diferencias significativas. Evidentemente las proteinas presentes en
el APA-pH 2,0 debido a su alta solubilidad y a su mayor capacidad de adsorcion a la
interface (Ka mayor), migran rapidamente hacia la misma y logran estabilizar gotitas de

aceite mas chicas durante el proceso de homogeneizacion.
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Figura 1.14. Distribucién del tamafio de particula de las emulsiones aceite/agua
preparadas con las dispersiones de APA-pH 6,3 al 0,1% p/v (panel A), 0,4% p/v (panel
B), 0,8% p/v (panel C) y 1,7% p/v (panel D), sin (-e-), con SDS (-v-) y sin SDS a las
24hs (-¢-), con SDS a las 24 hs (-m-).Los graficos son representativos de al menos 3

determinaciones de emulsiones formuladas por duplicado.

La presencia de SDS caus6 una disminucién en el tamafio de particula y su efecto fue
mas marcado a medida que aumento la concentracion proteica (Fig. .15, panel Cy
D), evidencidndose un alto grado de floculacion. En el caso de la mayor concentracion
proteica, el valor de D43 encontrado con y sin SDS fue equivalente para el APA-pH 2,0
y el APA-pH 6,3 (los valores de D4z fueron para pH 2,0: 20,4 £ 0,1 ym, sin SDSy 1,2 +
0,0 pm, con SDS; pH 6,3: 18,1 £ 1,8 pm, sin SDS y 0,9 + 0,0 pm, con SDS) (Fig. 1.15,
panel A,B,C y D). Los valores del indice de floculacién (IF) calculados segun la
ecuacion 1.14 para las diferentes concentraciones ensayadas en las emulsiones
iniciales fueron 1,2, 6,6, 7,1 y 16 para el APA-pH 2,0 y 0,07, 6,5, 10 y 18,9 para el
APA-pH 6,3 a 0,1, 0,4, 0,8 y 1,7 % p/v de proteina total. La menor concentracion de
proteina utilizada (0,1% p/v) fue insuficiente para cubrir el area interfacial creada, en
estas emulsiones durante el proceso de emulsificacion se evidencié coalescencia lo

gue origind la formacién de gotas de aceite de gran tamafio.
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Figura 1.15. Valores promedios del didmetro de Broucker (D4,3) correspondientes a las

dispersiones de APA-pH 2,0 y APA-pH 6,3 a las diferentes concentraciones
ensayadas: APA-pH 2,0 sin SDS (panel A) y en presencia de SDS (panel B); APA-pH

6,3 sin SDS (panel C) y en presencia de SDS (panel D). El * indica diferencias

significativas (p < 0,05) entre los Ds3 comparando una misma concentracién a

diferente pH.

En las Figura 1.16 y 1.17 se puede observar la distribucién del tamafio de particula

expresado en % de volumen para las emulsiones formuladas con la fraccion soluble

del APA-pH 2,0y el APA-pH 6,3.
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Figura 1.16. Distribucién del tamafio de particula de las emulsiones aceite/agua
preparadas con las soluciones de APA-pH 2,0 al 0,7% p/v (panel A) y 1,4% p/v (panel
B, sin SDS (-e-), con SDS (-v-) y sin SDS a los 7 dias (-¢-), con SDS a los 7 dias (-m-
). Los gréaficos son representativos de al menos 3 determinaciones de emulsiones

formuladas por duplicado.
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Figura 1.17. Distribuciéon del tamafio de particula de las emulsiones aceite/agua
preparadas con las soluciones de APA-pH 6,3 al 0,2% p/v (panel A) y 0,5% p/v (panel
B, sin SDS (-e-), con SDS (-v-) y sin SDS a los 7 dias (-¢-), con SDS a los 7 dias (-m-
). Los graficos son representativos de al menos 3 determinaciones de emulsiones

formuladas por duplicado.

Las emulsiones que fueron preparadas con la fraccién soluble del APA-pH 2,0 y el
APA-pH 6,3 presentaron un bajo grado de floculacion (Fig. 1.18, Tabla 1.4)
comparadas con las correspondientes a las dispersiones (Fig. 1.18, Tabla I.4). En este
caso, se ensayaron dos concentraciones proteicas. El IF determinado para las
emulsiones iniciales fue de 5,2 y 6,5 para 0,7% y 1,4% p/v de proteina soluble de
APA-pH 2,0 y de 0,2 y 5,6 para 0,2% y 0,5% p/v de proteina soluble de APA-pH 6,3.
Los valores de proteina soluble se corresponden a los presentes en 0,8y 1,7 % p/v de

proteina total.
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Debe tenerse en cuenta que el tamafio de particula obtenido en presencia de SDS fue
equivalente al obtenido para las dispersiones que contienen ambas fracciones
proteicas (soluble e insoluble) lo cual puede indicar que al menos algunas de las
proteinas que permanecen en la fraccion insoluble tiene propiedades tensioactivas,
contribuyendo a reducir el tamafio de particula o que la presencia de la fraccion
insoluble no afecta la capacidad tensioactiva y consecuentemente el tamafio de

particula en las emulsiones.
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Figura 1.18. Valores promedios del didmetro de Broucker (D4,3) correspondientes a las
soluciones de APA-pH 2,0 y APA-pH 6,3 a las diferentes concentraciones ensayadas:
APA-pH 2,0 sin SDS (panel A) y en presencia de SDS (panel B); APA-pH 6,3 sin SDS
(panel C) y en presencia de SDS (panel D).

1.3.3.1.2. Viscosidad y comportamiento reolégico de las emulsiones

Para investigar la capacidad de asociacion de las proteinas de amaranto se determiné
la viscosidad aparente y las propiedades reoldgicas de las emulsiones preparadas con
las dispersiones y soluciones de APA-pH 2,0 y APA-pH 6,3. Los ensayos se realizaron
utilizando los dos niveles de concentraciones proteicas mas grandes. Los valores

obtenidos se muestran en la Tabla I.3.
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Los resultados muestran que todas las emulsiones presentaron un comportamiento
pseudplastico (n < 1). Las emulsiones formuladas con la dispersién de APA-pH 6,3
presentaron valores de viscosidad aparente significativamente mayores que las
emulsiones con APA-pH 2,0. La presencia de mayor cantidad de proteina insoluble
junto con la alta capacidad de asociacion de las proteinas a este pH determiné la
mayor resistencia a fluir que presentaron estas emulsiones.

En los dos pHs ensayados al aumentar la concentraciéon de macromoléculas aumenté
la viscosidad. La emulsién preparada con la dispersion de APA-pH 6,3 1,7% plv
presentd el valor mas alto de viscosidad e indice de consistencia (nap = 111 + 4,8
Pa.s, k = 0,6 £ 0,02 Pa.s). A bajos gradientes de velocidad presenté un “overshoot”,
indicando la presencia de estructuras en la muestra. El indice de floculacion calculado
para esta emulsion fue de 18,9, el mayor en comparacion con las demas emulsiones
formuladas con la dispersion del APA. La presencia de una alta concentracion de
floculos genera un aumento del radio hidrodinamico de las particulas con el

consiguiente aumento de la viscosidad.

Tabla 1.3. Comportamiento reolégico de las emulsiones preparadas con APA-pH 2,0y
APA-pH 6,3 al 1,7% p/v. Los valores del indice consistencia (k) y el indice de flujo (n)
se calcularon a partir de la ley de la potencia: 1 = K. y". La napp S€ determind a y'= 100
sl. Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05) comparando una

misma concentracion a diferente pH.

APA-pH 2,0 APA-pH 6,3
dispersiones

0,8% 1,7% 0,8% 1,7%
Napp (Pa.S) 8,9+0,3 20,3+0,6*® 56,8+1,6° 111+4,8°
n 0,45 +0,07* 0,64 +0,05% 0,68 +0,08° 0,6+0,022
K (Pa.s) 0,21 +0,08* 0,08 + 0,022 0,08 +0,03° 0,26 + 0,05°

soluciones

0,7% 1,4% 0,2% 0,5%
Napp(Pas) 12,7+ 1,4 18,6 +1,8 6,8+ 3,4 9,1+0,3
n 045+0,11 0,63+002 089+0,07 0,96+0,13

K (Pa.s) 0,25+0,13 0,09+0,02 0,05+0,02 0,01+0,01

En el caso de las soluciones de APA-pH 2,0 los valores de viscosidad encontrados
fueron similares a los correspondientes a las dispersiones y su comportamiento
también fue pseudoplastico. Las soluciones de APA-pH 6,3 registraron un gran

descenso de la viscosidad aparente, debido a la menor concentracion proteica
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presente en la fraccion soluble. A las dos concentraciones ensayadas se observé un
comportamiento proximo a un fluido newtoniano (n= 0,89 + 0,07 para 0,2% p/v; n =
0,96 + 0,13 para 0,5% p/v).

1.3.3.1.3. Estabilidad global de las emulsiones

Se analizé la estabilidad de las emulsiones preparadas con las cuatro concentraciones
proteicas indicadas previamente (0,1; 0,4; 0,8; 1,7% p/v). En la Figura 1.19 se
muestran las cinéticas de cremado-floculacion y floculacién-coalescencia
correspondientes a las emulsiones obtenidas con las dispersiones de APA-pH 2,0 y
APA-pH 6,3.

Todas las emulsiones preparadas con APA-pH 2,0 presentaron una gran estabilidad
frente al cremado y a la coalescencia, excepto la emulsién preparada con la menor
concentracion de proteinas (0,1% p/v) (Fig. .19, panel A). Como se remarcO
previamente es evidente que esta concentracién proteica es insuficiente para cubrir el
area formada de la gota en las condiciones experimentales ensayadas, debido a esto,
el fendbmeno de coalescencia ocurre durante la formacién de la emulsion. Este
fendmeno da lugar a la formacion de gotas grandes tanto en presencia como en
ausencia de SDS. A concentraciones proteicas mayores: 0,4; 0,8y 1,7% p/v (fraccion
soluble mas insoluble) (Fig. 1.19, panel B, C y D) se detect6é una disminucién del %BS
en el fondo del tubo, este fendmeno ocurre por la migracion de las gotas hacia la parte
superior de la celda de medida. Sin embargo, estd migracion no se encuentra
acompafada, en principio en el tiempo evaluado, por un cremado evidente; tal como lo
indica la constancia de los valores del %BS obtenidos en la parte alta de la celda de
medida durante el tiempo de estudio. Este fendbmeno puede estar asociado a una
insuficiente migracion de las gotas como para incrementar el %BS en la parte alta del
tubo; probablemente debido a una baja velocidad de migracién o a la simultanea
presencia de cremado y coalescencia de las gotas. También es probable que la alta
concentracion proteica presente en la fase continua y la red de fléculos formada
retarden el proceso de cremado.

Al 0,4% plv, la disminucion del %BS comienza a las 2 h luego de la preparacion de la
emulsioén, llegando a un descenso del 60% con respecto al valor inicial, luego de 10
dias de almacenamiento a 4°C. En el caso de las concentraciones proteicas mas altas,
el descenso del %BS fue detectado luego de 5 dias de la preparacion de la emulsién y
luego de 10 dias de almacenamiento ocurrid6 una disminucién del 30 y 20%

respectivamente.
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Figura 1.19. Variacion de los valores de Back Scattering (%BS) en funcion del tiempo
para la emulsion formulada con la dispersién de APA-pH 2,0: 0,1% (A), 0,4% (B), 0,8%
(©) vy 1,7% (D) y con el APA-pH 6,3: 0,1% (E), 0,4% (F), 0,8% (G) y 1,7% (H). Las
zonas seleccionadas para el andlisis fueron: 10-15 mm (cinética de cremado-

floculacion (-e-)) y 40-50 mm (cinética de floculacion-coalescencia (-m-)).
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Se calcul6 la constante de cremado-floculacion Koi para todas las muestras
analizadas. Para las emulsiones preparadas con las dispersiones de APA-pH 2,0, el
Ko,1 decrece al aumentar el contenido total de proteina (soluble + insoluble) siendo los
valores calculados 1,3 +0,1; 0,7 + 0,1; 0,002 + 0,000 y 0,002 + 0,002 d* para 0,1; 0,4;
0,8y 1,7% plv.

Las emulsiones preparadas con las dispersiones de APA-pH 6,3 mostraron un
comportamiento similar al descripto previamente. A la menor concentracion ensayada
(0,1% p/v de proteina total), se detectdé una disminucion en el valor del %BS en la
parte baja del tubo a los 10 min, alcanzando una disminucién del 20% luego de 20
min. Cuando se utiliz6 la concentracion proteica mas elevada algunos cambios
empezaron a ocurrir luego de 1,5-2 dias de preparada la emulsion y se evidencio el
comienzo del cremado en la parte alta del tubo luego de 5-6 dias. Para estas
emulsiones, el valor del Ko fue 3,2 + 0,0, 1,4 £ 0,1, 0,012 + 0,002 y 0,005 + 0,002 d*;
para el mismo rango de concentracion proteica total (0,1; 0,4; 0,8 y 1,7% p/v). Los
valores de K1 calculados demostraron la existencia de una relaciéon directa entre la
concentracion proteica y la estabilidad de la emulsion, mientras que dicha estabilidad
demostré tener una relacion inversa con el pH.

La Tabla 1.4 muestra los valores del IF y el IC calculados a partir de los D43 (Fig. .13y
1.14), transcurrido 1 dia desde la preparacion de la emulsién con las dispersiones de
APA-pH 6,3 y APA-pH 2,0.

Los resultados obtenidos muestran un incremento en el IF con el aumento de la
concentracion proteica en la emulsion, particularmente para las dos concentraciones
mas altas de APA-pH 6,3. El IC fue cercano a cero para todas las emulsiones
testeadas. El incremento de la estabilidad al cremado-coalescencia de las emulsiones
estaria asociado con la formacién de una red de floéculos que puede retrasar tanto el

cremado como la coalescencia de las gotas.
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Tabla 1.4. Valores promedios del diametro de Broucker (Da.3) en presencia de SDS,
indice de floculacion (IF) e indice de coalescencia (IC) para las emulsiones preparadas
con APA-pH 2,0 y APA-pH 6,3, dispersiones y soluciones con diferentes
concentraciones proteicas. Letras diferentes indican diferencias significativas (p <

0,05) comparando una misma concentracion a diferente pH.

Parametro D43 (SDS) (um) IF (um) IC (um)
dispersion inicial 1 dia inicial 1dia inicial 1dia
%p
proteina/v pH
0,1 pH 2,0 10,1+6,3* 10,5+0,2* 1,282 1,12 - 0,042
0,1 pH 6,3 42,4+0,0°> 303+0,1° 0,2» 05" - 0?2
0,4 pH 2,0 27+01* 2,7 £0,00 6,62 6,02 - 0,022
0,4 pH 6,3 45+0,1° 47+0,10> 6,5 64° - 0?2
0,8 pH 2,0 2,3+0,0° 23+00 7,1* 6,17 - 0?2
0,8 pH 6,3 2,7+0,0° 2,7+0,1° 10° 9,9° - 0?2
1,7 pH 2,0 1,2+0,0? 1,1+0,12 16 18,32 - 0?2
1,7 pH 6,3 0,9 +0,0° 0,9+0,08 18,92 24,8° - 0?2
solucion inicial 7 dias inicial 7 dias inicial 7 dias
0,
prot/gziﬁa/v pH
0,7 pH 2,0 1,8 +0,0? 3,2+0,12 522 3,00 - 0,82
0,2 pH 6,3 3,9+0,0° 43+01°> 21> 1,8° - 0,1°
14 pH 2,0 1,8+0,1? 1,7+0,06 65 55?2 - 0?2
0,5 pH 6,3 1,8+0,0? 20+0,1* 56 4,0° - 0,12

Cuando se analizé la estabilidad de las emulsiones preparadas con la fraccion soluble
del APA-pH 2,0 y el APA-pH 6,3 (Fig. 1.20), el comportamiento fue equivalente al de
las emulsiones preparadas con las dispersiones (fraccién soluble e insoluble de

proteina).
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Figura 1.20. Variacion de los valores de Back Scattering (%BS) en funcién del tiempo
para: A) solucién de APA-pH 2,0 0,7% p/v; B) solucién de APA-pH 2,0 1,4% pl/v; C)
soluciéon de APA-pH 6,3 0,2% p/v; D) soluciéon de APA-pH 6,3 0,5% p/v. Las zonas
seleccionadas para el analisis fueron: 10-15 mm (cinética de cremado-floculacién (-e-))
y 40-50 mm (cinética de floculacién-coalescencia (-m-)).

La mayor estabilidad para estas emulsiones se obtuvo para la concentracién proteica
mas alta del APA-pH 2,0 (1,4% p/v de fraccion soluble que corresponde al 1,7% p/v de
proteina total). Las emulsiones preparadas bajo estas condiciones fueron estables
hasta los 25 dias de almacenamiento. En este caso, no fue posible calcular el Ko
debido a que no se llegé a un descenso del 10% en el %BS al final del experimento.
En el caso de las emulsiones preparadas con la fraccién soluble del APA-pH 6,3 al
0,5% p/v (equivalente a la concentracién proteica total del 1,7% p/v), los resultados
fueron similares a los indicados anteriormente. Bajo estas condiciones experimentales,
el valor del Ko fue 0,014 + 0,001 d* que es un valor méas alto que el obtenido con la
dispersion proteica total, indicando que las emulsiones preparadas con la fraccion
soluble + insoluble fue mas estable. Las emulsiones preparadas con la fraccion soluble
del APA-pH 2,0 y el APA-pH 6,3 presentaron, luego de 7 dias de almacenamiento, un
valor de IF mas bajo que los correspondientes a las dispersiones, luego de 1 dia de

almacenamiento (Tabla 1.4). Los valores del IC luego de 7 dias de almacenamiento
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variaron entre 0 y 0,8, indicando una muy baja o nula coalescencia en el tiempo
ensayado (Tabla 1.4).

La baja capacidad de las proteinas en la fraccion soluble para formar una red de
fléculos permite una mayor movilidad de las gotas a través de la emulsion afectando la
velocidad del cremado y coalescencia. Para las emulsiones preparadas con el APA-pH
6,3, los gréficos de variacion de %BS en funcion de la longitud del tubo de medida
evidencian que ocurre una pérdida de agua desde la emulsién. Este fenbmeno fue
observado tanto para bajas concentraciones de proteina total como para las dos
concentraciones de proteina soluble (Fig. 1.19 y 1.20). Este comportamiento sugiere
que la matriz proteica de la emulsiéon no es capaz de retener completamente la fase
acuosa dentro de la red de fléculos. Para las emulsiones preparadas con el APA-pH
2,0, este efecto no fue detectado a ninguna concentracion, inclusive para las

emulsiones preparadas con la fraccién soluble o total.

[.3.3.1.4. Microscopia confocal de las emulsiones

Las caracteristicas microestructurales de las emulsiones elaboradas con las
dispersiones de APA-pH 2,0 y APA-pH 6,3 a la concentracién de 0,4% p/v se pueden
observar en la Figura 1.21. En todas las fotografias las gotas de aceite se ven de color
negro (de manera indirecta) recubiertas por el film proteico tefiido con rodamina B
(color rojo). En la Fig. .21 (panel A) se puede observar una distribucion homogénea
de las moléculas de proteinas en toda la emulsién, mientras que en la panel B que
posee una mayor magnificaciébn, se observa la presencia de gotas de diferentes
tamafios dando lugar a la formacién de los fléculos que atraviesan la estructura de la
emulsién confiriéndole la estabilidad mencionada previamente. Es probable que a pH
acido las interacciones que se producen entre las moléculas de proteina sean de tipo
hidrofébicas y de esa manera se produzca la floculacién, el pH &cido despliega y
expone estos grupos hacia la superficie generando mayor probabilidad de formacion
de dichas interacciones. A su vez a pH 6,3 las interacciones que posiblemente
predominen entre los floculos sean principalmente de tipo electrostaticas y puentes
hidrégeno.

Las fotos tomadas a las emulsiones de APA-pH 6,3 permiten visualizar cimulos de
floculos bien delimitados (panel C) y la ubicacion de la proteina principalmente en la

interface de las gotas y sus alrededores (panel Cy D).
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Figura |.21. Fotografias de las emulsiones tefiidas con Rodamina B y formuladas con
las dispersiones 0,4% p/v de APA-pH 2,0 (A y B con zoom 6ptico de 12X) y de APA-

pH 6,3 (C y D con zoom éptico de 6,4X). Todas las fotos se tomaron utilizando el
objetivo HCX PL APO CS 63,0X con inmersion en aceite.

En la figura 1.22 se pueden observar fotografias de emulsiones formuladas con las
dispersiones de APA-pH 2,0 y APA-pH 6,3 (panel A y C) a la concentracion de 1,7%
p/vy de las soluciones de APA-pH 2,0 1,4% p/vy APA-pH 6,3 0,5% p/v (panel B y D).
En comparacién con las fotos mostradas previamente (Fig. 1.21), las dispersiones de
APA-pH 2,0 y APA-pH 6,3 (Fig. 1.22, panel A y C) presentaron gotas de menor
tamafio, formando una red de fléculos que se extendié a través de la emulsion. La
presencia de proteina tanto soluble como insoluble no anclada a la interface se puede
inferir por la extension de la tincion con Rodamina B que se visualiza de manera mas

uniforme en toda la emulsion.
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Figura 1.22. Fotografias de las emulsiones formuladas con las dispersiones 1,7% p/v

de APA-pH 2,0 (A) y de APA-pH 6,3 (C) y con las soluciones de APA-pH 2,0 (B) y de
APA-pH 6,3 (D). Todas las fotos se tomaron utilizando el objetivo HCX PL APO CS

63,0X con inmersién en aceite y un zoom Optico de 6,4X.

La emulsion formulada con la solucion de APA-pH 2,0 (Fig. 1.22, panel B) no present6
grandes diferencias con la elaborada con la dispersion de APA (Fig. .22, panel A). Se
pueden visualizar mas cantidad de gotas de tamafios mayores. En la emulsién
elaborada con la solucién de APA-pH 6,3 (Fig. 1.22, panel D) se observaron las gotas
de aceite con mayor claridad, debido a la menor concentracion de proteina presente,
principalmente proteina insoluble. Nuevamente se visualizan las gotas formando

floculos. Los fléculos presentes se encuentran formando cumulos de gotas.
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1.3.4. Caracterizacién de las proteinas presentes en las dispersiones de APA-pH
2,0y HA-pH 2,0

Luego del estudio de las emulsiones elaboradas con el aislado proteico de amaranto
nos propusimos incorporar en la formulacién de dichas emulsiones hidrolizado
enzimatico de amaranto. El hidrolizado de amaranto se utiliz6 con una doble finalidad.
Por un lado como tensioactivo en la formacion de la emulsion y por otro como fuente
de péptidos bioactivos. La hidrélisis enzimatica puede mejorar la propiedades
funcionales de las proteinas e incluso aportar alguna actividad biolégica como puede
ser la actividad antioxidante, opioide o antihipertensiva mediante la inhibicién de la
enzima convertidora de angiotensina (Clemente, 2000; Puchalska y col., 2013;
Wouters y col.,, 2016;). Previo a la formulacién de la emulsion se corroboré la
presencia de péptidos bioactivos en el hidrolizado, mediante el estudio de la capacidad
antihipertensiva, utilizando el ensayo de inhibicibn de la enzima convertidora de
angiotensina. Los resultados de estos ensayos se presentaran en el capitulo 2 de la
presente tesis.

Se escogi6é el pH acido como pH de trabajo debido a las mejores propiedades
funcionales desarrolladas por las proteinas en este medio como por ejemplo su
solubilidad y la capacidad que presentaron para formar y estabilizar las emulsiones
analizadas previamente. La incorporacién de hidrolizado como fuente de péptidos
bioactivos a la formulacion de las emulsiones se estudio en estas condiciones.

La caracterizacion de las proteinas se realizo sobre las dispersiones de APA-pH 2,0y
de HA-pH 2,0. El hidrolizado de amaranto se obtuvo mediante una hidrélisis con
alcalasa del aislado proteico present6 un grado de hidrdlisis igual a 18,9 + 0,2% y un
contenido proteico de 48,6 + 3,0% p/p. El valor de solubilidad del HA en el buffer
fosfato pH 2,0 fue de 77 £ 2% p/p, similar al valor obtenido para el APA en las mismas

condiciones de pH y fuerza iénica.

[.3.4.1.Tensiémetro de gota

Para poder conocer las caracteristicas superficiales del aislado y del hidrolizado
utilizado para formular la emulsion deseada se estudié la tension superficial de una
solucién proteica 0,07 % p/v de cada uno de estos componentes y de una combinacion
de ambos. Las cinéticas de disminucion de la tension superficial en el tiempo se
muestran en la Figura 1.23. La solucién conteniendo el APA mas el HA en una
proporcién 50:50 disminuyd la tension superficial alcanzando un valor de 52,7 + 0,08
MN/m (yourier = 71,0 mMN/m). No se encontraron diferencias en la tension superficial

(52,0 £ 0,33 mN/m) con la solucion preparada a partir del APA.
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Figura 1.23. Cinéticas de descenso de la tensién superficial en el tiempo para las
diferentes muestras a una concentracion del 0,07% p/v. Cada punto es un promedio
de tres gotas formadas y las curvas graficadas corresponden al promedio de dos

determinaciones.

La soluciéon de hidrolizado ensayada arrojé un valor de tension significativamente
menor y = 49,8 + 0,04 mN/m. Valores similares de tension superficial fueron
encontrados por Ventureira y col., (2012b) quienes determinaron la tension superficial
de proteinas de amaranto en su estado nativo y sometidas a diferentes
modificaciones. De acuerdo a estos autores, el aislado nativo luego de los 100 min
alcanzé un valor de tensién de 53 mN/m y el aislado sometido a un tratamiento acido
con HCI 2 N durante 3 h alcanz6 un valor de tension de 48 mN/m.

El menor valor de tensidn alcanzado por el hidrolizado probablemente sea debido al
menor tamafio de los polipéptidos presentes en la solucibn de HA debido a la
hidrdlisis. La reduccion del tamafio molecular tiene como consecuencia un cambio en
la movilidad de los polipéptidos lo que les permite difundir mas rapidamente en el
medio acuoso para alcanzar la interface ( Ward y Tordai, 1946; Ruiz-Henestrosa y col.,
2009). Las curvas de APA y de APA+HA estan casi solapadas, podria pensarse que
los polipéptidos de mayor tamafio dominan el comportamiento de las mezcla sobre los
polipéptidos y péptidos presentes en el hidrolizado.

La mayor velocidad de migracion de los péptidos provenientes del hidrolizado

probablemente tenga un papel preponderante en la formacién de la emulsion mientras
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gue las cadenas polipeptidicas aportadas por el APA se anclan en la interface y

permiten la formacién del film viscoelastico que estabiliza la emulsion.

1.3.5. Emulsiones formuladas con aislado proteico de amaranto e hidrolizado de
amaranto

1.3.5.1. Propiedades emulsificantes
[.3.5.1.1. Distribucién del tamafio de gotas

El analisis del tamafio de particula para las concentraciones de proteina 1% p/vy 2%
p/v utilizadas en las emulsiones arrojaron un tamarfo de gota de 11,2+ 0,6 umy 9,0 +
0,1 pm demostrando un pequefio descenso de su tamafio con el aumento de la
concentracion proteica. Cuando este tamafio se estudié en presencia de SDS 1% p/v
no se observaron diferencias entre las dos concentraciones ensayadas pero si una
significativa reduccién del D43 (1,3 + 0,0 um), evidenciando la presencia de floculos
proteicos. En la Figura .24 se muestra la distribucion del tamafio de particulas, en
ellas se distinguen poblaciones de gotas de diferentes tamafios. La emulsion
formulada con 2% p/v de proteina (Fig. 1.24, panel B) presentd una distribucién
bimodal al igual que la correspondiente a 1% p/v de proteina (Fig. 1.26, panel A),
aungue en esta Ultima el segundo pico, mas polidisperso, presenté un hombro en la

zona de mayores tamafios de particula.
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Figura 1.24. Distribucion del tamafio de particula de las emulsiones aceite/agua
preparadas con las dispersiones de APA-pH 2,0 y HA-pH 2,0 al 1,0% p/v (panel A) y
al 2,0 % p/v (panel B) con SDS (-=-) y sin (-A-).

En la Tabla I.5 se presentan los valores de Daspara las emulsiones analizadas en esta
seccion conteniendo APA + HA vy los valores de D43 de emulsiones formuladas con
APA.
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Tabla 1.5. Diametro promedio de Broucker e indice de floculacion (IF) para las
emulsiones formuladas con APA (0,4, 0,8 y 2% p/v) y con APA+HA (1 y 2% p/v).
Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05) comparando las
emulsiones con APA vs APA+HA (ver texto).

% plv Ds3(Um)  Daz+sps (Lm) IF
APA
0,4% 20,3+0,9 2,67 £0,072 6,6
0,8% 18,8 +£1,62 2,330,022 7,1
2% 11,1+ 0,3 0,83 + 0,042 12,4
APA+HA
1% 11,2 +0,6° 1,22 +0,01° 8,2
2% 9,0+0,12° 1,3+0,0° 5,9

Si se comparan los tamafios de particulas de las emulsiones conteniendo HA en su
formulacién con las preparadas solo con APA podemos ver que el hidrolizado
contribuy6 a la disminucion del D.s Por ejemplo, la emulsion formulada con 0,4% pl/v
de APA present6 un Ds3= 20,3 £ 0,9 um y la emulsién 1% APA+HA, es decir, 0,5% p/v
de APA presenté un Ds3= 11,2 + 0,6 um (Tabla 1.5), el cual es significativamente mas
chico. Lo mismo puede corroborarse para la emulsion mas concentrada conteniendo
2% p/v de APA+HA, con el aporte de 1% p/v del APA, estad emulsion arrojé un valor de
D43z = 9,0 £ 0,1 um significativamente mas chico que la preparada con 0,8% p/v de
APA (Ds3= 18,8 + 1,6 um) (Tabla I.5). Si bien, las comparaciones no estan realizadas
sobre la misma concentracion proteica son indicativas del rol del HA en la formacion
de la emulsion.

Si la comparacion se hace sobre la base del mismo contenido proteico la emulsién con
2% p/v de APA presenté un Ds3= 11,1 + 0,3 um contra un Ds3= 9,0 + 0,1 um para la
emulsién con 2% p/v de APA+HA (Tabla 1.5). Nuevamente se puede observar que el
hidrolizado contribuy6é a la disminucion del tamafio de particula inicial e inclusive lo
mejord. Estos datos corroboran que es posible la utilizacion de hidrolizado como
tensioactivo para la formacion de las emulsiones.

Las dos concentraciones de emulsiones con APA+HA presentaron floculacion, siendo
menor a la mayor concentracion proteica. Los péptidos aportados por el hidrolizado no
estarian aportando a la formacion de fléculos, el menor tamafio de estos y su
movilidad influyé sobre la capacidad de formar interacciones que estabilicen dichos
fléculos. La emulsion 2% p/v de APA presenté un IF = 12,4 contra un IF = 5,9 para la
emulsién con 2% p/v de APA+HA (Tabla I.5).
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1.3.5.12. Estabilidad global de las emulsiones

Se analiz6 la estabilidad de las emulsiones formuladas en las condiciones antes
descriptas. La Figura 1.25 muestra las cinéticas de desestabilizacion obtenidas en la
parte baja (10-15 mm) de la celda de medida y en la parte alta (40-50 mm). Las
emulsiones se mantuvieron a 4°C durante una semana para poder realizar el estudio
pudiéndose constatar una buena estabilidad frente al cremado y la coalescencia. Para
las dos concentraciones proteicas utilizadas el %BS se mantuvo constante en la parte
superior del tubo. En la parte inferior se observé una disminucion del 20% del %BS
para la emulsion 1% p/v (Fig. .25, panel A) y del 12,5% en la emulsién 2% p/v (Fig.
.25, panel A). La disminucion del %BS en la parte inferior del tubo da cuenta de la
migracion de las gotas de aceite hacia la parte superior del mismo. Sin embargo en la
parte superior como lo demuestra la variacion del %BS en el tiempo no hay cambios
en la dispersion de la luz, esto puede deberse a la relativa baja velocidad de las gotas
gue migran, pudiendo quedar atrapadas en la red de fl6culos propuesta previamente,
sumado al cremado y coalescencia de las gotas en simultaneo, dando como resultado
en el proceso de desestabilizacion un cambio nulo en el %BS.

100 100

60_(\\.__,__‘_‘_/A 60
A

40

BS (%)
BS (%)
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Figura 1.25. Variacion de los valores de Back Scattering (%BS) en funcién del tiempo
para: A) dispersion de APA-HA pH 2,0 1,0% p/v; B) dispersiéon de APA-HA pH 2,0
2,0% pl/v. Las zonas del tubo de medida seleccionadas para el analisis fueron: 10-15
mm (cinética de cremado-floculacién (-e-)) y 40-50 mm (cinética de floculacion-

coalescencia (-m-)).

El comportamiento cinético de las emulsiones con hidrolizado en su formulacién fue
similar al de las emulsiones preparadas solamente con APA. La emulsion 1% p/v
APA+HA llegd a un %BS final (8 dias) de 57,24 y la preparada con 2% p/v a un %BS
67,20, mejorando su estabilidad con el aumento de tensioactivo. Las emulsiones con
APA alcanzaron un %BS a los 8 dias de 69,07 y 65,0 para la concentracion 0,8y 1,7%

p/v, respectivamente. La emulsion formulada con APA+HA a la mayor concentracion
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proteica presenté una estabilidad similar a la preparada solo con APA y a la menor
concentracion proteica dicha estabilidad se vio disminuida levemente. Si bien, las
comparaciones no estan realizadas a la misma concentracion en base proteica, sirven
para tener una orientacion sobre el rol del hidrolizado como agente estabilizante de

una emulsion.

1.3.5.13. Microscopia confocal de las emulsiones

Las emulsiones preparadas con 2% p/v de APA+HA fueron estudiadas en el
microscopio confocal para poder conocer sus caracteristicas microestructurales. En la
Figura 1.26 (panel A) se puede observar la distribucion de las gotas de aceite
rodeadas por las proteinas tefiidas con Rodamina B. Las moléculas de proteina se
encuentran principalmente ancladas a la interface. A una mayor magnificacién (panel
B y C) se visualizan las gotas de aceites conformando fl6culos de diferentes tamafios.
En la formacién de estos fléculos participan gotas de aceite de diferentes tamafios.

En estas emulsiones las gotas de aceite se pueden visualizar mas nitidamente que las
mostradas en la Figura 1.21 (panel A y B) debido al menor contenido de cadenas

polipeptidicas de gran tamafio tefiidas con Rodamina B.

Figura 1.26. Microscopia confocal de la emulsién formulada con APA+HA al 2% plv
tefiidas con rodamina B. Todas las fotos se tomaron utilizando el objetivo HCX PL
APO CS 63,0X con inmersién en aceite. Las tres fotos presentan diferentes zoom
optico, A (3,7X), B (5,0X) y C (8,7X).
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l.4. CONCLUSIONES DEL CAPITULO

En base a los resultados discutidos se puede concluir lo siguiente:

Fue posible formular emulsiones estables a base de aislado proteico de
amaranto tanto a pH &cido como cercano a la neutralidad. Se encontré una
dependencia de la estabilidad con la concentracion de proteina utilizada siendo
la concentracidon mas alta utilizada (1,7% p/v) la que generé emulsiones mas
estables.

El pH &cido demostré ser el mas adecuado para la formulacion de emulsiones
con APA, debido a la mayor concentraciébn de proteina soluble que puede
unirse a la interface. La desnaturalizacién de las proteinas a este pH junto con
la hidrélisis parcial experimentada, genera la exposicién de grupos hidrofébicos
permitiéndole anclarse e interaccionar en la interface de manera efectiva
formando un film viscoelastico mas resistente a los procesos de
desestabilizacion.

Al pH cercano a la neutralidad, si bien las proteinas presentaron baja
solubilidad, fue posible obtener emulsiones estables a alta concentracion
proteica debido a la formacién de floculos que aumentaron considerablemente
la viscosidad de la fase continua.

Los resultados obtenidos muestran que la presencia de proteina insoluble en la
fase continua, dependiendo de su cantidad y caracteristicas no siempre resulta
en detrimento de la estabilidad de la emulsion.

La incorporacion de hidrolizado enzimatico como tensioactivo en la formulacion
de las emulsiones a pH acido permitié obtener emulsiones con caracteristicas
fisicoguimicas similares a las obtenidas solo en presencia de aislado proteico
de amaranto.

Las emulsiones formuladas con APA+HA presentaron menores tamafios de
particulas y una estabilidad global determinada por dispersion de luz laser
similar a las emulsiones preparadas solo con el aislado.

Las caracteristicas descriptas de estas emulsiones permitirian pensar en ellas
como una alternativa posible para el transporte de péptidos bioactivos en

formulaciones alimentarias.
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II. Introduccidn al capitulo

En la mayoria de los casos, la causante exacta de la hipertension en humanos no se
conoce pero la enfermedad se caracteriza por una actividad incrementada de las
enzimas que forman parte del sistema renina-angiotensina (SRA), que conduce a
niveles altos y anormales de angiotensina Il en plasma. El alto nivel plasmatico de
angiotensina Il provoca una constriccion excesiva de los vasos sanguineos con
reduccién de la vasorelajacion y aumento de la producciéon de radicales superoxido, 1o
que conduce a un aumento en la degradacién del NO (vasorelajante). Como
consecuencia se produce un aumento de la presion arterial y la condicién patologica
de la hipertension (Aluko, 2015). De acuerdo con los lineamientos europeos para el
manejo de la hipertension arterial la utilizacién de alimentos funcionales podria ser una
buena alternativa para pacientes con valores de presion sanguinea cercana a la
hipertensiébn o como una combinacién auxiliar con las drogas antihipertensivas en el
tratamiento de la presion arterial moderada (Borghi y Cicero, 2017). La utilizacién de
alimentos funcionales en el tratamiento o prevencién de la hipertensién resultaria en
una reduccion de los efectos secundarios tipicos de las drogas convencionales (tos,
erupciones cutaneas, hipercalemia, pérdida del gusto, apnea del suefio, disfuncion
eréctil, angioedema) y un ahorro potencial en gastos de salud publica ocasionados por
las patologias cardiovasculares (Houston, 2013). Los péptidos bioactivos, posibles
ingredientes de los alimentos funcionales, pueden ser aplicados como una nueva
terapia para la prevencion o tratamiento de enfermedades cronicas mediante la
modulacion y la mejora en las funciones fisiolégicas. Los péptidos bioactivos han
demostrado producir efectos antihipertensivos principalmente como resultado de
acciones que implican la inhibicién de las actividades de las enzimas del sistema
renina angiotensina (ECA y renina); y el aumento en la producciéon de NO (Hernandez-
Ledesma y col., 2011; Martinez-Maqueda y col., 2012; He y col., 2014; Aluko, 2015;
Saleh y col., 2016; Borghi y Cicero, 2017). El estudio de la inhibicién de la enzima
convertidora de angiotensina (ECA), haciendo uso de ensayos in vitro, ha resultado
ser la metodologia mas difundida para detectar y cuantificar el poder antihipertensivo
de péptidos.

La ECA es el blanco por excelencia en el tratamiento de la hipertension arterial debido
a que se encuentra involucrada en dos vias de regulacion. Como se detall6 en la
introduccion general, por un lado, interviene en la produccién de angiotensinégeno-ll,
un potente vasoconstrictor, y por otro en la inactivacion del péptido vasodilatador

bradikinina (Guang y col., 2012). La eficacia clinica de los péptidos antihipertensivos
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depende sustancialmente de dos factores: su resistencia a la degradacion en el
sistema gastrointestinal y su absorcion dentro del torrente sanguineo. Se han descripto
diferentes mecanismos de absorcion de péptidos en seres humanos. La misma puede
estar mediada por transportadores peptidicos (PEPT1) para péptidos con un maximo
de tres aminod&cidos, ocurrir por pinocitosis en el caso de péptidos muy solubles, en
forma paracelular a través del transporte acuoso o mediante rutas transcelulares
(Aluko, 2015). Los péptidos bioactivos o hidrolizados proteicos con actividad
antihipertensiva, administrados de forma oral, pueden sufrir hidrélisis mediada por las
enzimas presentes en el tracto gastrointestinal con la consiguiente pérdida de su
actividad. Una de las estrategias para evitar la hidrélisis de estos compuestos es su
proteccién o encapsulaciéon en una matriz emulsionada y de esa manera las enzimas
digestivas, no tendran contacto con los compuestos proteicos hasta la liberacion de los

mismos desde la emulsion (Wouters y col., 2016).
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En base a lo previamente expuesto y con el proposito de avanzar en el conocimiento
de las propiedades antihipertensivas del amaranto se proponen los siguientes
objetivos.

1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Estudiar la estabilidad de las emulsiones durante un proceso simulado de
digestion gastrointestinal.

e Evaluar la accién inhibidora de proteinas y péptidos presentes en hidrolizados y
emulsiones sobre la actividad de ECA, haciendo uso de un ensayo in vitro.

e Estudiar la biodisponibilidad de los péptidos en un modelo animal de ratas

espontaneamente hipertensas mediante el registro de la presion arterial.

e Determinar mediante ensayos ex vivo un posible mecanismo de accion de los
péptidos presentes en el hidrolizado y las emulsiones conteniendo proteinas y
péptidos de amaranto.
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I.2. MATERIALES Y METODOS
[1.2.1. Ensayos de estabilidad gastrointestinal de las emulsiones o/w

Las emulsiones formuladas con 0,8% p/v de APA-pH 2,0 y 1% p/v APA+HA-pH 2,0
segun la descripcién de los items 1.2.10 y 1.2.11 se sometieron a un proceso simulado
de digestion gastrointestinal empleando el método descripto por Gawlik-Dziki y col.,
(2009) modificado por Minekus y col., (2014).

A efectos de acondicionar la emulsion previo al ensayo de digestion, un volumen de 5
ml de emulsién se mantuvo a 37°C durante 5 min. Luego se adicionaron 12 ml de
fluido simil jugo géstrico (termostatizado a 37°C), se ajusté el pH a 2 con HCl y se dejé
en agitacion durante 60 min. Finalmente se agregaron 12 ml de fluido simil jugo
duodenal, 6 ml de bilis y 875 ul de CaCl. 5 mM, se ajusté el pH a 7 y se incub6 durante
60 min a 37°C con una agitacién de 100 rpm en un agitador orbital (Fbr, Decolab SRL,
Argentina). La hidrdlisis se detuvo por calentamiento de la mezcla de reaccién a 85°C
durante 10 min en bafio de agua. Se tomaron alicuotas a distintos tiempos de reaccién
con el objetivo de estudiar el cambio en el tamafio de particula de las gotas de aceite.
Finalizada la digestién, los tubos se centrifugaron a 4000g durante 20 min y 20°C, el
sobrenadante obtenido se congel6 a -80°C vy liofiliz6. El polvo obtenido se guardé en
heladera hasta el momento de su utilizacion.

Reactivos:

Fluido simil jugo géstrico: Pepsina comercial MP Biomedicals 1:15000. Se
prepararon 2,5 g/l pepsina en 0,03 M de NaCl con HCI 0,1 N. La solucién se incub6 a
37°C durante 30 min con agitacion antes de ser utilizada.

Fluido simil jugo duodenal: Pancreatina comercial MP Biomedicals 4x USPgrade. 3
g/l pancreatina en NaHCO3 0,1 M pH 8,1 y lipasa comercial de pancreas porcino tipo Il
(Sigma-Aldrich) 1,5 g/l. El fluido se incub6é 30 min a 37°C con agitacion antes de
utilizarlo.

Bilis: Se prepard una solucion de bilis (Sigma-Aldrich) 14,5 g/l en NaHCO; 0,1 M pH
8,1. La concentracion final de bilis en la digestion fue de 2,5 g/l.

Las determinaciones que involucran la medida del tamafio de particula de las
emulsiones a lo largo del tiempo de la digestion se realizaron en presencia de SDS 2%
p/v luego de 24 h de incubacién, segun la metodologia descripta en el capitulo 1,
inciso 1.2.12. El tamafio de particula inicial no fue determinado debido a que el equipo
utilizado para tal fin se encontraba en la ciudad de Quilmes y los ensayos de

formulacion y digestion de las emulsiones demoraban alrededor de 8 h sin la
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posibilidad de poder hacer la determinacion en el momento. Por este motivo, para
conocer la estabilidad de las emulsiones durante la simulacién gastrointestinal se

decidié trabajar en presencia de SDS luego de 24 h.

[1.2.2. Medicion de los acidos grasos libres

El grado de lipdlisis se determind a partir de la cuantificacion de &cidos grasos (AG)
liberados (% AGL), durante la etapa duodenal, por accién de la lipasa pancreatica.
Para tal fin se procedio a la neutralizacion de los AG producidos durante el proceso,
utilizando una solucién de NaOH 0,1 N siguiendo el protocolo propuesto por la AOAC,
(1990) desarrollado para aceites crudos y refinados. Para tal fin se tomaron 10 ml de
las emulsiones digeridas y se titularon con NaOH 0,1 N utilizando una solucion
hidroalcohdlica de fenolftaleina 1% p/v. Se realiz6 un blanco para conocer la acidez
propia del medio de reaccién. La actividad de la lipasa se determin6 como el
porcentaje de &cidos grasos liberados (%AGL) en el tiempo de digestion de la

siguiente manera:
%AGL = ml NaOH x N NaOH x 28,2 / m aceite (g) ec. Il.1

Donde: m aceite corresponde a la masa de aceite presente al momento de incorporar
la lipasa pancredtica y 28,2 es un factor que se utiliza para expresar el %AGL relativo

al acido oleico.

[1.2.3. Extraccion de la ECA a partir de pulmén de conejo

Los pulmones de conejos fueron provistos por la Facultad de Agronomia de la UNLP.
Una vez faenados los animales, se extrajeron los pulmones y se transportaron en
nitrégeno liquido hacia el laboratorio donde se almacenaron a -80°C hasta el momento
de la extraccién de la enzima. Los pulmones se descongelaron en hielo, se cortaron en
pequefios trozos diseccionando solo el tejido pulmonar, evitando la presencia de
cartilago y tejido muscular. Para realizar la extraccion se utiliz6 un buffer borato de
sodio 0,2 M, sacarosa 0,25 M, glicerol 20% p/v pH 8,3 en una relacién 1:3 pulmones:
buffer manteniendo el sistema en frio. Para inhibir la actividad de las proteasas
tisulares que inactivarian la enzima se agrego fluoruro de fenilmetilsulfénilo 0,2 M en
isopropanol en una relacién de 1 pl por cada ml de buffer de extraccion utilizado. Se
empleé un homogeneizdor ULTRATURRAX T25 (Janke & Kunkel GmbH, Staufen,
Germany) a una velocidad de 20.000 rpm durante 1 min para producir la disgregacion
del tejido y la suspension resultante se centrifugé a 5000 g durante 5 min a 4°C en una

centrifuga Avanti J-25 (Beckman-Coulter, USA). El sobrenadante obtenido de la
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centrifugacion se fraccion6 y almacend 4°C hasta el momento de su utilizacion en los

ensayos de inhibicion enzimatica.

I1.2.4. Actividad de la enzima convertidora de angiotensina (ECA)

La actividad inhibitoria de ECA fue medida utilizando el método de Cushman y Cheung
(1971) modificado por Kimy col., (1999).

Reactivos

Buffer A: Borato de sodio 0,2 M pH 8,3; NaCl 2 M

Buffer B: Borato de sodio 0,2 M pH 8,3

Buffer C: Borato de sodio 0,2 M pH 8,3; NaCl 0,2 M; glicerol 20% p/v.

Muestra: Suspension del hidrolizado, emulsién fresca y emulsion digerida liofilizada en
buffer B. La suspensioén se agité durante 1 h a temperatura ambiente, luego se
centrifugd a 5000g durante 5 min a temperatura ambiente y se tomo el sobrenadante.
Inicialmente se prepard una suspension con 5 mg/ml de proteina soluble y se testeo el
% de inhibicién, una vez conocido este valor se definié el rango de concentracion a
ensayar para determinar el ECso.

Captopril (inhibidor comercial): se prepard una solucién stock de 3 mg/mL (13,8 mM)
en agua bidestilada, de 1 semana de vida util a 4°C. Al momento de utilizar se diluyé
1:800 en tres diluciones seriadas de 1:2, 1:20 y 1:20. Esta solucién se utilizé6 como
control positivo de la reaccion corroborando una inhibicion sobre ECA del 90-100%.
Hipuril-Histidil-Leucina (HHL, sustrato): solucion 5 mM en buffer B.

ECA comercial (EC 3.4.15.1, 1,0 U/ml, Sigma): La proteina purificada sélida se llevo a
1 U/mL en buffer C y se diluyé en una proporcion de manera de obtener siempre la
misma actividad maxima (DOsgnm = 0,9). Estd dilucion varié entre 1:5 a 1:2
dependiendo del lote utilizado o del tiempo de almacenamiento, ya que estas dos
variables alteraban la actividad enzimatica inicial.

ECA de pulmén de conejo: se utilizaron 25 pl del extracto obtenido en el 11.2.3 y se
ajusto la actividad maxima para obtener una DOsg2nm = 0,9.

Tanto la enzima comercial como la enzima de pulmén se almacenaron a -80°C hasta
el momento de su utilizacion. La descongelacion y las diluciones se realizaron
manteniendo los tubos sobre hielo.

Reactivo de color: Se prepard una solucion 3% p/v de cloruro de cianurilo (CsClsN3)

en dioxano.
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Desarrollo

Se incubaron 25 ul de enzima con 100 pl de sustrato sintético y 25 yl de muestra a 37
°C durante 30 min. La reaccion se detuvo por calentamiento en bafio de agua durante
15 min. Luego del enfriamiento de los tubos se agreg6 600 ul de fosfato de sodio pH
8,3 y 515 pl de reactivo de color que reacciona con el acido hiparico producido por la
reaccion enzimatica, se agitod vigorosamente en vortex y se centrifug6é durante 10 min
a 5000g a 20°C. Luego se leyd la absorbancia a 382nm con un espectrofotbmetro
Beckman DU 650 (Beckman Co., USA). El blanco se obtuvo incubando el sustrato
sintético con la muestra y reemplazando la enzima ECA por su equivalente en
volumen de buffer A.

Para determinar la actividad maxima se siguié el mismo procedimiento reemplazando
la muestra por 25 ul de buffer A. Para las determinaciones de ECs, se variaron las
concentraciones de muestra, haciendo diluciones seriadas de muestra preparada
como se describié anteriormente.

En la Tabla 1.1 se esquematiza el protocolo de trabajo seguido para determinar la
actividad maxima (AM), el blanco de actividad maxima (BAM), la inhibicién utilizando
captopril como control positivo (C), el blanco de captopril (BC), y la potencial inhibicién

de las muestras a ensayar (M) con su respectivo blanco (BM).

El porcentaje de inhibicién se calculé como:

%Inh =100-|1— An =~ Pon

ec. 1.2
AMAX o AOMAX

Donde: An ¥ Aom son las absorbancias de los tubos con muestra en presencia y
ausencia de ECA, respectivamente. Auvax Y Aovax SON las absorbancias en ausencia de
muestra y en ausencia de muestra y ECA, respectivamente. Las determinaciones se

hicieron por triplicado.
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Tabla 1.1 Protocolo de trabajo utilizado para la determinacion de la actividad maxima

de ECAy la inhibicion producida por captopril y las muestras en estudio.

REACTIVO AM BAM C BC M BM
Buffer A (ul) 50 50 50 50 50 50
H20 bidestilada (ul) 25 50 25 25
Captopril (ul) 25 25

HHL (ul) 100 100 100 100 100 100
Muestra (potencial inhibidor) (ul) 25 25
Incubar 5 min a 37°C (pl)

ECA (ul) 25 25 25

Incubar 30 min a 37°C

Incubar 15 min a 90°C

Fosfato pH 8,3 (ul) 600 600 600 600 600 600
Reactivo Color (ul) 515 515 515 515 515 515
Vortex velocidad maxima 30 seg

5 min de reposo

Centrifugar a 3000g 10 min

Leer Abs a 382 nm

[1.2.4.1. Ajuste de las curvas de inhibicién

Las curvas de inhibicion se ajustaron a un comportamiento alostérico del tipo sigmoidal

mediante la siguiente ecuacion:
Inhibicion = Vmax x C"/ (K" + C")  ec. 1.3

Donde: Vmax €S la maxima velocidad alcanzada por la enzima. Corresponde a la
velocidad de la enzima extrapolada a concentraciones muy altas de sustrato y, por lo
tanto, casi siempre es mas alta que cualquier velocidad medida experimentalmente.
En nuestro caso seria el % de inhibicion méximo alcanzado. C es la concentracion del
sustrato utilizado en el experimento o la concentracion de inhibidor empleada. La
concentracion de los diferentes inhibidores utilizados se expresé en mg/ml de proteina
en el medio de reaccion. La concentracion de captopril esta expresada en nM. K es la
concentracion de sustrato que produce una velocidad equivalente a la mitad de la
velocidad maxima de la enzima. En nuestro caso al utilizar muestras que inhiben la
enzima, la Ky es sindnimo del ECs, es decir, la concentracion que genera un 50% de
inhibicion enzimatica. h es la pendiente de la curva. Cuando h es igual a 1, la ecuacion
es idéntica a la ecuacion de Michaelis-Menten. Cuando es mayor que 1, la curva es

sigmoidal.
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I1.2.5. Ensayos in vivo

Los estudios in vivo y ex vivo se realizaron con la colaboracion del Profesor Dr.
Gustavo Rinaldi (Centro de Investigaciones Cardiovasculares, FCM-UNLP) y formaron
parte de un estudio en conjunto realizado con la Dra. Aphalo Paula y la Dra. Quiroga
Alejandra investigadoras integrantes del grupo de proteinas vegetales.

Los ensayos se llevaron a cabo con animales en el bioterio de la Facultad de Ciencias
Médicas de la Universidad Nacional de La Plata.

El protocolo para la utilizacion de animales de laboratorio fue aprobado por el Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL). Facultad
de Ciencias Médicas — UNLP.

11.2.5.1. Disefio experimental

El ensayo se llevé a cabo utilizando 41 ratas machos espontdneamente hipertensas
(cepa SHR) adquiridas en el bioterio del laboratorio de animales de experimentacion
(LAE) de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata.
Los animales pesaron entre 210-290 g y tenian aproximadamente 10 semanas de
edad al inicio del estudio.

El habitaculo en el cual se mantuvieron las ratas durante el estudio fue una jaula de 50
cm x 25 cm x 20 cm con un lecho de viruta de pino y una densidad animal de 4
animales por jaula. La alimentacién y el agua de bebida se administraron ad libitum
(sin restriccion). El alimento utilizado fue de una marca comercial (alimento
balanceado COOPERACION, rata-ratén) en forma de extrusado. La temperatura de la
habitacion en la que se encontraban los animales fue aproximadamente de 25°C y se
mantuvo un ciclo de iluminacion 12 h luz- 12 h oscuridad. La ventilacion de la
habitacion se realiz6 con un extractor de aire. La humedad se mantuvo entre los
valores deseados para el desarrollo 6ptimo de la experiencia y el bienestar animal.

Al inicio del ensayo las ratas que compartieron una determinada jaula se marcaron en
su oreja para poder identificarlas y se registré su peso semanalmente. También, se
registro la presién de cada rata, al menos tres veces en dias diferentes, para conocer y
chequear el registro inicial de presion, previo a la administracion de las muestras en
estudio. A su vez, estas medidas sirvieron para acostumbrar a los animales al
procedimiento experimental. El Gltimo dia de registro de la presion inicial, los animales
fueron administrados con una suspension acuosa de las muestras en estudio, se
mantuvieron durante 3 h en las condiciones antes descriptas, se les registro la presion

(post administracion de muestra), se anestesiaron y se procedid a realizar el
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procedimiento quirurgico. Previo a este procedimiento se observaron las siguientes
caracteristicas para verificar el correcto funcionamiento de la anestesia: la
inconsciencia del animal con ausencia de movimiento ante estimulos dolorosos como
asi también la ausencia del reflejo flexor ante el pellizco de una pata, y ausencia de
reflejo corneano.

Para poder identificar el punto final humanitario se definieron los siguientes signos
vitales de sufrimiento: aumento de la frecuencia cardiaca, comportamiento erratico,
heridas cutaneas y la pérdida significativa de peso. Durante el transcurso del
experimento no se observaron tales situaciones por lo que no fue necesario el
sacrificio de animales previo a la administracién de la muestra de interés. La eutanasia
del animal se realizé por exsanguinacion bajo anestesia.

El trabajo se realiz6 utilizando 6 grupos diferentes de animales conformados por 7-8
ratas. El grupo al cual se le administré6 captopril estuvo constituido por 4 ratas.
Después de las tres mediciones de control de la presion arterial como se indicé
previamente, las diferentes muestras a estudiar se administraron a través de una
sonda siliconada pequefa (pediatrica K 33) utilizando para tal fin un abreboca que se
ajustd al tamafio del animal, permitiendo rapidamente la administracion de la muestra
como se indica en la Figura Il.1.

Abreboca metalico

Sonda orogastrica
Figura ll.1. En la foto A se muestran los abrebocas metalicos que se insertan entre los

incisivos de la rata para mantener la boca abierta y poder introducir la sonda por el
orificio central. En la foto B se muestra una sonda colocada para efectuar la
administracion intragastrica de la suspension en estudio. Fuente: Tesis doctoral de
Mariana Fritz, 2009.
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La distribucion de los grupos de trabajo se realizé de la siguiente manera:

1. Grupo control negativo (agua): animales a los que no se les administro
proteina de amaranto.

2. Grupo Captopril: animales que recibieron captopril, inhibidor comercial de
la ECA.

3. Grupo Aliskireno: animales que recibieron aliskireno, inhibidor comercial
de la renina.

4. Grupo Aislado (APA): animales a los que se les administré una dispersion
de APA.

5. Grupo Hidrolizado (HA): animales a los que se les administr6 una
dispersién de hidrolizado de amaranto.

6. Grupo VIKP (VIKP): animales que recibieron este péptido sintético con
probada actividad antihipertensiva in vitro.

7. Grupo Emulsién (E): animales a los que se les administré una emulsién
como vehiculo de liberacién conteniendo péptidos de amaranto.

8. Grupo Emulsion + VIKP: animales que recibieron una suspension de la

emulsién en estudio adicionada con el péptido sintético.

A todos los animales se les administré por via orogdstrica 2 ml de la suspension en
estudio dispersada en agua destilada en una proporcion de 1,875 g proteina/kg rata. El
grupo control recibié 2 ml de agua destilada, el grupo del inhibidor comercial 10 mg

captopril/kg rata y el grupo VIKP 50 mg péptido/kg rata.

[1.2.5.2. Preparacion de la emulsion en estudio

Se preparé una dispersion de APA-pH 2,0 y HA-pH 2,0 a un concentracién proteica de
2% pl/v, en donde el APA aporté un 50% del contenido proteico y el hidrolizado el 50%
restante. Las dispersiones se agitaron durante 1h a temperatura ambiente. Las
emulsiones se prepararon homogeneizando 40 ml de aceite de girasol comercial con
160 ml de las dispersiones proteicas (20 % v/v) con un homogeneizador
ULTRATURRAX T25 (Janke & Kunkel GmbH, Staufen, Germany) a una velocidad de
10.000 rpm durante 1 min para producir una emulsién gruesa. Luego, las muestras se
homogeneizaron con un homogeneizador ultrasonico (SONICS Vibra Cell VCX750,
USA) a una potencia de 50% aplicando pulsos de 30 s cada uno durante 5 min con

una punta standard inmersa 2/3 en un vaso de precipitado de 300 ml de volumen. El
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ciclo de sonicacion se repitio dos veces. El vaso se mantuvo sobre un bafio de hielo
para reducir el calentamiento durante el proceso de homogeneizacion final.

Luego de la preparacion la emulsion se congel6 a -80°C, liofilizé y se re-suspendié en
una proporcion de 1,875 g proteina/kg rata en agua destilada. Previo a la
administracion la emulsiéon re-suspendida se agité durante 1 h con buzo magnético
para lograr su completa homogenizacion.

La emulsién con el péptido sintético (VIKP) se preparé siguiendo los pasos detallados
previamente, con la diferencia que inicialmente se agrego a las dispersiones el péptido
VIKP en una concentracion suficiente para que cada rata consuma 50 mg/kg de
péptido. Se congelaron a -80°C, liofilizaron y se re-suspendieron en la proporcion

antes mencionada.

11.2.5.3. Medida indirecta de la presidn arterial

Los animales fueron ubicados por el lapso de 5 min en una camara incubadora a 37°C
y posteriormente transferidos a un inmovilizador, disefiado para la medida indirecta de
la presion arterial. Este dispositivo se ubicé sobre una manta térmica de manera de
evitar la pérdida de calor en los animales. El inmovilizador utilizado esta hecho de
acrilico con una puerta deslizable y un orificio para que la cola quede expuesta (Fig.
1.2).

Figura 11.2. Equipo utilizado para la toma de la presion y sus diferentes componentes.

Los animales rapidamente se acostumbraron a esta maniobra manteniéndose calmos

en el interior del dispositivo, ante cualquier sefial de nerviosismo el método fue
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inmediatamente interrumpido. La toma de la presion arterial se realiz6 con un
manguito de medida colocado en la cola del animal y conectado a un cilindro de aire
comprimido a través de una disposicion de valvulas de entrada y salida que
permitieron el inflado y desinflado del mismo a una velocidad constante. La presion del
manguito colocado en la cola se registré6 continuamente con un sensor de presion de
estado solido (Sensym, All Sensors, Inc., San José, CA, EE.UU.). Las sefales
procedentes de los sensores de pulso y presién se amplificaron y luego se digitalizaron
con un panel analégico-digital (DT16EZ, Data Translation, Inc., Marlboro, MA)
montado en una PC de mesa (Fig. I1.3). La visualizacion en linea para controlar el
procedimiento y el procesamiento posterior de los datos se obtuvieron haciendo uso
de un software apropiado (Labtech Notebook Pro, Laboratorio Technology Corp.,
Wilmington, MA).

Presion del manguito
(inflado manual)

(9))
o
T

Figura Il.3. Toma de la presion arterial por el método indirecto. Cuando la linea roja,
gue corresponde a la presion del maguito insuflado manualmente, coincide con la

recuperacion del pulso se realiza el registro de la presion.

[1.2.5.4. Procedimiento quirdrgico

Los animales se anestesiaron mediante inyecciones intraperitoneales (agujas calibre
23) de pentobarbital sédico 25 mg/ml (0,15 ml cada 100 g de peso del animal) y
diazepam 0,25 mg/ml (0,1 ml cada 100 g de peso de la rata).

Una vez que los animales estuvieron dormidos se inmovilizaron sobre una superficie

rigida. A continuacién se les coloc6 una canula en la trdquea, habiendo realizado
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previamente una incision en la cara anterior del cuello con el objeto de tener una mejor

visualizacién del procedimiento (Fig. 11.4).

Incisionenlacara __5 Canulacion de »r
anterior del cuello la traquea

J .

Incision en la
zona abdominal

!

Aislamiento con hilos
de la aorta para
detener la circulacion

Incision y canulacion de |
la aorta

Figura 11.4. Procedimiento quirdargico utilizado para los ensayos in vivo y ex vivo.
Fuente: Tesis doctoral de Ana Clara Sabbione, 2015.

Esta canula permiti6 conectar a los animales a un ventilador para roedores a ser
utilizado en los casos en los que la rata presentara fallas en la respiracién durante la
operacion. Inmediatamente se realiz6 un corte en la zona abdominal, se localiz6 la
aorta abdominal detras del intestino y se aislé con hilos para finalmente colocarle un
clamp que permiti6 detener la circulacion de la sangre. Una vez bloqueada la
circulacion se realizo una pequefia incision en la arteria a través de la cual se introdujo
una canula. La canulacion de la aorta permitio colectar la sangre del animal
(aproximadamente 10 ml). Una vez recolectada la sangre, inmediatamente se
centrifugd a 4°C durante 15 min y 1000g. El sobrenadante obtenido (plasma) se
trasvasoé a tubos plasticos para su posterior congelacion a -80°C hasta el momento de
su utilizacion para la realizacibn de los ensayos ex vivo que se describirdn a

continuacion.
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[1.2.5.5. Medicién de la contraccién del musculo liso vascular aislado

Como ultimo paso de la intervencidn quirdrgica, se retir6 la aorta toracica y se la
colocé en una solucion fisioldgica salina, la cual se burbujed con una mezcla de gases,
5% de CO.y 95% de O. Se retird el tejido conectivo adyacente y se cortaron anillos
aorticos de 2 mm de largo. Los anillos se colocaron entre dos alambres de acero
inoxidable en un bafio a 37°C con solucién fisiolégica salina Ringer Normal
(composicién expresada en mM: NaCl 130, KCI 4,7, Na;HPO4 1,17, MgSO. 1,16,
NaHCO; 24,0, CaCl, 1,6 y glucosa 11,0) la cual se burbujed con la mezcla de
carbégeno (CO./O,) mencionada anteriormente de manera de alcanzar un pH 7,4
manteniendo la oxigenacion. El alambre inferior se encuentra conectado a una varilla
plastica inmersa en el bafio termostatizado y el alambre superior esta conectado a un
transductor de fuerza (Grass FT.03D, Grass Telefactor, West Warwick, CT, USA). El
equipo utilizado se muestra en la Figura I1.5.

T

=7 /

\

Figura II.5. Equipo utilizado para registrar la contraccién del masculo liso esquelético.

Consta basicamente de: 4 camaras de 20 ml aproximadamente y 4 transductores de
fuerza sostenidos por un micrémetro que permite desplazamientos variables, con
circulacién de carb6geno y manutencién de la temperatura. EI muasculo liso se
estabiliz6 durante 1 h, con una tension de reposo de 2 a 3 g para la aorta. Estos
valores de tensién se lograron estirando los anillos vasculares con el micrébmetro. La
sefal de los transductores de fuerza fue amplificada y posteriormente adquirida
mediante la plaqueta DTO1 EZ y un programa de adquisicion de datos Labtech
NOTEBOOK PRO (Rinaldi, 2005). De esta manera fue posible estudiar el efecto de
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cada una de las muestras sobre la reactividad/contractabilidad de los anillos de aorta
obteniéndose la respuesta frente a diferentes estimulos. Se emplearon como
estimulos una alta concentracién de potasio para actuar sobre los canales voltaje-
operados y norepinefrina como agonista fisiolégico que actia sobre canales receptor-
operados. El efecto final tanto del potasio como de la norepinefrina fue aumentar el
tono vascular del muasculo liso vascular aislado, en este caso, el preparado de aorta

toracica.

[1.2.5.6. Cuantificacion de la enzima convertidora de angiotensina en plasma

Para la determinacion de la concentracion de ECA en plasma se utilizé un Kit ELISA
(Rat angiotensin converting enzyme MBS703086, MyBioSource, USA). El kit emplea
una técnica de inmunoensayo enzimatico de inhibicion competitiva. La base de la
placa de ELISA provista por el kit se encuentra recubierta con ECA. Los estandares o
muestras son adicionados en los pocillos de la placa junto con un anticuerpo
conjugado con peroxidasa (HRP) especifico para ECA. De esta manera se genera una
reacciébn competitiva por el anticuerpo entre la ECA que recubre la placa y la ECA

presente en las muestras.

Esquema de reaccion:

ﬁ Anticuerpo-conjugado = Ac

@ ECA recubriendo la placa

O ECA plasmética

Alta [ECA] plasma 'nteé«?:lon
( plasmatica-Ac 4 ™\
Nulo desarrollo

de color

Sucesivos \ OO O® @ T™MB (L I X X )

Iavaaos

@ Mucho desarrollo
de color
W Interaccion ECA
Baja [ECA] plasma recubriendo la

placa -Ac
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Luego de un periodo de incubacion para que se lleve a cabo la reaccion, la placa se
lavé exhaustivamente y se adicion6 la solucién de sustrato (TMB). El desarrollo de
color es inversamente proporcional a la cantidad de ECA en la muestra, es decir,
cuanto mas ECA posean las muestras, mayor sera la interaccion con el anticuerpo
conjugado que va a quitarse de la placa luego de los sucesivos lavados, por lo tanto
menos anticuerpo interaccionard con la ECA que recubre la placa y se desarrollara
menos color. Luego de un periodo de reaccién y desarrollo de color se detiene la

reaccion y se mide la intensidad de color.

Reactivos:

e HRP-Conjugado (1x). El vial conteniendo el reactivo se centrifugd y se diluyo

100 veces con el diluyente para HPR.

Buffer de lavado (25x). Se diluyeron 20 ml de buffer de lavado concentrado (25

X) en agua destilada para preparar 500 ml de buffer de lavado (1 x).

Sustrato TMB

Solucién para detener la reaccion

Estdndar. Se centrifugé el vial con el estandar a 1000g durante 30 s a
temperatura ambiente para que el sélido se deposite en el fondo del tubo. Se
reconstituyd con 1 ml de diluyente de muestra obteniendo una solucion madre
conteniendo 5000 pg/ml a partir de la cual se realizaron diluciones seriadas. El

diluyente de muestra sirve como el estandar cero (0 pg / ml):

1504l 150pl  1S0p! 150l 150p1 1504

Tubo | S7 S6 S5 S4 S3 S2 S1 SO
pg/ml | 50000 | 2500 | 1250 | 625 | 312 156 78 0

e Muestra. Las muestras utilizadas para realizar el ensayo fueron el plasma de

las ratas correspondiente a cada grupo descripto previamente, obtenido luego
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del sacrificio y almacenado a -80°C hasta su utilizacion. Previo a la realizacion
del inmunoensayo los sueros se descongelaron y centrifugaron a 5000g
durante 10 min a 4°C y se tomo el sobrenadante de cada uno. Todas las

muestras se diluyeron 500 veces para poder realizar el ensayo.

[1.2.5.6.1. Procedimiento

Los reactivos se llevaron a temperatura ambiente antes de su utilizacion. Previo al
pipeteo de los reactivos se estableci6 un pocillo blanco sin ninguna solucion.
Inicialmente se adicion6 50 ul de estandar o de plasma (correspondiente a cada
muestra en estudio) por pocillo y a continuacion, se agregd a cada pocillo 50 pl del
anticuerpo conjugado HRP (1x) (sin agregarlo en el pocillo que se us6 como
blanco/control). Se cubri6 la placa de microtitulacion con una tira adhesiva y se incubé
durante 30 min a 37°C. Luego de transcurrido el tiempo de reaccién se aspir6 cada
pocillo y lavd, repitiendo el procedimiento cuatro veces hasta llegar a un total de cinco
lavados. El lavado se hizo llenando cada pocillo con buffer de lavado (200 ul) y se dejo
reposar durante 2 min. Después del ultimo lavado, se retiré el exceso de buffer por
aspiraciéon y por altimo se invirti6 la placa sobre toallas de papel limpias. Para
completar la reaccién colorimétrica se afiadiéo 90 pl de Sustrato TMB a cada pocillo y
se incubd durante 20 min a 37°C utilizando papel de aluminio para proteger la placa de
la luz. Transcurrido el tiempo de reaccién se afiadié a cada pocillo 50 yl de solucién de
frenado y se golped suavemente la placa para asegurar una mezcla completa. Luego
de los 5 min se determiné la densidad Optica de cada pocillo a 450 nm, usando un
lector de microplacas (BioTek Instrumets, Synergy HT, USA). Los valores de DO
obtenidos con las soluciones patrones se utilizaron para graficar una curva de
calibracion a partir de la cual se obtuvieron las concentraciones correspondientes de

ECA (ug/ml de plasma) de cada muestra.
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[1.2.6. Andlisis estadistico

Los ensayos estadisticos se llevaron a cabo por medio del programa GraphPad Prism
6.0 (GraphPad Prism Inc., USA). Los datos experimentales se promediaron a partir de
al menos dos ensayos independientes y los resultados se presentan como media +/-
desviacion estandar. Los resultados de los ensayos in vivo se expresaron como media
+/- error (SEM). Los andlisis de varianza significativa de medias (ANAVA) se realizaron
por la prueba de LSD con un nivel de significancia a = 0,05 (95% de confianza). En el
presente capitulo, se utilizé un test de andlisis de medias menos exigente (LSD) que el
test de Tuckey utilizado en el capitulo 1 debido a la variabilidad de las muestras

biol6gicas provenientes de los ensayos in vivo.
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1.3. RESULTADOS Y DISCUSION
[1.3.1. Digestion gastrointestinal simulada de las emulsiones con APA
[1.3.1.1. Distribucién de tamafio de particula

A efectos de contar con conocimientos que nos permitan evaluar la estabilidad de
emulsiones elaboradas a base de proteinas de amaranto luego de su ingestién, se
trabajé con una emulsion 0,8% p/v de APA-pH 2,0, que fue sometida a un proceso
simulado de digestion gastrointestinal. En las diferentes etapas de simulaciéon de este
proceso se tomaron alicuotas y se estudié el cambio en el tamafio de particulas en
presencia de SDS. Durante la etapa duodenal se realizaron ensayos en ausencia de
las enzimas pancreatina y lipasa como asi también en ausencia de bilis. Estos
ensayos permitieron caracterizar el sistema en estudio y evaluar la funcién de los
reactivos involucrados en el proceso simulado de digestién. Se evalué el cambio en el
tamafio de particula producido en la emulsion inicial (E;) luego de la etapa gastrica (Eg)
y al inicio (Egs) y final (Egeo) de la etapa duodenal. En la Tabla 1.2 se pueden visualizar
los valores de Da3y D32 en las diferentes etapas del proceso simulado de digestion
gastrointestinal.

Tabla 11.2. Tamafio de particula de la emulsion 0,8% p/v APA-pH 2,0 en presencia de
SDS 2% durante las diferentes etapas de la digestion gastrointestinal. La comparacion
de medias se realiz6 entre la digestion completa y las digestiones en ausencia de

alguno de los componentes a un mismo tiempo (a = 0,05).

Muestra D43 (um) D32 (um)
Ei 16+0,3 1,2+0,1
Eq 2,1+£0,2 1,8+£0,2
Eds 16,6 £+ 9,02 3,8+0,6
Edeo 50,6 + 8,72 12,9+ 11,82
Eaqs S/pancreatina 455+8,4°> 3,3+0,62
Eas s/lipasa 3,41 +£0,01* 2,9+0,02
Eads s/bilis 27,9+2,020 9,9+0,8°
Edeo S/pancreatina 62,5+284* 6,2+1,3
Edeo S/lipasa 76+23> 47+042
Edeo S/bilis 53,7+2,4* 24,7172
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El andlisis de la distribucion y los tamafios de particula se realizaron teniendo en
cuenta la distribucion en % de volumen y los D43 debido a que este dltimo parametro
es mas sensible a la presencia de particulas de mayor tamafio y por ello més
representativo de los procesos de desestabilizacién de las gotas presentes en la
emulsion (McClements, 2005; Bellesi y col., 2016).

Las distribuciones de tamafio de particula resultaron monomodales para la Ei y Eg,
mientras que la Egs presentd una distribucion bimodal con una poblacién predominante
polidispersa con un maximo de 30 um y otra de menor % en volumen a valores
menores al micron. La Egso presenté una poblacion de particulas con un tamafio medio
de 50 um y un pequefio hombro que se extendié por debajo de los 10 um (Fig. 11.6).

A medida que fue avanzando el proceso digestivo, el tamafio de particula aumentd de
un D43 de 1,6 £ 0,3 um para la Ej a un D43 de 50,6 £ 8,7 um en la emulsién digerida

completamente (Fig. I.7, Tabla 11.2).

20
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Figura I1.6. Distribucién del tamafio de gota en porcentaje de volumen para la
emulsion 0,8% p/v APA-pH 2,0 durante las diferentes etapas de la digestidon
gastrointestinal. E; = emulsion inicial sin digerir, Eq = emulsién digerida luego de la
etapa gastrica, Eqs = emulsion a los 5 min del inicio de la etapa duodenal, Egeo =

emulsién digerida completamente luego de la etapa duodenal.

114



CAPITULO 2

60 - * % %
- 40
<
[a)
20 -
* *
O_
< «®

Figura I.7. Cambio en el tamafio de particula (Ds3) en las diferentes etapas de la

digestién gastrointestinal. Las medidas se realizaron utilizando SDS 2% p/v.

Luego de la etapa gastrica (D43 2,1 = 0,2 um) el tamafio de particula promedio se
mantuvo constante con respecto a la emulsién sin digerir (D43 1,6 £ 0,3 um).
Evidentemente, las proteinas de amaranto no son muy sensibles al ataque de la
pepsina en las condiciones ensayadas, resultado concordante con el obtenido para
otras proteinas en solucién como por ejemplo B-lactoglobulina que en su estado nativo
no es susceptible a la hidrdlisis con pepsina (Singh y Sarkar, 2011). No puede
descartarse el hecho que la proteina no adsorbida a la interface actie de barrera para
la pepsina y de esa forma evite o reduzca la accibn enzimatica evitando la
desestabilizacion de la emulsién. Debemos recordar lo discutido en el Capitulo 1, en el
gue se indico la formacion de una red de floculos en las emulsiones formadas, red que
podria estar contribuyendo en este sentido (Mun y col., 2006; Suarez y Afon, 2017).
Malaki Nik y col., (2010, 2011) estudiaron la digestién gastrointestinal de emulsiones
o/w formuladas con aislado de proteina de suero de leche (WPI), 1,5% plv, estos
autores encontraron que, luego de la etapa gastrica, la proteina adsorbida a la
interface junto con los péptidos formados por la hidrélisis parcial lograron mantener
una capa interfacial estable la cual previno la agregacion de las gotas de aceite. De
acuerdo a los resultados obtenidos por estos autores la concentracién inicial de
proteina utilizada para estabilizar la emulsion esta vinculada con la estabilidad de la

misma durante la etapa gastrica, ya que las emulsiones con 0,5% p/v de WPI si
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presentaron hidrolisis y agregacion de las gotas de aceite con el consiguiente aumento
del tamafio de particula. En el presente estudio la concentracién proteica de APA 0,8%
p/v utilizada como tensioactivo en las emulsiones fue suficiente para no evidenciar
cambios significativos en el Da 3.

Al inicio de la etapa duodenal (Fig. 11.6) se observd, tal como se indic6 previamente, un
comportamiento bimodal con una poblacion de particulas inferior al micrén y otra
poblacion polidispersa de mayor tamafio promedio cercano a los 30 um. Antes del
agregado del fluido duodenal las moléculas de proteinas ubicadas en la interface o en
la fase continua se encuentran cargadas positivamente, repeliéndose entre si ({ = 31,3
+ 2,2 mV). Al agregar el fluido duodenal y establecer el pH en 7,0 la carga de las
proteinas de amaranto se modifica pero sigue siendo alta (Fig. 1.11, capitulo 1) por lo
gque el incremento del tamafio de gota detectado no podria atribuirse a modificaciones
en las fuerzas de repulsion entre ellas. Por consiguiente, la coalescencia detectada
podria verse favorecida por la presencia de bilis en el fluido duodenal. Las
caracteristicas anfifilicas de las moléculas presentes en la bilis generan interacciones
con las moléculas proteicas de la interface desplazandolas de la misma y de esa
manera desestabilizan las gotas de aceite con la consiguiente agregacion y/o
coalescencia de las particulas. La adsorcién de bilis facilita la emulsificacién de los
lipidos, ya que afecta a la capa interfacial de las gotas de la emulsion y las prepara
para la hidrolisis enzimética (Mun y col., 2006). La poblacion de particulas que se
observé por debajo del micrén podria atribuirse a gotas de aceite residuales formadas
luego de la digestion lipidica que se emulsifican, debido a la presencia de diferentes
moléculas superficialmente activas en el medio de reaccion (Malaki Nik y col., 2011).
Si bien es menos probable, no puede descartarse la formacion de micelas biliares
formadas entre los componentes de la bilis y los triglicéridos presentes en la emulsion.
Varios componentes provenientes de las emulsiones o de los fluidos gastricos vy
duodenales estan presentes en la digestion, incluidos los acidos grasos libres,
monoglicéridos, péptidos, sales biliares, fosfolipidos, enzimas, iones minerales, lipidos
y proteinas no digeridas. Estos constituyentes pueden ensamblarse en diferentes tipos
de particulas coloidales con diferentes dimensiones, morfologias y estados de
agregacion, incluyendo micelas, vesiculas, agregados de proteinas, sales de calcio
insoluble y gotitas de lipidos no digeridos.

Hacia el final de la etapa duodenal se observo un incremento significativo del tamafio
de particula (D43 50,6 * 8,7 um) y una distribuci6n monomodal con un pequefio

hombro a menores tamafos de particulas. EI aumento del tamafio de gota podria
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indicar que la protedlisis de la capa interfacial, provocada por la accién de las enzimas
pancreaticas, promueve la formacién de agregados de gotas de aceite ya que causa
una pérdida gradual en la carga superficial de las mismas y reduce el espesor de la
capa interfacial. Por lo tanto, la reduccion de la repulsion electrostética entre las gotas
de aceite y el grosor de la capa interfacial promoverian el proceso de agregacion y
coalescencia (Singh y Sarkar, 2011; Bellesi y col.,, 2016). En resumen, el gran
aumento en el diametro de las gotas de aceite se puede atribuir al cambio de
ambiente: pH, fuerza iénica y a la presencia de componentes biolégicos con actividad
interfacial (sales biliares, enzimas, etc) (Sarkar y col., 2009; Singh y Sarkar, 2011).
Bellesi y col., (2016) formularon emulsiones o/w utilizando B-lactoglobulina y aislado
proteico de soja (SPI) como agentes emulsificantes a una concentracion del 2% p/p y
las sometieron a una proceso simulado de digestion gastrointestinal. Las emulsiones
con SPI presentaron un D43 inicial de 0,531 + 0,002 um y al cabo de la digestion
gastrica y duodenal un D43 de 9,7 £ 0,8 um. La B-lactoglobulina arrojé un D43 inicial de
0,3895 + 0,0003 um y al final de la digestion de 36,4 + 0,4 um. Si bien resulta complejo
poder comparar estos resultados directamente con los obtenidos en este trabajo de
Tesis debido a las diferencias existentes en la fuente proteica, concentracion,
diferentes condiciones de emulsificacion, fluidos gastricos y duodenales con
composicion variable, etc; utilizados; en términos generales en ambos trabajos la
digestion generd un aumento del tamafio de las gotas atribuido a la accion conjunta
del desplazamiento de las proteinas de la interface por medio de las sustancias
superficialmente activas presentes en el fluido y a la accion proteolitica de las
enzimas.

A modo de conocer el efecto de cada uno de los principales componentes del fluido
duodenal en esta etapa del proceso de digestibn gastrointestinal simulado se
determinaron las distribuciones de tamafio de particula en ausencia de las enzimas
pancreatina y lipasa y de bilis. Las distribuciones en ausencia de pancreatina se
muestran en la Figura I1.8. La distribucion de tamafio de particulas correspondiente a
los 5 min fue bimodal caracterizada por una poblacion mayoritaria de particulas de
aproximadamente 10 yum con un hombro a diametros superiores (100 pum) y una
segunda poblacion a valores menores al micron. Luego de finalizada la digestion (60
min de reaccion) la distribucién de las gotas fue similar a la correspondiente a los 5
min pero con un corrimiento hacia mayores tamafios de particulas. El Dags
correspondiente a los 5 min de reaccién fue de 45,5 + 8,4 um y hacia el final del

proceso de digestion el tamafio se increment6 a 62,5 + 28,4 um (Fig. 11.8, Tabla 11.2).
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Figura 11.8. Distribucién del tamafio de gota en porcentaje de volumen para la
emulsién 0,8% p/v APA-pH 2,0 durante la digestion en ausencia de pancreatina. 5 min
(-e-), 60 min (-m-).

Si bien no hubo diferencias estadisticamente significativas en el tamafio
correspondiente a estos dos tiempos, debido a las grandes dispersiones obtenidas en
los resultados, se corroboré un aumento sustancial del D43 con respecto a la etapa
gastrica (D43 2,1 £ 0,2 um), evidenciando la accién de la lipasa y de la bilis sobre las
gotitas de aceite. Mun y col., (2007) analizaron el cambio en el D43 de emulsiones
formuladas con caseinato de sodio y aislado proteico de suero de leche (WPI) luego
del agregado de lipasa pancreética (1,6 mg/ml) y bilis (5 mg/ml). En los dos casos
encontraron un aumento del tamafio de particula con respecto a la emulsion inicial,
similar a los resultados presentados en este trabajo de Tesis y atribuyeron ese
aumento a la floculacion y/o coalescencia de las gotas, utilizando la microscopia como
técnica complementaria. La extension del aumento encontrado fue de 15,7 para el
caseinato y de 9 veces mayor para el WPI, siendo la proporciéon del aumento hallado
en este trabajo de 21 veces.

Si los valores discutidos anteriormente se comparan con los obtenidos durante la
digestion completa de la emulsion en presencia de lipasa, bilis y pancreatina, se
observa que a los 5 min de reaccion el D, s para la digestion sin pancreatina fue mayor
(45,5 + 8,4 um) que en la digestiéon completa D43 16,6 + 9,0 (Tabla 11.2). Luego de los
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60 min de reaccion no hubo diferencias significativas entre los D4 3. Lo que sugiere una
rapida accion de las sales biliares y/o de la existencia de mecanismos de accion
diferentes.

Las distribuciones en ausencia de lipasa se muestran en la Figura I1.9. La distribucion
de particulas al inicio de la etapa duodenal fue monomodal con un D43 3,41 + 0,01 pm,
mientras que a los 60 min de reaccion se observo una distribucién bimodal con la
aparicion de una incipiente poblacién de particulas menores a 1 ym y una segunda
poblacion por debajo de los 10 um. El D43 hallado a los 60 min de reaccién fue de 7,6
+ 2,3 um (Fig. 1.9, Tabla 11.2).
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Figura 11.9. Distribucién del tamafio de gota en porcentaje de volumen para la
emulsién 0,8% p/v APA-pH 2,0 durante la digestion en ausencia de lipasa, 5 min (-e-),
60 min (-m-).

Si se compara el valor del D43 de la etapa gastrica, 2,1 + 0,2 um, con el del inicio de la
digestion en la fase duodenal sin lipasa (3,41 + 0,01 um) se puede corroborar un ligero
aumento en el tamafio de las gotas. Luego de los 60 min de reacciéon el tamafio
aumenté conservandose por debajo de los 10 um, evidentemente la lipasa juega un rol
fundamental en la estabilidad de la emulsion durante la digestion simulada,
obteniéndose los tamafios de particulas mas chicos en su ausencia. La accién
conjunta de la bilis, desestructurante de la interface, junto con la protedlisis producida

por la pancreatina lograron un aumento del tamafio de gota, pero que si se compara
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con los valores de Dascorrespondientes en las demas condiciones de digestion, fueron
los mas pequefios.

Si se comparan los valores de tamafio de particula obtenidos en ausencia y presencia
de lipasa se puede observar que a los 5 min de comenzada la etapa duodenal no hubo
diferencias significativas entre la digestion completa, D43 16,6 + 9,0 um, y la realizada
en ausencia de lipasa, D43 3,41 + 0,01 um (Tabla II.2). Si se evidencié un cambio
luego de transcurridos los 60 min de digestién duodenal, siendo el tamafio hallado en
la digestion completa, D43 50,6 + 8,7 um, significativamente mayor que el encontrado
en la digestion sin lipasa, D43 7,6 £ 2,3 um. Como se comentd previamente, la lipasa
tiene un rol preponderante en la desestabilizacion de la interface con la consiguiente
digestidn, agregacion y coalescencia de las gotas de aceite presentes en la emulsion.
Las distribuciones en ausencia de bilis se muestran en la Figura 11.10. Cuando se llevo
adelante la digestién en ausencia de estos componentes la distribucién de particulas a
los 5 min fue bimodal, con una poblacion preponderante entre los 10 y 20 um y una
segunda poblaciéon ubicada a menores tamafos de particula (1 um). Luego de
transcurridos los 60 min de simulacion de la etapa duodenal la poblacion que
representaba el mayor % de volumen se corrié hacia tamafios de particula mayores,
aproximadamente 50 pm, y presentd un hombro ubicado hacia menores tamafios de
gotas, entre 1y 10 um, posiblemente derivado de la digestion de las gotitas cercanas
al micrén descriptas previamente. El D43 a los 5 min fue de 27,9 £ 2,0 ym y a los 60
min de reaccion de 53,7 + 2,4 um (Tabla 11.2), siendo estos valores significativamente
diferentes entre si. La ausencia de bilis con su funcién desestructurante de la interface
de la emulsién no fue un impedimento para que la lipasa y la pancreatina pudieran
desplegar su actividad enziméatica con el consiguiente aumento en el D43 con respecto
a la etapa gastrica. Los valores encontrados durante esta etapa fueron similares a los

que se obtuvieron cuando se realizé la digestion completa de la emulsién.
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Figura 11.10. Distribucién del tamafio de gota en porcentaje de volumen para la
emulsion 0,8% p/v APA-pH 2,0 durante la digestién en ausencia de bilis, 5 min (-e-),
60 min (-m-).

[1.3.1.2. Liberacion de &cidos grasos

La cuantificacion de los acidos grasos liberados se realizé en la emulsion sometida al
proceso simulado de digestion gastrointestinal completo, es decir, luego de la hidrélisis
secuencial de pepsina, pancreatina y lipasa, y de la bilis. El seguimiento de la lip6lisis
durante la etapa simulada de digestibon duodenal, determinado mediante la
cuantificacién de los acidos grasos liberados, mostré un rapido aumento durante los
primeros 5 min de reaccién (%AGL 22,4 + 1,0) y luego de transcurrido el tiempo para
completar esta etapa, 60 min, sélo se detectd un pequefio aumento (%AGL 28,8 + 2,0)
Figura ll.11.

Para corroborar la extensiéon de la lipdlisis se realiz6 una medida a las 2 h de iniciada
la simulacion de la digestion duodenal, tiempo en el que no se evidencié un aumento
en la liberacion de los acidos grasos (Y%AGL 29,5 + 2,3) respecto al obtenido a los 5
min. Es decir, se produjo una rapida liberacion de acidos grasos al inicio de la reaccion
y luego se alcanzé un valor constante de aproximadamente 30 % de hidrdlisis. El
proceso de lipdlisis comenz6 de manera inmediata una vez incorporada la lipasa, sin

evidenciarse un periodo de induccion.
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Figura Il.11. Acidos grasos liberados (%) durante el inicio de la etapa duodenal y a los

60 min de transcurrida la digestion simulada.

Algunos investigadores han comprobado que al trabajar con suficiente concentracién
de lipasa, su adsorcién a la interface o/w es casi inmediata luego de su incorporacién
al medio de reaccibén, ocasionando una rapida lip6lisis (Mun y col., 2007; McClements
y Li, 2010). La concentracion final de lipasa utilizada en el ensayo de simulacién de la
digestion duodenal fue de 0,5 mg/ml y la cantidad de aceite en el medio de reacciéon de
25 mg/ml, lo que implica una relaciéon enzima sustrato de 1:50, lo suficiente para no
detectar un periodo de induccién con la consiguiente absorcion inmediata de la enzima
a la interface.

Bellesi y col., (2016) obtuvieron un %AGL de aproximadamente 30% al cabo de 10 min
de un proceso simulado de digestion duodenal y de 40% a los 20 min, valor que se
mantuvo constante hasta los 60 min de reaccion, tiempo en que finaliza el ensayo.
Estos valores los obtuvieron trabajando con emulsiones o/w y una relacion de fases
10:90; las emulsiones preparadas fueron en este caso estabilizadas con proteinas de
de soja al 2% p/p, provenientes de un aislado. Gumus y col., (2017) estudiaron, por su
parte, la digestion de emulsiones en las que se utiliz6 2% p/v de concentrado de
lenteja, arveja y habas y aislado de suero de leche como agentes emulsificantes y
aceite de pescado como fase dispersa. Para todas las emulsiones estos autores

encontraron un %AGL del 20% a los 5 min de comenzada la etapa de simulacion
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duodenal y de 95% al cabo de 60 min de reaccion, generando la lipélisis completa de
los triglicéridos presentes. Las condiciones de digestion simulada en este trabajo se
fijaron de manera tal de producir la digestién completa de los triglicéridos.

La velocidad mas lenta de liberacion de AGL después de 5 min de digestion duodenal
simulada podria estar asociada con la acumulacién de los productos de la lipélisis en
la superficie de las gotitas, lo que podria reducir la actividad de la lipasa. Se ha
demostrado que las moléculas de AGL liberadas tienen actividad interfacial por lo que
podrian competir con las moléculas de lipasa para adsorberse en la interface (Liy col.,
2011).

[1.3.2. Digestion gastrointestinal simulada de las emulsiones con APA+HA
[1.3.2.1. Distribucién del tamafio de particula

La estabilidad frente a las enzimas del tracto digestivo de la emulsion formulada con 1
% p/v APA+HA pH 2,0 fue evaluada al inicio y al final del proceso de digestién
simulada. Las distribuciones se muestran en la Figura I1.12.

La distribucion de particulas inicial fue monomodal caracterizada por un valor de Da3
de 1,22 + 0,01 pm, luego de los 60 min de reaccién, las gotas de aceite se
distribuyeron en tres poblaciones de tamafios ampliamente definidos y el digerido final
presentd un D4z promedio igual a 79,5 + 17,1 um (Fig. 11.13).

La poblacion de particulas mas chica de la distribucién se ubico entre 0,1y 1 um, la
formacion de estas pequefias gotitas podria atribuirse a la hidrélisis de las gotas de
aceite por accion de la lipasa y la liberacion de un numero pequefio de gotas
residuales que pueden mantenerse dispersas por la presencia de moléculas con
actividad superficial presentes en el jugo duodenal, como por ejemplo la bilis y
moléculas superficialmente activas residuales liberadas durante la hidrélisis (Malaki
Nik y col., 2011). También podrian deberse, como se detall6 mas arriba, a la formacion
de otros sistemas coloidales consecuencia del gran numero de moléculas
superficialmente activas capaces de dispersar la luz laser utilizada en la medicion
(Gumus y col., 2017). Una segunda poblacién de particulas se ubicé a tamafios
intermedios de aproximadamente 10 um y la tercera poblacién se corrio hacia tamafios
muy grandes por encima de los 100 um. Evidentemente durante la digestion de las
gotas de aceite se producen diferentes mecanismos de desestabilizacion que

conllevan a la formacion de particulas de diferentes tamafios.
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Figura 11.12. Distribucién del tamafio de gota en porcentaje de volumen para la
emulsién formulada con 1 % p/v APA+HA pH 2,0 al inicio y final de la digestién

gastrointestinal.
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Figura 11.13. Tamafo de particula (D.3) para la emulsion formulada con 1 % pl/v

APA+HA pH 2,0 alinicio y final de la digestion gastrointestinal.
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Parte de las gotitas de aceite, con una nueva interface formada por diferentes
sustancias superficialmente activas, quedan intactas (poblacion < 1 um), otra porcion
de las gotas son parcialmente digeridas con cambios en la interface y agregacion de
las mismas pero sin ruptura completa del film interfacial (poblacion de 10 pum) y una
ltima porcion de las gotas que son digeridas en gran extension, con ruptura completa
de la capa proteica que las recubre (protedlisis) y se agregan y coalescen para formas
grandes cumulos de gotas que se visualizan por encima de los 100 pm.

El D4sluego a los 60 min de digestién simulada para la emulsion con APA+HA |, 79,5 +
17,1 um, fue superior al encontrado para la emulsién con APA, D4350,6 £+ 8,7 um. Las
emulsiones formuladas con APA+HA fueron mas susceptibles a la hidrélisis generada
por las enzimas digestivas. Luego de la digestion la distribucién de particulas también
fue diferente, mientras que la emulsién formulada con APA present6 un solo pico en la
distribucion, la emulsion conteniendo APA+HA mostré una distribucion trimodal. La
presencia de polipéptidos de menor tamafio molecular en la interface y en la fase
continua determind que parte de las gotas de aceite fueran digeridas extensivamente,
poblacion por encima de los 100 um. A su vez una poblacién remanente por debajo
del micrén, experimentd poca o nula hidrdlisis, conservando su integridad. Y la tercera
y Ultima poblacion se comporté en forma similar a la encontrada en las emulsiones con

APA digeridas, desestabilizandose mediante agregacion y coalescencia.

[1.3.3. Ensayos de inhibicidon de la enzima convertidora de angiotensina
[1.3.3.1. Ensayos de inhibicion utilizando hidrolizado de amaranto como inhibidor

La enzima convertidora de angiotensina-1 (ECA) es una dipeptidil carboxipeptidasa
dependiente de zinc clave en la fisiologia cardiovascular. La ECA es un componente
central del sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (RAS), siendo su funciéon la
conversion de la angiotensina | en la hormona peptidica vasoactiva angiotensina II.
Estructuralmente consta de dos dominios cataliticamente activos (denominados
dominios N y C) que son muy similares en secuencia y topologia estructural pero
muestran diferencias en las capacidades de procesamiento de los sustratos (Masuyer
y col., 2015).

Para llevar adelante los ensayos de inhibicion de la enzima convertidora de
angiotensina inicialmente se utilizaron dos fuentes de procedencia de la misma. Por un
lado se utiliz6 una ECA proveniente de un extracto crudo de pulmén de conejo y por
otro una ECA comercial. La posibilidad de producir la ECA obtenida a partir de

pulmones de conejos es una alternativa econdmica a la utilizacion de la enzima
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comercial. La actividad de la ECA comercial segun el lote de procedencia puede variar
y de esa manera los rendimientos de la enzima deben ajustarse con la consiguiente
disminucion de muestras a ensayar. Si bien el proveedor certifica la actividad
enzimatica, en muchas oportunidades nos vimos limitados por la menor actividad de la
enzima comercial, probablemente debido a alguna falla en la refrigeracién desde el
lugar de fabricacion hasta la llegada a nuestro laboratorio. Por tal motivo, llevamos
adelante un estudio comparativo entre las dos fuentes de procedencia de la enzima.
Como inhibidor se utilizé el hidrolizado de amaranto (HA) y captopril como control
positivo (inhibidor comercial). Una vez conocido el comportamiento de cada fuente
enziméatica fue posible utilizar la enzima obtenida a partir de pulmén en los estudios de
puesta a punto o exploratorios y luego extrapolar los resultados obtenidos, bajo estas
condiciones de ensayo, a la enzima comercial.

Las curvas de inhibicion obtenidas se presentan en la Figura 11.14.
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Figura 11.14. Inhibicién de la enzima convertidora de angiotensina utilizando enzima
comercial (-e-) y obtenida de pulmdn de conejo (-a-) en funcién de la concentracion
proteica de hidrolizado de amaranto (mg/ml).

En los dos casos se observd un comportamiento dosis-respuesta de la inhibicién
enzimatica en funcién de la concentracion del hidrolizado utilizado, confirmando la
presencia de péptidos activos capaces de inhibir a la ECA. La curva obtenida con la

enzima comercial se ubicé hacia menores concentraciones de hidrolizado, indicando
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su mayor sensibilidad frente al aumento creciente de la concentracion de inhibidor. Las
curvas se ajustaron a un comportamiento del tipo sigmoideo que es el comportamiento
cinético esperable para enzimas alostéricas. Las enzimas alostéricas son complejos
enzimaticos generalmente constituidos por una subunidad catalitica y una fraccion
regulatoria, la actividad catalitica del complejo se establece por la cooperacién entre
esas subunidades enzimaticas.

Los pardmetros obtenidos a partir del ajuste realizado se muestran en la Tabla 1.3, el
ECso, también denominado Kny de esa manera presentado en la tabla, fue menor para
la inhibicién de la enzima comercial 0,14 £ 0,02 mg/ml que para la enzima de pulmén
1,3 £ 0,2 mg/ml. La diferencia en el desarrollo de las curvas y valores de ECs
encontrado entre las dos fuentes enzimaticas utilizadas puede atribuirse al hecho que
en el extracto crudo de la enzima de pulmdén se hallan presentes metabolitos,
derivados de la extraccion, que pueden estar dificultando la llegada del sustrato al sitio
activo u obstruyendo el sitio activo dificultando la unién enzima-sustrato. Debe ademas
recordarse que la inhibicion de ECA puede incluir interacciones con inhibidores en
sub-sitios de la enzima que se encuentran ubicados por fuera del sitio catalitico (Norris
y FitzGerald, 2013).

Tabla I1.3. Pardmetros de ajuste obtenidos de las curvas de inhibicién utilizando

hidrolizado como inhibidor y dos fuentes enziméticas: pulmén y comercial.

Parametros Comercial Pulmén

V max (%inhibicién) 96,2 + 6,42 97,8 + 10,62
h 1,7+0,3? 2,1+0,3
K h (mg/ml) 0,14 + 0,022 1,3+0,2°
R 0,9779 0,9944

Los parametros de ajuste de las curvas se muestran en la Tabla I1.3. La Vmax 0 en
nuestro caso, el maximo valor de inhibicibn alcanzado por las enzimas a
concentraciones altas de inhibidor fue similar para las dos fuentes utilizadas. En los
dos casos, el valor obtenido fue cercano al 100%, indicando que es posible lograr la
inhibicion completa de las enzimas utilizando concentraciones grandes de inhibidor. El
indice de cooperatividad obtenido (h) presenté un comportamiento alostérico positivo
para las dos fuentes de enzima: pulmén (2,1 + 0.3) y comercial (1,7 £ 0,3), indicando
cooperatividad en la inhibicion de la ECA. Esto puede ser el resultado fenomenolégico

de la presencia de diversos péptidos con diversos comportamiento cinéticos. Como los
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sitios cataliticos de ECA tienen diferentes requerimientos conformacionales, para
lograr una completa inhibicion de la enzima podria ser necesario la utilizacion de una
variedad de péptidos inhibidores cada uno con diferentes caracteristicas
conformacionales (Norris y FitzGerald, 2013; Aluko, 2015). El valor de h se puede
vincular con el numero de sitios activos de la enzima, algunos autores lo relacionan
directamente con el nimero de sitios activos, aunque esto no sea del todo correcto, lo
que si puede afirmarse es que el valor de h no puede superar al nimero de sitios
activos presentes en la enzima. Los valores presentados estan de acuerdo con lo
esperable segun la estructura determinada para la ECA (Masuyer y col., 2015).

[1.3.3.2. Ensayos de inhibicién utilizando captopril como inhibidor

Para continuar con la caracterizacion de las dos fuentes enziméaticas utilizadas en los
ensayos de inhibicion, el siguiente paso fue estudiar el comportamiento de la ECA
frente a concentraciones crecientes de captopril, el inhibidor comercial mas
ampliamente utilizado para el tratamiento de la hipertension. Las curvas de inhibicion
obtenidas se muestran en la Figura 11.15.
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Figura I1.15. Inhibicién de la enzima convertidora de angiotensina utilizando enzima
comercial (-a-) y obtenida de pulmén de conejo (-e-) en funcion de la concentracion de
captopril (nM).

Las dos fuentes enzimaticas utilizadas presentaron un comportamiento dosis-

respuesta frente a la concentracion de captopril. Similar a lo hallado en las curvas de
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inhibicion utilizando hidrolizado, se requieren mayores concentraciones de captopril
para generar la misma inhibicién en la enzima de pulmon que en la enzima comercial.
Por ejemplo, para una concentracién de 10> nM de captopril la enzima de pulmén no
ha sido inhibida mientras que en la enzima comercial se logra una inhibicion
aproximadamente del 70%. Gréficamente, la curva obtenida con la enzima comercial
se ubica del lado izquierdo del gréfico, hacia menores concentraciones de captopril.
De manera similar a lo que ocurri6 con el hidrolizado, la presencia de sustratos
inhibidores en el extracto de obtencion de la enzima de pulmén o la presencia de
diferentes metabolitos que podrian actuar de barrera para el captopril hasta llegar al
sitio activo son condicionantes al momento de desarrollarse la reaccion enzimatica.
Una posible via para solucionar esta problematica podria ser someter al extracto de
enzima de pulmén a una purificacion secuenciada prestando atencion a la
conservacion de la actividad.

Los pardmetros de ajuste de las curvas se muestran en la Tabla Il.4. La enzima
comercial presentd un valor de ECso (k) significativamente menor 39,2 + 11,2 nM con
respecto al obtenido para la enzima de pulmén 517 + 46 nM. Las concentraciones de
captopril se expresan generalmente en nanomoles/| (nM) a diferencia de las
concentraciones de los inhibidores derivados de la hidrélisis de proteinas alimentarias

que usualmente se expresan en mg/ml o en micromoles/| (uUM).

Tabla I1.4. Pardmetros de ajuste obtenidos de las curvas de inhibicién utilizando

captopril como inhibidor y dos fuentes enziméaticas: pulmén y comercial.

Parametros Comercial Pulmoén
V max (%inhibicion) 95,9 +£9,42 775+ 2,4°
h 0,9 +0,22 2,6 +0,5°
K h (nM) 39,2+ 11,22 517 + 46°
R 0,9536 0,9776

Las concentracion de captopril necesaria para generar la inhibicion del 50% de la ECA
es mucho mas chica que la conseguida con hidrolizados proteicos, debido a la mayor
efectividad que posee el captopril para bloguear el sitio activo de la enzima. La Vmax de
la enzima comercial alcanzé valores cercanos al 100% y durante la inhibicion, solo un

sitio activo se encontrd involucrado en la reaccién (h 0,9 + 0,1). Extrapolando la
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concentracion de captopril a valores muy grandes de concentracién, no es posible
lograr la inhibicion completa de la enzima de pulmén (Vmax 77,5 + 2,4). Si fue posible
detectar en esta enzima una cooperatividad positiva en donde el valor de h fue de 2,6
+ 0,5, superior al de la enzima comercial. Durante la inhibicion del captopril sobre la
enzima comercial, solo un sitio activo se pone en juego, esto es congruente con los
estudios que indican que los dos dominios activos de ECA son sutiimente diferentes
en especificidad de sustrato, conduciendo a una hidrdlisis diferencial. De hecho, se ha
demostrado que el sitio activo del dominio C puede hidrolizar angiotensina-l y HHL de
manera mas eficiente, mientras que el dominio N del sitio activo preferentemente
hidroliza otros sustratos tales como captopril, lisinopril y fosinoprilat (Guang y col.,
2012). Que el captopril, en el rango de concentraciones utilizado, no haya logrado
inhibir a la enzima de pulmén totalmente, da cuenta de la posible presencia de
metabolitos en el extracto, como se comentd previamente, los cuales pueden interferir
con el sitio activo de la enzima y/o a la existencia de diferentes mecanismos de
inhibicién. La cooperatividad positiva, no hallada con la enzima comercial, evidencia el
involucramiento de la fraccién reguladora de la enzima durante la inhibicion de la
enzima de pulmén. Mientras que la interaccion captopril-ECA comercial se da en
condiciones de idealidad, es decir, en ausencia de otros compuestos en el medio de
reaccion, la inhibicién de la ECA derivada de pulmén se da en presencia de diferentes
metabolitos, que podrian estar interaccionando con la enzima generando la
cooperatividad positiva que se observo. Esta reaccion se da en condiciones similares a
cuando se utilizd hidrolizado como inhibidor, formando parte del medio de reaccion
diferentes péptidos de diferentes tamafios y longitudes que modifican las condiciones
de hidrdlisis.

Como se comentd mas arriba el ECso obtenido para la enzima comercial fue de 39,2 +
11,2 nM. Vecchi y Afién (2009) obtuvieron un ECso de 10,6 = 1,0 nM, utilizando
similares condiciones de ensayo, Sentandreu y Toldra (2006) publicaron un ECso de 10
nM, dosando los productos de la hidrélisis por fluorescencia. Henda y col., (2013)
estudiaron la inhibiciéon de la ECA y obtuvieron un ECso de 15,1 £ 0,5 nM, utilizando
una técnica cromatografica para la separacion y cuantificacion de los productos de
hidrdlisis. Los valores de ECso reportados en la literatura fueron levemente inferiores
al hallado en este trabajo, probablemente esta diferencia pueda atribuirse al hecho que
el ECso depende de diversos pardmetros de reaccion, como la naturaleza y la
concentracion de sustrato, volumen, cantidad de enzima, el modo de inhibicion del

inhibidor utilizado, y de los métodos de deteccion de los productos de reaccion (Henda
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y col., 2013). Pardmetros que no son coincidentes en todos los estudios previamente
mencionados; obviamente también es dependiente de las condiciones y caracteristicas
de la enzima utilizada.

Cabe sefalar que los estudios preliminares o exploratorios se llevaron adelante con la
ECA de pulmon mientras que en los ensayos incluidos en la presente Tesis se utilizo
la enzima comercial, a efectos de poder comparar los resultados con aquellos

obtenidos por otros investigadores.

[1.3.3.3. Ensayos de inhibicién utilizando emulsiones como transportadoras de
péptidos inhibidores

Con el objetivo de determinar la posibilidad de emplear emulsiones como medio de
transporte de péptidos bioactivos se analiz6 la potencial accién inhibitoria de la
emulsion inicial (E) y la emulsién digerida (Ego) de la enzima conversora de
angiotensina. Las curvas de inhibicion obtenidas se compararon con la del hidrolizado
(HA) discutido previamente, a partir del cual se elaboraron las emulsiones. La
emulsion utilizada se formul6 con 0,5 % p/v APA-pH 2,0y 0,5% p/v HA-pH 2,0.

El HA utilizado en la formulacion de la emulsion, tal como se discutié previamente,
mostrd una clara accion inhibitoria de ECA, siendo el ECs, calculado igual a 0,14 + 0,02
mg/ml (Tabla I1.3). Este resultado esta de acuerdo con estudios previos realizados en
nuestro laboratorio. Fritz y col., (2011) estudiaron la inhibicion de ECA provocada por
hidrolizados de amaranto obtenidos a partir de la hidrélisis de aislado con diferentes
proteasas. Los hidrolizados obtenidos con alcalasa presentaron grados de hidrélisis
del orden de 45% y 65 %; el peso molecular promedio (PM;) de los péptidos presentes
en estos hidrolizados fue igual a 289 g/mol y 200 g/mol, respectivamente. Estos
hidrolizados mostraron accion antihipertensiva siendo el ECs calculado de 0,12 + 0,02
mg/ml de proteina soluble para ambos, a pesar de la diferencia en el grado de
hidrdlisis. Este ECso es similar al hallado en el presente trabajo de Tesis. El grado de
hidrolisis del hidrolizado utilizado en este estudio, 18,9 + 0,2 %, fue sustancialmente
menor que los obtenidos por Fritz y col., (2011) siendo el peso molecular promedio de
los péptidos presentes el mismo de 650 g/mol. El célculo del PM, se determiné segun
lo propuesto por Adler-Nissen (1979). Estos resultados sugieren que en la produccion
de hidrolizados con un 20% o mas de grado de hidrdlisis se encuentran presentes
péptidos con capacidad de inhibir a la ECA. En general estos péptidos son de pequefa
longitud, de 2 a 12 aminoacidos, siendo los mas potentes los que presentan

secuencias de 2 a 4 aminoacidos (Tabla I1.5). Segun el peso molecular promedio del
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hidrolizado en estudio, el péptido molecular promedio posee una longitud de 5

aminodcidos.

Tabla 11.5. Algunas caracteristicas estructurales de péptidos potentes inhibidores de
ECA. Fuente: Aluko y col., (2015).

N-terminal C-terminal
Residuos hidrofdbicos 2-12 aminoacidos de largo C-terminal tripéptido:

Residuos hidrofébicos voluminosos
Cadenas laterales aromaticas
Prolina en una o mas posiciones
Residuos cargados positivamente en
posicidn 2, Arg, Lys, Tyr, Phe, Trp, Leu
Residuos en posicidn 3 configuracion-L

El valor de ECso del hidrolizado de amaranto es, ademas, del mismo orden de
magnitud que los encontrados habitualmente para hidrolizados de proteinas
alimentarias (0,08-1,08 mg de proteina/ml) (Hernandez-Ledesma y col., 2011). Li y
col., (2007) estudiaron la inhibicion de ECA por hidrolizados de proteinas de arroz
obtenidos con alcalasa; el ECs reportado en este caso fue también de 0,14 mg/ml. Por
su parte, Barba de la Rosa y col., (2010) estudiaron hidrolizados de glutelinas de
amaranto obtenidos por accién de tripsina sobre la inhibicibn de ECA encontrando un
ECso= 0,2 mg/ml.

Girgih y col.,, (2011) obtuvieron hidrolizados (%GH = 39,1 + 0,44) proteicos
provenientes de la semilla de caflamo (Cannabis sativa L.) por accién secuencial de
pepsina y pancreatina, simulando la digestion gastrointestinal (HPH) y analizaron su
capacidad de inhibicion de ECA obteniendo un ECso de 0,67 mg/ml. ElI HPH fue
fraccionado mediante membranas de filtracion en dos fracciones: una conteniendo
péptidos < 1 kDa con los que se obtuvo un ECso de 1,05 mg/ ml y la segunda fraccion
conteniendo péptidos con tamafios entre 1-3 kDa y un ECso = 1,17 mg/ml. Estos
autores concluyen que el efecto sinérgico de los péptidos en el hidrolizado se pierde
luego de su fraccionamiento, hecho evidenciado por el aumento del ECso. Girgih y col.,
(2015) prepararon hidrolizado de musculo de salmén por accidon secuencial de
pepsina, tripsina y quimotripsina. El ECso que reportaron en su trabajo fue de 0,13
mg/ml y luego de un fraccionamiento del hidrolizado por RP-HPLC obtuvieron un ECso

= 0,12 mg/ml en la fraccién mas activa.
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Las curvas de inhibicién obtenidas para la emulsién inicial, Ei, y la emulsion sometida

a un proceso simulado de digestion, Eqeo, S€ muestran en las Figura 11.16.
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Figura 11.16. Inhibicién de la enzima convertidora de angiotensina utilizando como

inhibidores: hidrolizado (-e-), la emulsién (-m-) y emulsion digerida (- A-).

Tanto la emulsion inicial como la emulsion digerida presentaron un comportamiento
dosis-respuesta en funcién de la concentracién de proteina soluble. Las curvas de
inhibicibn se ajustaron a un comportamiento del tipo alostérico-sigmoideal y los
parametros de ajuste obtenidos se muestran en la Tabla Il.6.

Tabla 11.6. Parametros de ajuste obtenidos de las curvas de inhibicién utilizando como

inhibidores el hidrolizado, la emulsién y la emulsion digerida.

Parametros HA Ei Edeo

V max (%inhibicién) 96,2 £+ 6,42 66,9 + 7,1° 109 + 282
h 1,7+0,32 43+2,12 1,1+0,3°
K h (mg/ml) 0,14 £ 0,022 0,29 + 0,03° 0,13 + 0,072
R 0,9779 0,8787 0,9717

Extrapolando el % de inhibicion hacia concentraciones altas de péptidos inhibidores, la

Ei presentd una Vmax de 66,9 + 7,1 y un h de 4,3 + 2,1, valores significativamente
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diferentes a los hallados para la emulsion digerida (Vmax 109 £ 28 y h 1,1 + 0,3), Tabla
I1.6. Evidentemente los péptidos antihipertensivos presentes en la emulsidn inicial eran
diferentes en naturaleza y/ o méas probablemente se encontraban en menor cantidad
que aquellos presentes al final del proceso simulado de digestion gastrointestinal
llevado a cabo. Mas alla de la mayor dispersion de datos encontrada para E; resulta
evidente que el mecanismo de inhibicion enzimatica fue diferente para ambas
emulsiones, siendo el comportamiento de Eso mas parecido al correspondiente a HA 'y
al captopril. Posiblemente la presencia de una poblacibn de moléculas,
proteinas/péptidos, menos polidispersa y de menor tamafio, equivalente al captopril,
facilite la inhibicion enzimética.

El ECso obtenido en la emulsién inicial fue de 0,29 + 0,03 mg/ml y para su par digerida
de 0,13 = 0,07 mg/ml (Tabla 1.6). El ECso del hidrolizado obtenido por accion
enzimatica exdgena fue de 0,14 + 0,02 mg/ml, inferior al de la emulsion inicial. La
emulsion se formul6 con una relacion 50:50 aislado/hidrolizado. Sabemos por estudios
previos realizados en nuestro laboratorio que los polipéptidos presentes en el APA
poseen baja accion inhibitoria sobre la ECA, precisamente porque los péptidos
antihipertensivos necesitan ser liberados de la secuencia primaria de las proteinas
mediante una hidrdlisis (Aphalo y col., 2015). Tomando esto en cuenta, solo los
péptidos, aportados por el hidrolizado, presentes en la emulsidn son capaces de inhibir
a la ECA. La determinacion del contenido de proteina en el soluble incluye la
presencia de aislado e hidrolizado, por lo que si el contenido de proteina se expresa
solo en funcion del aporte producido por este ultimo, la concentracion disminuiria a la
mitad dando como resultado un ECso de 0,15 mg/ml similar al del hidrolizado. De esta
manera, el resultado queda expresado en funcién de la fraccidn activa presente en la
emulsion.

Para realizar el ensayo de inhibiciébn una porcién de la emulsion se centrifugb y se
extrajo el sobrenadante acuoso, el cual fue utilizado para corroborar la accion
inhibitoria sobre ECA y la determinacién del contenido proteico por el método de
Lowry. Que se haya obtenido un ECso similar entre el HA y la Ei nos permite afirmar
que los péptidos con capacidad de inhibir a la ECA se encuentran presentes
mayoritariamente o en cantidad suficiente en la fase continua de la emulsion, siendo
posible su separacion mediante centrifugacion. Tal como se comenté previamente, los
péptidos con capacidad inhibitoria son de pequefia longitud, particularmente en
amaranto se han identificado dos tetrapéptidos, ALEP y VIKP, derivados de las

globulinas con accién antihipertensiva in vitro (Vecchi y Afién, 2009). Este tipo de
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péptidos aunque migren y logren anclarse en la interface poseerian una alta velocidad
de desorcion.

Luego de la digestion gastrointestinal simulada de la emulsién fue posible detectar la
presencia de péptidos con capacidad de inhibir a la ECA en la misma extension que el
hidrolizado obtenido por accién de alcalasa (ECso de 0,13 £ 0,07 mg/ml, Tabla I1.6).
Las enzimas digestivas no fueron capaces de hidrolizar los péptidos inhibidores
presentes inicialmente en la emulsién y/o durante el proceso de digestion simulada se
formaron nuevos péptidos activos a partir del aislado o hidrolizado, siendo los
tensioactivos utilizados como sustratos por las enzimas digestivas. Esta hipétesis se
corresponde con en el hecho de que las curvas de inhibicién de la E; y la Egso

presentaron comportamientos diferentes.

11.3.4. Ensayos in vivo

11.3.4.1. Medicidn indirecta de la presién arterial

Para estudiar la biodisponibilidad y el efecto hipotensor de las proteinas y péptidos de
amaranto se utilizaron cepas de ratas Wistar espontaneamente hipertensas (SHR).
Dichos animales se dividieron en 8 grupos y se alimentaron con dispersiones de
muestras disueltas en 2 ml de agua. Las muestras ensayadas fueron: hidrolizado de
alcalasa (HA), aislado de amaranto (APA), péptido VIKP, emulsion y emulsion
conteniendo VIKP. Se utiliz6 como control negativo agua destilada y como controles
positivos captopril (inhibidor de la ECA) y aliskireno (inhibidor de la renina). La
medicién de la presion en los animales se realiz6 tres veces previo a la administracion
de las muestras en estudio en diferentes dias y luego de las 3 h de la administracién
orogastrica de las muestras. En la Figura Il.17 se muestra la disminucién de la presiéon
arterial sistolica luego de 3 h de administradas las diferentes muestras en estudio.

La administraciébn de agua destilada, utilizada como control negativo, dio como
resultado una disminucion de la presion sanguinea igual a -3 £+ 8 mm Hg. La gran
dispersién que presentd este resultado es producto de la variabilidad entre los
animales (n= 6), por lo que seria conveniente en préximos ensayos utilizar un nimero
mucho mayor de estos. Las muestras que presentaron diferencias significativas en
comparacion con el control negativo luego de las 3 h posteriores a la administracion
orogastrica fueron el aliskireno (-45 £+ 5 mm Hg), la emulsién en la que se utiliz6 0,5%
p/v de HA y 0,5% p/v de APA como tensioactivo (-42 + 2 mm Hg), la emulsion con el
péptido VIKP adicionado (-35 £ 2 mm Hg), el captopril (-32 £ 4 mm Hg), el aislado (-25
+ 14 mm Hg) y el péptido VIKP (-21 £ 3 mm Hg) (Fig. I1.17).
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Figura 11.17. Disminucion de la presién sanguinea sistélica en ratas SHR luego de ser
alimentadas con las diferentes muestras en estudio. Los resultados se presentan como
la Media £ SEM. Un * indica diferencia (P < 0,05), *** (P < 0,0007), **** (P < 0,0001)

siendo las muestras comparadas con el control negativo (agua).

El hidrolizado (-20 £+ 3 mm Hg) fue la Unica muestra en estudio que no presenté
diferencias significativas (p < 0,07) con respecto al control negativo, aunque la caida
de la presién fue similar a la del péptido VIKP. Si bien se verificé una caida de presién
en los animales que consumieron hidrolizado, la variabilidad hallada en los resultados
del control negativo dificulté el analisis de datos.

Como se describid previamente en la Introduccion, el sistema renina-angiotensina
(SRA) estd regulado por dos proteasas: la renina y la enzima convertidora de
angiotensina (ECA). El aliskireno se utiliza comercialmente como inhibidor de la
renina, esta enzima es la responsable de hidrolizar el angiotensinégeno en el
decapéptido angiotensina-l, sustrato de la ECA. La inhibiciéon de esta enzima que se
encuentra en el paso previo a la produccién de angiotensina-ll evita la acumulacion y
potencial accion de la ECA sobre la angiotensina-I, lo que explica la mayor caida de la
presion arterial obtenida luego de la administracion a los animales de este compuesto.

El captopril, utilizado comercialmente como una droga inhibidora de la ECA, logré una
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disminucion de la presion arterial de los animales muy importante pero inferior a la
correspondiente al aliskireno coincidentemente con el punto de inhibicion del sistema
SRA. Las emulsiones transportadoras de los péptidos de amaranto lograron reducir la
presion arterial de los animales con respecto al control negativo siendo las diferencias
encontradas no significativas con respecto al aliskireno y al captopril.

Estos resultados indican que los péptidos con accién antihipertensiva lograron su
pasaje a través del tracto gastrointestinal de las ratas SHR de manera intacta y sin
pérdida de su actividad y/o que durante la hidrdlisis llevada adelante por las enzimas
del tracto gastrointestinal los péptidos/proteinas presentes en las muestras se hayan
transformado en nuevos productos bioactivos. Los péptidos presentes originalmente
en la muestra y/o los productos de la digestion gastrointestinal una vez ubicados en el
lumen intestinal lograron atravesar los enterocitos llegando al flujo sanguineo y de esa
manera ejercer su efecto fisioldgico.

Segun los resultados obtenido a partir de los ensayos de inhibicion de ECA, el HA
presentd in vitro un ECso 0,14 £+ 0,02 mg/ml (Tabla 11.6) y una disminucion de la
presion in vivo de -20 £ 3 mm Hg (Fig. 11.17). La emulsién conteniendo HA+APA
inhibié a la ECA in vitro con un ECs 0,13 £+ 0,07 mg/ml (Tabla 11.6) y cuando se le
administré a las ratas logré una disminucién de la presion de -42 + 2 mm Hg (Fig.
11.17). Luego de la digestion gastrointestinal in vitro de la emulsiéon la actividad
inhibitoria se mantuvo con respecto al HA y en la administracién a los animales logro
una mayor caida de presion. Como se comentd previamente en el analisis de las
curvas de inhibicién obtenidas con la emulsion E; y la emulsion digerida Egeo, €S
posible que luego de la accion proteolitica de las enzimas digestivas se formen nuevos
péptidos inhibidores de la ECA a partir de los polipéptidos provenientes del APA y el
HA. Luego de la digestion gastrointestinal in vivo del aislado se corroboré un efecto
hipotensor del mismo, con una disminucion de la presion igual a -25 + 14 mm Hg (Fig.
11.17).

La incorporaciéon del péptido VIKP a la emulsion, con probada capacidad
antihipertensiva in vitro demostrada por Vecchi y Afién (2009), ECso 0.09 mg/ml, no
presento diferencias significativas con respecto a la emulsién formulada con APA+HA.
Se corrobor6 un efecto hipotensor del péptido VIKP, -21 + 3 mm Hg, administrado en
una concentracion de 50mg/kg de rata. Evidentemente la composicion y cantidad
generada de los diferentes péptidos inhibidores provenientes del HA y el APA

liberados luego de la digestién gastrointestinal in vivo fue un factor importante para
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producir la inhibiciébn de la ECA y como consecuencia un efecto hipotensor (Norris y
FitzGerald, 2013).

Los resultados obtenidos para el hidrolizado estan de acuerdo a lo publicado por Fritz
y col., (2011), en donde evaluaron la caida de la presion de ratas hipertensas luego de
la administracién de hidrolizado de amaranto en una proporcion de 2,4 g/kg rata con
un contenido de proteina similar al utilizado en el presente estudio. El valor obtenido
por estos autores fue de AP = -25 mm Hg, luego de transcurridas 3 h de
administracién. A su vez, Ramirez-Torres y col., (2017) alimentaron ratas SHR con
hidrolizado de amaranto obtenido con alcalasa en un proporcién de 1,2 g/kg de rata
obtuvieron una disminucion significativa de la presion arterial de los animales luego de
las 4 h, disminucién que oscil6 entre los 20-25 mm Hg. Hasta la fecha son los dos
Unicos estudios que se han realizado y publicado relacionados con la administracion
de hidrolizados de amaranto con alcalasa a ratas SHR.

Medina-Godoy Yy col., (2013) evaluaron el efecto antihipertensivo de hidrolizados de
globulina 11S de amaranto modificada genéticamente. La modificacién consistié en la
incorporacién de secuencias peptidicas en tandem con probada actividad inhibitoria de
la ECA: el dipéptido Val-Tyr y el tripéptido lle-Pro-Pro. Las ratas alimentadas con una
proporcion de péptidos igual a 50 mg/kg de rata presentaron una caida de presion de -
28 mm Hg luego de las 3 h de administracion por via oral. La concentracion de
péptidos utilizada por kg de rata fue similar a la administrada en el presente estudio
utilizando el péptido VIKP, presentando una disminucién de la presion igual a -21 + 3
mm Hg.

Otras fuentes proteicas han sido estudiadas en ensayos in vivo, por ejemplo Lafarga y
col., (2016) reportaron una caida de presion arterial de 14,33 + 2,19 mm Hg utilizando
hidrolizados obtenidos con papaina a partir de seroalbimina bovina. La medicion la
realizaron luego de las 2 h de administrada una cantidad de 200 mg de hidrolizado/ kg
de rata. Girgih y col., (2015) testearon el efecto hipotensor de hidrolizados de bacalao
y obtuvieron un AP de -15 mm Hg luego de las 4 h de administracion de 200 mg de
hidrolizado/kg de rata. Ngo y col., (2014) utilizaron hidrolizados de gelatina obtenidos
por accion de alcalasa para administrarselos a ratas SHR. La caida de la presion
sistolica registrada luego de 2 h después de la ingestién fue de aproximadamente -28
mm Hg utilizando 1 g de hidrolizado/ kg de rata. Li y col., (2007) utilizaron hidrolizado
de proteinas de arroz obtenidos también por accion de alcalasa y una secuencia
peptidica (Thr-GlIn-Val-Tyr) con potente capacidad inhibitoria (ECso = 18,2 uM) para

chequear el efecto hipotensor de los mismos. Las cepas SHR alimentadas con 600
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mg/kg de hidrolizado y 30 mg/kg del tretapéptido lograron disminuir la presion arterial
de los animales -10 mm Hg y -30 mm Hg, respectivamente. A diferencia de lo
encontrado en el presente trabajo, no hallaron un efecto hipotensor en el aislado de
proteinas de arroz.

En cuanto a la incorporacién de péptidos inhibidores de ECA en sistemas de
trasportes, Hen y col., (2003) encapsularon un péptido sintético, Leu-Lys-Pro, en
liposomas y con ellos alimentaron oralmente a ratas SHR en una proporcién de 0,18
mM de péptido/kg de rata. Estos autores observaron que la presion arterial de los
animales disminuia notablemente luego de 4 h pasada la administracién. La reduccion
maxima de la presion sanguinea del tripéptido (Leu-Lys-Pro) sin encapsulacion fue de
aproximadamente 30 mmHg. Sin embargo, el péptido encapsulado en liposomas
exhibi6 efectos de reduccién de presién arterial mas significativos (p <0,01) luego de 4
y 6 h de su administracion, alcanzado 45 mm Hg ,aproximadamente, al mayor tiempo;
el efecto hipotensor se mantuvo hasta las 10 h de administracién.

La presion arterial es resultado del producto del volumen minuto (mantenida por la
contraccion cardiaca) por la resistencia periférica (mantenida por la contraccion de los
vasos de resistencia). Lo que se corrobord en los ensayos realizados en este trabajo
de Tesis es el efecto de las diferentes muestras de amaranto sobre la presion arterial
en un sistema modelo animal, ratas hipertensas, no se puede afirmar si dicho efecto
se debe exclusivamente a un efecto vasodilatador/resistencia periférica o si también
existe alguna accion depresora sobre la contraccién miocardica. Segun los estudios
llevados adelante por Fritz y col., (2011), haciendo uso de musculos papilares aislados
de corazén del mismo tipo de ratas hipertensas que el empleado en esta Tesis, no
existiria, en principio, ningun efecto inotrépico (contractibilidad del corazén) negativo
significativo, en consecuencia bajo condiciones "in vivo" el corazén no se veria
afectado y la disminucion de la resistencia periférica seria la causa de la caida en
presion sanguinea detectada en los animales luego de la administracion del
hidrolizado de amaranto .

Comprobado el efecto hipotensor de las proteinas/péptidos de amaranto y asumiendo
gue las diferentes muestras ensayadas ejercen su rol sobre la resistencia del sistema
vascular periférico, se realizaron una serie de experimentos ex vivo tendientes a

comprobar dicha hipotesis haciendo uso de aorta de rata.
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[1.3.4.2. Medicion de la contracciéon del musculo liso vascular aislado

Para corroborar el efecto vasodilatador de las diferentes muestras en estudio y atribuir
ese efecto a la accibn sobre el sistema renina-angiotensina, principalmente a la
inhibicion de la ECA, se determind la contractilidad de la aorta toracica de las ratas
utilizadas en el ensayo in vivo discutido previamente. Como se describié en el inciso
[1.2.5.5, en la realizacion de este ensayo se emplearon como estimulos de la aorta una
alta concentracion de potasio, que actla sobre los canales voltaje-operados, y
norepinefrina, agonista fisiolégico que actla sobre canales receptor-operados. El
efecto final, tanto del potasio como de la norepinefrina, fue el aumento del tono
vascular del masculo liso aislado, en este caso, de aorta tordcica. Tanto el potasio
como la norepinefrina a nivel fisiologico desencadenarian un aumento de la presion en
los vasos sanguineos.

Los preparados de aorta se estabilizaron durante 1 h a tension de reposo de 2 g y
luego se expusieron a una concentracion de K (80 mM) y norepinefrina en

concentraciones crecientes de 106My 107 M.

11.3.4.2.1. Reactividad de anillos de aorta frente al tratamiento con Potasio y

norepinefrina

Las muestras de aorta toracica tratadas con potasio que presentaron diferencias
significativas de contractilidad respecto a la de los animales control, a los que se les
administr6 solo agua, fueron el aislado, el hidrolizado, el péptido VIKP, la emulsion y la
emulsion con el VIKP. Como se muestra en la Figura 11.18, la contractilidad de la aorta
correspondiente a los animales control fue de 0,44 + 0,02 g/mg, mientras que las
correspondientes a los animales tratados variaron entre 0,29 + 0,03 g/mg (animales
alimentos con emulsion e hidrolizado) y 0,34 + 0,03 g/mg (animales alimentados con el
péptido VIKP).

El tratamiento de las aortas toracicas con norepinefrina mostré diferencias
significativas en la contractilidad vascular entre el grupo de animales alimentado con
agua (0,44 £+ 0,02 g/mg) y los grupos de hidrolizado (0,29 + 0,03 g/mg), el péptido
VIKP (0,34 + 0,03 g/mg) y la emulsiéon conteniendo VIKP (0,32 + 0,03 g/mg) (Fig.
11.19).
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F (g/mg anillo)

Figura 11.18. Contractibilidad de los anillos de aorta sometidos a un estimulo con
Potasio. En el grafico se puede apreciar la fuerza contractil para las diferentes
muestras en estudio. (Media + SEM). Un * indica diferencia (P < 0,05), ** (P < 0,003)

comparando las muestras contra el control negativo.

La contractilidad de las aortas provenientes de los animales a los que se les suministré
captopril y aliskireno, no presentaron diferencias significativas con respecto al control
negativo, animales a los que se les suministré6 agua, para ninguno de los estimulos
utilizados, potasio y norepinefrina. Evidentemente estos inhibidores no estarian
ejerciendo su accién sobre el SRA local, resultado esperable dado que estos dos
compuestos actlan a nivel del aparato circulatorio intacto. Se ha sugerido que los
péptidos derivados de fuentes alimentarias tienen mayor afinidad por los tejidos y se
eliminan mas lentamente que el captopril sintético (Fujita y Yoshikawa, 1999).

Por lo tanto, en base a estos experimentos y a los resultados obtenidos en los mismos
podriamos concluir que el efecto ejercido por la administracién de distintas muestras
de amaranto sobre la presion arterial de ratas hipertensas se debi6 a una disminucién

del tono vascular y una caida de la resistencia periférica de los vasos. Esto podria
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deberse a una accion inhibitoria sobre el sistema renina- angiotensina local, ademas
del efecto de inhibicion sobre la ECA circulante.
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Figura 11.19. Contractibilidad de los anillos de aorta sometidos a un estimulo con
Norepinefrina. En el grafico se puede apreciar la fuerza contractil para las diferentes
muestras en estudio. (Media £ SEM). Un * indica diferencia (P < 0,05), ** (P < 0,003)

comparando las muestras contra el control negativo.
11.3.4.3. Cuantificacién de la enzima convertidora de angiotensina en plasma

Para conocer si las diferentes muestras en estudio tienen algun efecto en la
modulacion de los niveles de la enzima convertidora de angiotensina presente en
plasma, se determiné la concentracion de la misma mediante un Kit ELISA. En la
Figura 11.20 se pueden observar las concentraciones de enzima en plasma

expresadas en pg de ECA/ ml de plasma.
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Figura 11.20. Concentracion de ECA (ug/ml) en plasma para las diferentes muestras en
estudio. (Media + SEM). Un * indica diferencia (P < 0,05), **** (P < 0,0001),

comparando las muestras contra el control negativo.

El control negativo, plasma de animales hipertensos a los que se les suministré agua,
presentd la menor concentracién de enzima (0,14 + 0,03 pg/ml). El plasma de los
animales a los que se administré captopril contenia 2,5 £ 0,0 pg/ml de ECA y el
correspondiente a aliskireno 2,07 = 0,42 ug/ml, ambos valores son significativamente
superiores al contenido de enzima del control negativo (P < 0,0001). La administracién
a los animales con la emulsiéon (2,5 + 0,0 ug/ml) y la emulsién conteniendo el péptido
VIKP (2,3 £ 0,20 pg/ml) tuvieron como consecuencia un aumento (P < 0,0001) de los
niveles de ECA en plasma respecto al control negativo y de la misma magnitud que los
controles positivos (captopril y aliskireno).

Por su parte, la administracion del aislado y el hidrolizado también generaron un
aumento de los niveles de ECA en plasma con respecto al control: 1,35 + 0,30 pg/mly
1,15 + 0,39 pg/ml, respectivamente (P < 0,05); aunque la proporcién de dicho aumento
fue inferior al provocado por los controles positivos.

La administracion del péptido VIKP a las ratas hipertensas fue la Gnica muestra que no

provoco ninguna variacion estadisticamente significativa en el contenido de la ECA en
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el plasma, al igual que el agua; aunque los niveles enziméticos determinados (0,87 +
0,32 pg/ml) fueron similares a los correspondientes al hidrolizado y el aislado.

Nuestra hipétesis antes de realizar este ensayo era que probablemente el tratamiento
con las diferentes muestras produciria una disminucién en los niveles de ECA
plasmaticos dado que esta enzima actla a nivel sérico, sin embargo no solo la
hipdtesis era errada sino que los resultados obtenidos fueron inversos a los
esperados. Probablemente la inhibicion de la ECA plasmética in vivo por efecto de la
administracion de las diferentes muestras de amaranto genere la sintesis de novo de
la enzima, quiza a través de un sistema de “up regulation” como el observado por
ejemplo en el tratamiento de pacientes con compuestos blogueantes de los receptores
adregénicos, en los que se ha detectado un aumento de la concentracion de
catecolaminas plasmaticas.

Estudios publicados en la literatura realizados con las drogas sintéticas utilizadas en el
tratamiento de la hipertension también registraron un aumento en los valores de ECA
en plasma y en otros tejidos. Por ejemplo Chai y col., (1992) hallaron que luego de la
administracion cronica (14 dias) de lisinopril (10 mg/kg) a ratas Sprague-Dawley
aumenté significativamente los niveles de ECA en plasma y pulmon, pero no en el
otros tejidos estudiados, aorta, testiculos y rifiones. Estas ratas suelen tener mayor
relacion de cola para la longitud del cuerpo en comparacién con ratas Wistar y son
utilizadas en el estudio del tratamiento de la hipertension al igual que las cepas SHR.
Kohzuki y col., (1991) encontraron que la induccion de ECA resulté ser especifica de
organos cuando ratas Sprague-Dawley se alimentaron con lisinoprii de manera
cronica; la ECA total plasmatica aumenté 1,75 veces y la ECA total en pulmén
aumento6 en un 30% en comparacién con los animales utilizados como controles, pero
no hubo un cambio demostrable en la concentracion total de ECA en el rifién, la
glandula suprarrenal o la aorta. A pesar de esto, durante el tratamiento crénico con
lisinopril, la actividad de la ECA en todos estos 6rganos se inhibié con bajos niveles de
ECA libre. La induccién de ECA en el plasma y el pulmén no parece disminuir
significativamente la efectividad de los inhibidores de la ECA en el tratamiento crénico
de pacientes con hipertension o insuficiencia crénica cardiaca (Chai y col., 1992).
Restaria determinar, en un futuro préximo, si el aumento de la cantidad de ECA en
plasma se corresponde con un incremento de su sintesis, por ejemplo mediante la
determinacién de RNAs mensajeros especificos.

Cabe ademas sefialar, que la mayor cantidad de ECA plasméatica detectada no

necesariamente implica que sea total o parcialmente activa, hecho que se debe
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corroborar a través de la determinacion de la actividad de la ECA del plasma. A su
vez, la induccién de ECA en plasma, en principio, no parece afectar la efectividad de
los inhibidores en estudio.

Estos estudios seran realizados proximamente en nuestro laboratorio para poder
aportar nueva informacién a los mecanismos de accion involucrados en el efecto

hipotensor de los péptidos derivados de las proteinas de amaranto.
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I.4. CONCLUSIONES DEL CAPITULO

e Fue posible caracterizar el proceso simulado de digestibn gastrointestinal
utilizando una emulsién formulada con 0,8% p/v de APA-pH 2,0. Mediante el
seguimiento del tamafio de particula durante las diferentes etapas del proceso
digestivo se caracterizé la accién de los principales componentes de los fluidos
gastrico y duodenal. La extension de la lipélisis se determiné cuantificando la
liberacion de los acidos grasos libres, arrojando un valor de 30% al final de la
digestidn junto con un aumento significativo en el tamafio de particula debido a
los procesos de desestabilizacion, como la agregacion y coalescencia que
ocurren durante la digestién simulada de la emulsion.

e Una vez caracterizado el sistema se realiz6 el proceso simulado de digestion
gastrointestinal sobre una emulsion formulada con 1% p/v de APA+HA pH-2,0.
El hidrolizado de amaranto se utiliz6 como fuente de péptidos bioactivos y
como tensioactivo en la formacion de la emulsion. Luego del proceso simulado
de digestién, las gotas de aceite se distribuyeron en tres poblaciones
diferentes, en donde parte de las gotas de aceite de la emulsion fueron
digeridas extensivamente en tanto que otras no experimentaron hidrélisis o la
misma fue reducida.

o La utilizaciébn de la enzima convertidora de angiotensina obtenida a partir
pulmones de conejos se caracteriz6 utilizando captopril como control positivo e
hidrolizado de amaranto como fuente de péptidos inhibidores. La concentraciéon
que generd la inhibicion del 50% de la ECA utilizando captopril fue de 517 + 46
nM, superior al ECso obtenido con la enzima comercial, 39,2 + 11,2 nM. Similar
comportamiento fue hallado cuando se utilizd hidrolizado como inhibidor,
presentando un ECsp 1,3 = 0,2 mg/ml versus un ECs 0,14 + 0,02 mg/ml con la
enzima comercial.

e La evaluacion de la capacidad antihipertensiva in vitro de la emulsion 1% p/v de
APA+HA pH-2,0 sometida a un proceso simulado de digestion gastrointestinal
present6 un ECso 0,13 + 0,07 mg/ml, demostrando ser igual de efectiva que el
hidrolizado obtenido a partir de alcalasa. Los péptidos bioactivos presentes en
la emulsion fueron resistentes al proceso digestivo y/o durante el mismo se
liberaron nuevos péptidos antihipertensivos por acciéon de las enzimas
digestivas.

e La mediciébn de la presion arterial sistdlica en ratas espontdneamente

hipertensas a las que se les administré diferentes muestras de amaranto
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permitié corroborar la actividad antihipertensiva in vivo. El hidrolizado de
amaranto arrojé una disminucion de la presion arterial igual a -20 £ 3mm Hg,
similar al péptido antihipertensivo VIKP y la emulsién conteniendo APA+HA
present6 una disminucién de -42 + 2 mm Hg, del mismo orden de magnitud que
las drogas utilizadas comercialmente para el control de la hipertension
(captorpil y aliskireno). Luego de la digestiobn gastrointestinal in vivo se
generaron péptidos antihipertensivos ademas de los presentes en el
hidrolizado, probablemente a partir de la hidrdlisis del aislado proteico de
amaranto (-25 + 14 mm Hg).

Los péptidos antihipertensivos pudieron: atravesar el proceso digestivo
exitosamente, atravezar el lumen intestinal, resistir el atague de las peptidasas
presentes en los enterocitos y en el plasma, para llegar a ejercer su efecto
sobre la enzima diana (ECA).

A excepcion del péptido VIKP, todas las muestras de amaranto presentaron
niveles aumentados de ECA en plasma luego de los tratamientos. Si bien
existen antecedentes de este efecto luego de la administracion crénica de
drogas antihipertensivas, resta por averiguar si la enzima se encuentra activa y
si su concentracion aumentada frente al control se debe a un mecanismo de

“up regulation”.
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[ll. Introduccién al capitulo

En los anteriores capitulos se estudi6 el desarrollo, caracterizacion y la actividad
antihipertensiva de emulsiones elaboradas a partir de aislado e hidrolizado proteico de
amaranto. En el presente capitulo nos propusimos utilizar harina de amaranto como
materia prima para la elaboracién de galletitas.

La harina de amaranto es el principal producto comercial derivado del grano y es la
materia prima de mas facil acceso para elaborar un producto a base de amaranto.
Poder conocer las caracteristicas fisicoquimicas y la potencial actividad biolégica de
un producto terminado a base de harina de amaranto representé todo un desafio
debido a la complejidad del sistema alimentario en estudio.

La harina de amaranto se utiliz6 para elaborar galletitas de tipo artesanal. Las
galletitas son un producto de consumo masivo por su facilidad para transportarlas y su
larga vida util. Tradicionalmente son elaboradas con trigo blando (“soft”) en el cual la
lisina es el principal aminoéacido limitante. La concentracion de lisina en los granos de
amaranto es de 596 g/16 g N la cual es sustancialmente mas alta que la
correspondiente a harina de trigo, 2,90 g/16 g N (Dodok y col., 1997).

El grano de amaranto posee un contenido de proteinas elevado en comparacion con
los tres cereales de mayor importancia agronémica y comercial a nivel mundial como
son el arroz, el maiz y el trigo, los cuales contribuyen con méas de la mitad del aporte
proteico a la dieta humana (Tabla Ill.1; FAO, 2011).

Tabla Ill.1. Composicion aproximada del grano de Amaranto y de tres cereales de
importancia en la alimentacion humana. Adaptacién del libro Amaranth: Biology,

Chemistry and Technology. Paredes-L6pez 1994.

Compuesto Amaranto Maiz Arroz Trigo
Proteina (% p/p) 17,9 10,3 8,5 14
Lipidos (% p/p) 7,7 4,5 2,1 2,1
Fibra (% p/p) 2,2 2,3 0,9 2,6
Cenizas (% p/p) 4,1 1.4 1.4 19
Carbohidratos (%p/p) 57 67,7 75,4 66,9

El amaranto también posee un alto contenido de fibra dietaria, calcio y hierro en mayor
concentracion que los cereales antes mencionados (Bressani y Garcia-Vela, 1990;
Berganza y col., 2003; Venskutonis y Kraujalis, 2013). Como resultado de estas

caracteristicas la planta de amaranto se ha comenzado a cultivar en diversas regiones
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y paises del mundo tales como Sud América, Africa, India, China y los Estados Unidos
(Aguilar y col., 2013).

Ademas de las caracteristicas nutricionales, los granos de amaranto son libres de
gluten y sus productos estan emergiendo como una alternativa de consumo saludable.
Utilizar la harina de amaranto como base Unica para elaborar productos alimenticios
permite incorporar a las personas celiacas al grupo de potenciales consumidores.

Mas alla de presentar las ventajas antes mencionadas, se ha descrito que el amaranto
aportaria diversas actividades biologicas beneficiosas para la salud del consumidor,
las que pueden provenir de péptidos encriptados en sus proteinas de reserva como
también de otras sustancias presentes en la semilla, como polifenoles, escualeno y
fibra (Fritz y col., 2011; Orsini Delgado y col., 2016; Moronta y col., 2016; Sabbione y
col., 20164, b; Quiroga y col., 2017). Visto el amplio espectro de actividades bioldgicas
mostrado por péptidos derivados de las proteinas de almacenamiento de este grano
decidimos estudiar la presencia de actividad antihipertensiva en un producto final para

el consumo, elaborado a partir de harina de amaranto.
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ll.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

La informacion disponible sobre el estudio de péptidos bioactivos antihipertensivos en
la literatura se basa principalmente en la utilizacion de muestras purificadas como
péptidos, fracciones proteicas e hidrolizados o digeridos derivados de aislados
proteicos. En este sentido resultd de interés para elaborar galletitas el estudio de las
caracteristicas fisicoquimicas y bioactivas de la harina de amaranto, principal producto
comercial derivado del grano. Las galletitas, como un producto final listo para el
consumo, constituyen un sistema alimentario complejo en comparacion con las
muestras proteicas mencionadas previamente las cuales han sido exhaustivamente
estudiadas en cuanto a sus caracteristicas antihipertensivas. Verificar la potencial
actividad antihipertensiva en un producto final para el consumo sera de relevancia

para asegurar el desarrollo de un alimento con funcionalidad probada.

En base a lo expuesto, en el presente capitulo nos propusimos los siguientes
objetivos especificos:

e Elaborar galletitas a base de harina de amaranto como Unica fuente de aporte
proteico.

e Caracterizar desde el punto de vista fisicoquimico la harina, la masa y las
galletitas de amaranto a fin de estudiar el proceso de elaboracién y los

atributos del producto final.

e Estudiar la potencial actividad antihipertensiva de la harina y las galletitas luego

de ser sometidas a un proceso de digestion gastrointestinal simulado.
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l1I.2. MATERIALES Y METODOS
[11.2.1. Elaboracion de la masay galletitas

Las galletitas se prepararon con harina de amaranto (Nutraceutica Sturla SRL),
sacarosa (Ledesma), aceite de girasol (Cocinero, Molinos Rio de La Plata), esencia de
vainillina (La Virginia) y polvo de hornear sin gluten. En la Tabla 1ll.2 se puede

observar la proporcién de cada ingrediente utilizado.

Tabla Ill.2. Composicion porcentual de cada ingrediente en las galletitas

Ingredientes Formulacion (%p/p)
Harina de Amaranto 37,1
Azlcar 22,3
Aceite de girasol 11,1
Polvo para hornear 0,6
Esencia de vainilla 1,0
Agua 27,8

La masa se prepardé hidratando la harina previamente con el agua e incorporando
luego los demas ingredientes por mezclado. Una vez que se alcanzé la consistencia
deseada, la que se establecié empiricamente durante las primeras pruebas realizadas,
la masa se fracciond y se coloc6é en una placa para horno empleando una cuchara
pequefia, cocinandose a 160°C durante 15 min. El horno eléctrico (Ariston, Fabriani,
Italia) utilizado para la cocciéon se precalentdé durante 20 min a la temperatura
antedicha. En la Figura Ill.1 se pueden visualizar la masa (panel A) y las galletitas

luego del horneado (panel B).

Figura lll.1. Masa previo a la coccion (panel A) y galletitas horneadas (panel B).
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[11.2.2. Composicion centesimal de la harina, masa y galletitas
[1.2.2.1. Humedad

El contenido de agua se determiné indirectamente luego de conocer la contribucion de
la sustancia seca a la masa total por secado en estufa a 105 + 1 °C y presion
atmosférica hasta peso constante, método 928.10 de la AOAC, (AOAC, 1990). La

determinacion se realiz6 por triplicado.

[11.2.2.2. Cenizas

La determinacion de cenizas se realizO gravimétricamente por calcinaciéon de la
muestra a 550 + 5 °C y presion atmosférica hasta cenizas blancas método 923.03 de
la AOAC (AOAC, 1990). La determinacion se realiz6 por triplicado.

[11.2.2.3. Proteinas

El contenido total de proteina se determiné mediante el método de microKjeldhal
combinado con el método colorimétrico de Nkonge y Ballance (Nkonge y Ballance,
1982), utilizando el factor de conversion de 5,85 g de proteina/g de nitrégeno
(Paredes-Lopez, 1994). La determinacion se realiz6 por triplicado.

[11.2.2.4. Lipidos

La determinacion del contenido de lipidos se realiz6 por extraccion directa empleando
el equipo de Soxhlet (AOAC, 1990). La muestra se extrajo con éter etilico llevandose a
cabo 8 sifonadas para lograr una extraccion completa de los lipidos presentes en la
misma. Luego se determind gravimétricamente el extracto seco, previa eliminacion de
solventes. El ensayo se realiz6 por triplicado.

El porcentaje de grasa se calculé utilizando la ecuacion 1ll.1:

% grasa=(Mm2-m1/m)x100 ec.lll.1

Donde: mz, masa en gramos del balén con grasa después del secado (g); mi, masa

del balén vacio (g); m, masa de muestra (g).

[11.2.2.5. Hidratos de carbono

Los hidratos de carbono se determinaron utilizando el método de FCB (Fehling-
Causse-Bonnans) luego de una hidrdlisis &cida total (Menegassi y col., 2011). El

ensayo se realiz6 por triplicado.
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[11.2.3. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

El estudio y andlisis de los pardmetros térmicos de las diferentes muestras se realizo
mediante calorimetria diferencial de barrido. La metodologia utilizada se encuentra
descripta en el item 1.2.6 del capitulo 1. Para realizar las corridas calorimétricas se
pesaron aproximadamente 15 mg de cada muestra en las capsulas de medidas. Las
dispersiones la harina, masa, galletitas, almidén y almidén-sacarosa se prepararon al
20% p/p. La muestra de almidén-sacarosa se prepard respetando la proporcion de
estos componentes en las galletitas. La cantidad de agua se encontraba en exceso

para producir la gelatinizacion del almiddn.

[11.2.4. Caracterizacion de la harina
[11.2.4.1. Ensayo de absorcion de agua

Se determind la capacidad de imbibicion de agua de la harina de amaranto. Para tal fin
se empled un equipo de Baumann el cual consiste en una base perforada, sobre la
cual se coloco papel de filtro, que se conect6é a una pipeta graduada a través de un
tubo flexible. La base y la pipeta se encuentran en posicién horizontal y al mismo nivel
(Fig. 111.2). El sistema se llené de agua, se enrasé la pipeta y se colocd una capa
uniforme de muestra (50 mg) sobre el papel de filtro. Se midié la variacién del volumen
de agua de la pipeta en funcién del tiempo hasta que se obtuvo un volumen constante.
Los resultados se expresaron como ml de agua imbibida por g de harina. La absorcion
de agua se determin6 a 25°C y las curvas obtenidas se ajustaron a un comportamiento
de tipo exponencial para calcular la velocidad inicial (vi, ml/g min) de absorcién de

agua y la WIC (ml/g).

/ A

Figura lll.2. Esquema del equipo de Bauman.
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La capacidad de imbibicion (water imbibing capacity: WIC) de agua se determind
como:
WIC = ml de agua absorbida / g de muestra

[11.2.4.2. Capacidad de retencion de solventes

El perfil de capacidad de retencién de solventes (CRS) se determiné de acuerdo con el
método AACC 56-11 (2000). Se suspendieron muestras de harina de amaranto (5 g)
con 25 g de agua, 500 g/l de sacarosa, 50 g/l de carbonato de sodio y 50 g/l de acido
lactico. Las muestras se hidrataron durante 20 min a temperatura ambiente y se
centrifugaron a 1000g durante 15 min y 20°C. Cada precipitado obtenido se peso vy el

CRS para cada solvente se calcul6 de acuerdo a lo indicado por Barrera y col., (2007):

% CRS = (PP /PH x 86 /(100 -% H) - 1) x 100 ec. lll.2

donde: PP es el peso del precipitado (g); PH el peso de la harina (g); % H el contenido
de humedad de la harina. Las determinaciones se hicieron por duplicado.

[11.2.5. Caracterizacion de la masa
[11.2.5.1. Ensayos dindmicos en reémetro oscilatorio

Los ensayos oscilatorios son muy sensibles a la composiciéon quimica y a la estructura
de los alimentos por lo que son los métodos dindmicos mas ampliamente utilizados
para estudiar el comportamiento viscoelastico de los mismos (Steffe, 1996). La
muestra se somete a un esfuerzo (en un reémetro de esfuerzo controlado) o una
deformacién (en un reémetro de velocidad controlada) que varia arménicamente con el
tiempo y se registran el desfasaje entre las oscilaciones del esfuerzo y la deformacién
y los cambios en la amplitud de la oscilacion. En los reémetros de esfuerzo controlado
se fijja la amplitud del esfuerzo y se mide la deformacion mientras que en los de
velocidad controlada se fija la deformacion y se mide el esfuerzo. Se define como
rango de viscoelasticidad lineal de un material a aquel en el cual las propiedades del
mismo no dependen de la magnitud del esfuerzo aplicado, de la deformacién realizada
o de la velocidad de aplicacion de la deformacion.

Si tenemos una muestra a la cual se aplica un esfuerzo de cizalla entre dos platos
paralelos (Fig. Il1.3), de forma tal que el plato inferior se encuentra fijo mientras que el
superior se mueve describiendo un movimiento sinusoidal de frecuencia ®, entonces

la deformacién del material esta dada por la ecuacién 1l1.3.
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i
—

Figura Il.3. Esquema de la situacién de la muestra entre las placas del reGmetro para

la realizacién de los ensayos.

y=1v0 sen (ot) ec. .3

donde: y es la deformacion del material, yo es la amplitud de la deformacion, o es la
frecuencia angular (rad/s) y t el tiempo (s).

Si la amplitud de la deformacién que se aplica es pequefia, de forma tal de
encontrarnos dentro del rango de viscoelasticidad lineal, el esfuerzo producido esta

dado por la ecuacion 1l1.4.

c=oco0sen (ot-03) ec.lll.4

donde: oo (Pa) es la amplitud del esfuerzo y o es el angulo de desfasaje, que separa
al esfuerzo realizado de la deformacion. En los objetos sélidos ideales, que presentan
un comportamiento elastico, el esfuerzo y la deformaciéon se encuentran en fase (6 =
0). Mientras que en un liquido viscoso ideal se presenta una diferencia de fase de 90°
entre el esfuerzo y la deformacién. Aquellos elementos que presentan angulos de
desfasaje entre 0° y 90° se denominan viscoelasticos y presentan un comportamiento
intermedio entre el sélido ideal y el liquido viscoso ideal.

La ecuacién lll.4 también puede escribirse como:

c=Gy +(G"/w)y ec.lll5
donde: G (Pa) es el médulo de almacenamiento o médulo eléstico (ec. 111.6) y G (Pa)
es el modulo de pérdida o viscoso (ec. IIl.7). EI modulo eldstico se encuentra

relacionado con la respuesta del material como un sdélido mientras que el modulo

viscoso se relaciona con la respuesta del material como un fluido. Ambos moédulos son
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funcién de la frecuencia y se pueden expresar en funcién de la amplitud y el angulo de

desfasaje:

G” = (ool yo) cos (8) ec. 1.6

G” = (ool yo) sen (8) ec. .7

G’ yo puede interpretarse como la componente del esfuerzo que se encuentra en fase

con la deformacion y G™” yo puede interpretarse como la componente del esfuerzo que
se encuentra desfasada en 90° de la deformacion.

Otras funciones que describen el comportamiento viscoelastico de la muestra y su
dependencia con la frecuencia son el mddulo complejo (ec. 111.8) y la tangente del
angulo de desfasaje (ec. I11.9).

G*=oo0/y0 ec. .8

tan (8) =G /G~ ec.lll.9

La tan (8) se vincula con la relacién entre la energia perdida por la muestra por ciclo
respecto a la energia almacenada por ciclo (Steffe, 1996).

La masa se prepar6 como se describi6 en el item 1l.2.1. Para la realizacién de los
ensayos se empledé un redbmetro oscilatorio de esfuerzo controlado Haake RS 600
(Haake, Alemania). Las medidas se realizaron a 25°C utilizando como sensor un
sistema plato — plato de superficie rugosa con una separaciéon entre los mismos de 1,0
mm. Se cubrieron los bordes de las muestras con vaselina para evitar la pérdida de
humedad durante el ensayo. Se realizaron barridos de esfuerzo entre 0,5y 200 Pa a
una frecuencia de 1 Hz para determinar el rango de viscoelasticidad lineal de las
muestras. Se fij6 un esfuerzo de 5 Pa, comprendido dentro del intervalo de
viscoelasticidad lineal, para realizar los barridos de frecuencia, los cuales fueron
realizados entre 0,005 y 100 Hz. En ambos ensayos las muestras se dejaron relajar
durante 5 min, entre los platos, antes de comenzar la medida. Se determinaron el
médulo elastico (G"), el médulo viscoso (G™'), el médulo complejo, la tangente del

angulo de desfasaje (tan (0)). La medida se realiz6 por triplicado.
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[11.2.5.2. Microscopia confocal de la masa

Para estudiar las caracteristicas microestructurales de la masa su tomaron fotografias
en un microscopio confocal utilizando el procedimiento descripto en el item 1.2.15 del
capitulo 1. Para la tincion de las masas se utilizé la metodologia descripta por Correa 'y
col., (2014). Una pequefa porcion de la masa fue distribuida sobre un portaobjetos de
vidrio y luego tefiida con una mezcla acuosa de rodamina B (0,001% p/v) e
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (0,01% p/v). Se utiliz6 una longitud de onda de
excitacion de 488 nm para el FITC y 568 nm para la rodamina B, la longitud de onda

de emisién fue de 518 nm y 625 nm para FITC y rodamina B, respectivamente.

[11.2.6. Caracterizacion de las galletitas
[11.2.6.1. Factor Galletita

El factor galletita es uno de los test predictivos que se utilizan para evaluar las
caracteristicas de calidad de las galletitas y establecer una correlaciébn con otros
ensayos de evaluacion fisicoquimica como por ejemplo el CRS o capacidad de
retencién de solventes (Colombo y col., 2008).

Luego de la coccion, 10 galletitas fueron tomadas al azar y se determiné el diametro y
espesor con un calibre PRO-MAX NSK (Electronical Digital Caliber, Japén) como el
que se observa en la Figura lll.4. El factor galletita comunmente denominado “Cookie
Factor’ y abreviado como CF, se calculd como el cociente entre el diametro y el

espesor de las galletitas (Barrera y col., 2007).

Figura lll.4. Determinacion del diametro de las galletitas con un calibre digital.
[11.2.6.2. Actividad acuosa

Se define como actividad acuosa al cociente entre la presion parcial de vapor de agua
en equilibrio con el alimento y la presion de vapor de agua pura a la misma

temperatura. La actividad acuosa se relaciona con la disponibilidad del agua; cuanto
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mayor sea la interaccién del agua con los constituyentes del alimento, mas ligada se
encontrara y menor seré el valor de la actividad acuosa.

Se determiné la actividad acuosa de las galletitas a 25°C por el método higrométrico
de la AOAC 978.18 (AOAC, 1990). Se utilizé un equipo AQUALAB (Decagon Devices,
Inc, Pullman, USA) que utiliza la técnica del punto de rocio. La muestra se colocé en
una camara sellada que contiene un espejo y se espero6 a que se equilibre y condense
el vapor de agua sobre el mismo. La temperatura del espejo se control6 mediante un
circuito Peltier y una célula fotoeléctrica detectd la condensacion sobre el espejo.
Cuando esto ocurre la condensacion de la humedad en el espejo, se detecta un
cambio en la reflectancia mediante un haz de luz. En el equilibrio, la humedad relativa
del aire en la camara es igual a la actividad de agua de la muestra.

Se utiliz6 como patrén para calibrar el equipo una solucién saturada de K;SOa. El

ensayo se realiz6 por triplicado.

[11.2.6.3. Ensayos de textura

Se analiz6 la textura de las galletitas en un texturometro TA Xt2i, (Stable microsystem,
Reino Unido). Se utilizé la sonda Volodkevich Bite Jaws como la que se muestra en la
Figura IIl.5 que simula el ejercicio de morder y cortar la muestra (galletita) con los

dientes incisivos.

oo

Figura IIl.5. Sonda Volodkevich Bite Jaws utilizada en el ensayo de textura de

compresion de las galletitas.
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Los parametros registrados fueron el valor de la fuerza maxima de compresion y el
area bajo la curva (Fig. lll.6). La fuerza méaxima hace referencia a la firmeza del
producto y el area bajo la curva formada durante el ensayo al trabajo necesario para
cortar la muestra (Szczesniak, 1987).
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Figura lll.6. Pardmetros registrados durante los ensayos de textura.

Pardmetros del ensayo:

e Velocidad pre-ensayo: 5 mm/s

¢ Velocidad post-ensayo: 5 mm/s

¢ Velocidad de ensayo: 0,5 mm/s

e Compresion del 20%
Las medidas se realizaron en frio el dia de la coccién de las galletitas. Se tomaron
muestras en diferentes tiempos de almacenamiento desde el dia 1 (dia de
elaboracion) hasta el dia 19, en 9 dias diferentes, para analizar los cambios de textura
gue experimentan las galletitas. El almacenamiento se hizo en bolsas plasticas de
polietileno (Cryovac BB2800, Buenos Aires, Argentina) selladas al vacio como las que
se muestran en la Figura Ill.7. Para obtener los pardmetros correspondientes a cada
dia se ensayaron entre 10 y 15 galletitas, realizando el test en la cara superior,

tomando bordes y centro, y promediando los valores obtenidos.
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Figura lIl.7. Galletitas almacenadas en bolsas plasticas de polietileno para realizar el

ensayo de estabilidad en el tiempo utilizando un texturometro.

[11.2.6.4. Medicion del color de las galletitas

El color es una caracteristica de calidad de gran importancia, dado que es el primer
aspecto que perciben los consumidores o usuarios, y puede determinar la aceptacion
o rechazo de un producto y su valor (Leén y col., 2006; Wu y Sun, 2013). El color se
representa tradicionalmente usando el espacio de color CIELAB (o CIE 1976 L*a*b*)
En esta representacion de color, L* representa la luminosidad de una muestra, a* la
variacion de verde a rojo, y b* la variacion de azul a amarillo.

Se utilizé la metodologia desarrollada por Gofii y Salvadori (2017) en donde se utiliza
un sistema de visiébn computacional (SVC), compuesto por un ambiente de iluminacion
controlada, una camara digital y un programa para procesar la informacion obtenida.
Se utiliz6 una camara NIKON D3100 en modo manual y para procesar las imagenes
se empled el programa MATLAB (The Mathworks Inc., Natick, Massachusetts, USA)
utilizando interfaces gréficas. Para calibrar o probar el sistema se utilizd el objetivo
cladsico de una carta de colores ColorChecker Passport (X-Rite Inc., Grand Rapids,
Michigan, USA), formada por 24 parches de diferentes colores (Figura 111.8). Luego de
tomadas las imagenes se ingresaron y procesaron en el MATLAB y se realiz6 la
transformacién entre los espacios de color, es decir, del espacio RGB (fotos digitales)
al espacio CIELAB. Como resultado se obtienen los valores promedios, desviaciones
estandares, minimos y méaximos de los pardmetros de color L*, a* y b* en la region de

interés.
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Figura 111.8. Carta de colores ColorChecker Passport.

[11.2.7. Bioactividad de la harina y galletitas
[11.2.7.1. Digestion gastrointestinal simulada

La harina y las galletitas de amaranto se sometieron a una digestion gastrointestinal
simulada utilizando la metodologia descripta en el inciso 11.2.1 del capitulo 2 con una
modificacion al inicio de la digestion. Como la harina y las galletitas poseen un
contenido de hidratos de carbono elevado, se incluyé al inicio del proceso simulado de
digestiéon gastrointestinal el tratamiento con fluido simil saliva.

Las muestras conteniendo 200 mg de proteina se suspendieron e incubaron durante 5
min 37°C con fluido simil saliva (2,38 g/l Na;HPO,, 0,19 g/l KH,PO,, 0,3 g/l NaCl, pH
6,8, a-amilasa 60 mg 70 U/I, Sigma). Luego se adicionaron 12 ml de fluido simil jugo
gastrico (termostatizado a 37°C), se ajustd el pH a 2 con HCIl y se dejé en agitacion
durante 60 min a 37 °C. Finalmente se adicionaron 12 ml de fluido simil jugo duodenal,
6 ml de bilis y 875 pl de CaCl; 5 mM, se ajust6 el pH a 7 y se incubd durante 60 min a
37°C con una agitacién de 100 rpm en un agitador orbital. La hidrdlisis se detuvo por
calentamiento de la mezcla de reaccion a 85°C durante 10 min en bafio de agua.
Finalmente las suspensiones se liofilizaron y guardaron en heladera hasta el momento
de su utilizacion.

Se determiné el contenido de proteina y el grado de hidrélisis de los digeridos
utilizando las metodologias detalladas en los incisos 111.2.2.3 del presente capitulo y el

1.2.2 del capitulo 1, respectivamente.
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[11.2.7.2. Inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina

Los ensayos de inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina se realizaron
sobre muestras de harina y galletitas sometidas a un proceso de digestién
gastrointestinal simulado. El digerido obtenido se filtr6 en embudo con papel de filtro y
el soluble se liofilizé y guardé en heladera hasta el momento de su utilizacién.

El ensayo de inhibicion se realizo siguiendo la metodologia descrita en el item 11.2.4,

utilizando la enzima convertidora de angiotensina comercial.

[11.2.8. Analisis estadistico

Para los ensayos estadisticos se utilizé el programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad
Prism Inc., USA). Los datos experimentales se promediaron a partir de al menos dos
ensayos independientes y los resultados se presentan como la media +/- la desviacion
estandar. Los analisis de varianza significativa de medias (ANAVA) se realizaron

haciendo uso de la prueba de Tuckey con un a = 0,05 (95% de confianza).
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[11.3. RESULTADOS Y DISCUSION
[11.3.1. Caracterizacion de la harina de amaranto
[11.3.1.1. Composicion centesimal

Los resultados obtenidos para la composicion centesimal de la harina se muestran en
la tabla IlIl.3. La harina comercial utilizada en la elaboracién de las galletitas no
especificaba en su roétulo la especie de amaranto a partir de la cual fue elaborada.
Para su comparacion con otros trabajos de la literatura se tendran en cuenta valores
de diferentes especies. La harina de amaranto utilizada para la elaboracién de las
galletitas era integral.

Tabla 111.3. Composicién centesimal de la harina, masa y galletita. Los valores se

encuentran expresados en g componente/100 g muestra en base seca.

Muestra Humedad Proteinas Cenizas Lipidos HdC Fibra

Harina 11,8+03 178+0,1 43+002 7,1+06 55124 15,7
Masa 334+0,7 82+03 22+004 184+0,2 63,8+0,3 7,4
Galletita 14,0+0,7 8,6+0,1 22+01 186+0,3 60,7+1,8 9,9

Paredes-Lépez, (1994) ha informado la composicién porcentual de diversas especies
de amaranto cruentus, caudatus, edulis, hybridus, retroflexus y mantegazzianus. Los
valores determinados en este trabajo para contenido de agua, proteina, cenizas y
lipidos son similares a los informados por este autor, mientras que se encontraron
diferencias para los valores de hidratos de carbono y fibra. El contenido de hidratos de
carbono resulté menor en la harina empleada (55,1 % p/p) que en cualquiera de las
siete variedades de semillas analizadas (58,6 — 71,7% p/p base seca) mientras la fibra,
calculada por diferencia para la harina, (Tabla III.3), resulté mucho mayor que la fibra
cruda informada por Paredes Lépez, (1994) para las semillas (2,5 — 6,6% p/p base
seca). Los valores de fibra cruda representan principalmente el contenido de lignina y
la mayor parte de la celulosa presente en el amaranto (Pedersen y col., 1900). Sin
embargo la fibra dietaria incluye lignina y celulosa asi como hemicelulosas, sustancias
pécticas, gomas y otros carbohidratos.

Otros autores han reportado valores de fibra dietaria similares a los encontrados en
este trabajo. Aguilar y col., (2013) determinaron el contenido proteico, de lipidos y de
fibra total de dos nuevas variedades de amaranto (Amaranthus cruentus var. Candil

(CC), Amaranthus hypochondriacus var. Dorado (HD)) y de dos lineas avanzadas
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(Amaranthus hypochondriacus x Amaranthus cruentus H17a (H17) y Amaranthus
cruentus G6/17a (G6)). Los valores de proteina variaron para las diferentes muestras
de 12,26 % a 15,85 %, los valores de lipidos totales de 7,19 % a 9,29 % y los de fibra
dietaria de 15,91% a 17,80 %, todos ellos expresados en % p/p base seca. Estos
resultados estdn de acuerdo con los valores encontrados para la harina objeto de
estudio, solo cabe resaltar el valor de proteina levemente superior a lo presentado por
Aguilar y col., (2013). La diferencia encontrada podria atribuirse a que la variedad en
estudio no coincide con las utilizadas en el trabajo de Aguilar y col., (2013), sumado a
la variacion debida al efecto de diferentes factores biéticos y abiéticos.

Tosi y col., (2001) determinaron el contenido de fibra soluble e insoluble por el método
oficial de la AOAC encontrando valores entre el 9-16% p/p en base himeda para la
harina obtenida a partir del grano entero (Amaranthus Cruentus) y Menegassi y col.,
(2011) hallaron un valor de fibra total (soluble + insoluble) determinada por el método
enzimatico-gravimétrico de 13% p/p en base seca para la harina sin desgrasar y de
13,8% p/p base seca para harina desgrasada.

En el trabajo de Menegassi Yy col., (2011) asi como en este trabajo la determinacion
de hidratos de carbono se realiz6 hidrolizandolos con una solucion de HCI, calentando
a reflujo durante 2 h y determinando azlcares reductores en la solucién neutralizada y
filtrada. Consideramos que los métodos empleados inciden en los valores informados
para estos dos componentes, y que algunas especies que integran la fibra podrian ser
determinadas como hidratos de carbono totales o viceversa modificando las

condiciones de ensayo.
[11.3.1.2. Parametros térmicos

En la Figura lll.9 se presentan los termogramas obtenidos por calorimetria diferencial
de barrido para las diferentes muestras: harina, masa, galletita, almidén y la mezcla
almidén/sacarosa (A+S).

Se analizaron dispersiones de harina en agua al 20% p/p. Los termogramas obtenidos
muestran un pico principal a 77,7 £ 0,5 °C, y uno mas pequefio, a mayor temperatura,
99,7 + 0,8 °C (Tabla IIl.4). El pico con menor temperatura de maxima deflexion
corresponderia, en principio, a la gelatinizacion del almidén de amaranto, mientras que
el de mayor estabilidad térmica a la desnaturalizacién de proteinas, coincidiendo con

los resultados mostrados por Menegassi y col., (2011).
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Figura 111.9. Termogramas de las diferentes muestras en estudio.

Tabla Ill.4. Parametros térmicos obtenidos de los termogramas para cada una de las
muestras ensayadas: Temperatura de inicio de la gelatinizacion T; (°C), Temperatura
de gelatinizaciéon Tg4 (°C), entalpia de gelatinizaciéon AHq (J/g de muestra en base seca)

y la temperatura de desnaturalizacion T4 (°C).

MUESTRA Tg (°C) Ti (°C) AH (J/g) Tq (°C)
Harina 77,7 +£0,52° 71,2 +0,5° 7,8+1,1° 99,7+ 0,8
Masa 75+ 5° 70,6 +2,0° 59=+1° -
Galletitas 81,6 + 2,22 74,8 £ 0,72 2,2+0,8° -
Almidén de amaranto 74,2 + 0,32P 66,3 £ 0,0° 154+£1,72 -
Almidén/sacarosa 77,3 +0,2aP 70,1 +0,7° 6+ 2° -

Martinez y Afo6n, (1996) y Sabbione y col.,, (2015) informaron temperaturas de
desnaturalizacion para aislado de amaranto y sus fracciones proteicas. Algunas de
ellas, albaminas y globulinas 7S (T4 = 70-75 °C), podrian contribuir levemente al primer
pico, mientras que la globulina 11S y la globulina P, se desnaturalizan a temperaturas

cercanas a los 100 °C.
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La entalpia que se informa en la Tabla IIl.4, 7,8 £ 1,1 J/g materia seca, se calculo
considerando Unicamente el &rea del primer pico, ya que el area del segundo pico fue
muy pequefia.

Se utilizé6 almidén de amaranto obtenido en nuestro laboratorio por Condés (2012)
para estudiarlo por calorimetria diferencial de barrido y se realizO una mezcla
almidén/sacarosa en la misma proporcién hallada en la galletita. Los resultados
obtenidos en estos ensayos permiten confirmar y atribuir el pico principal de los
termogramas de harina de amaranto a la gelatinizacion del almidon. La entalpia
asociada a la gelatinizacién del almidén en la harina, (7,8 + 1,1 J/g, Tabla IIl.4)
representa aproximadamente la mitad de la hallada para el almidon puro (15,4 + 1,7
J/g, Tabla Ill.4). Teniendo en cuenta que los valores de entalpia se expresaron en J/g
de muestra en base seca y que la harina de amaranto contiene un contenido de
carbohidratos, mayoritariamente almidén, de 55,1 + 2,4 % p/p, se puede aseverar que
la entalpia calculada corresponde a la cantidad de almidon presente en la harina.

La proporcion utilizada en la mezcla almidén/sacarosa fue de 44,6/55,4
respectivamente. No hubo diferencia en la temperatura de gelatinizacion del almidén
en ausencia o presencia de sacarosa, pero si en la del inicio del pico de gelatinizacion.
La entalpia calculada, 6 + 2 J/g, se corresponde con la proporcién de almidén en la

mezcla.

[11.3.1.3. Capacidad de retencion de solventes

A fin de caracterizar el comportamiento funcional de la harina utilizada y teniendo
presente que la hidratacion previa de la misma resulté importante para la preparacion
de las galletitas (inciso 111.3.2.1), se evalud su capacidad de retencion de solventes
(CRS), en agua, y en soluciones de carbonato de sodio, &cido lactico y sacarosa. En la
Tabla IIl.5 se presentan los resultados obtenidos con la harina de amaranto y con

harina de trigo refinada con fines comparativos.

Tabla IIl.5. Caracterizacion fisicoquimica de la harina. Capacidad de retencion de

solventes (%).

Carbonato de

Muestra Agua Sacarosa ; Acido lactico
Sodio
/':a””a de 16572418 22444+16°  161,2+4,2° 176,4 + 1,75
maranto
Harina de a a 2 a
Trigo 000 73,1+8,3 99,1+ 0,3 84,6 £ 0,6 109,9+ 1,6
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La capacidad de retencién de solventes fue un método inicialmente propuesto para
evaluar la calidad de trigos blandos (Gaines, 2000), y la hidratacién en cada solvente
orienta sobre la contribucion funcional de los distintos componentes de las harinas.
Mientras que la CRS en &cido lactico se vincula con las fracciones proteicas que
integran el gluten en la harina de trigo, los otros tres solventes se relacionan o bien
con la totalidad de los componentes hidratables, CRS en agua, o con las fracciones de
hidrocoloides glucidicos, CRS en carbonato con el almidon dafiado y CRS en sacarosa
con los pentosanos. Barrera y col., (2007) informaron que las harinas de trigo con
menor CRS en agua o CRS en carbonato permitieron obtener galletitas de mejor
calidad y que estos parametros fueron mas altos en las harinas de trigo con alta
proporcion de almidén dafiado, el cual es capaz de absorber méas de tres veces la
cantidad de agua que absorberia el mismo almidén sin dafiar.

La CRS en agua y CRS en sacarosa fue 2,26 veces mayor para la harina de amaranto
gque para la harina de trigo, mientras que la CRS en carbonato fue 1,9 veces mayor
(Tabla 111.5). Mariotti y col., (2009) atribuyen a los polisacaridos no almidon presentes
en el amaranto la gran capacidad de retencién de agua. El amaranto posee una
proporcion interesante de polisacaridos no almidén, entre los cuales se destacan los
pentosanos (Burisova y col., 2001), lo que explicaria la gran retencién de agua y la

CRS en sacarosa que hemos determinado.

[11.3.1.4. Capacidad de imbibicién de agua (WIC)

La WIC puede definirse como la absorcién espontanea de agua liquida. Es un indice
importante para evaluar el comportamiento como ingrediente, en este caso la harina,
en diversos productos alimenticios. Se ha demostrado que la WIC afecta no solo las
condiciones de procesamiento, sino también la calidad del producto final (Jovanovich y
col.,, 2003). A su vez, la velocidad de absorcion de agua tiene importancia en la
formulacién de alimentos ya que, por ejemplo, podria influir en el orden de adicién de
los ingredientes secos a una mezcla y también podria usarse para definir, si es
necesario, la rehidratacién previa de un ingrediente seco antes de adicionarlo a la
mezcla (Pilosof, 1985). En la Figura 111.10 se puede observar la variacion del volumen
de agua en funcion del tiempo, hasta que se obtiene un volumen constante, para la

harina de amaranto y una harina de trigo refinada utilizada con fines comparativos.
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Figura I11.10. Variacion del volumen de agua en funcion del tiempo. HTO0O (harina de

trigo refinada), HA (harina de amaranto).

La WIC de la harina de amaranto no mostré diferencias significativas con la
correspondiente a la harina de trigo refinada (Tabla 111.6, P < 0,05). La velocidad inicial
de absorcion de agua (vi, ml agua/g min) de la harina de trigo refinada fue 3,7 veces

mayor que la de la harina de amaranto.

Tabla lll.6. Capacidad de imbibicion de agua para harina de amaranto y harina de trigo

000.
Muestra vi (ml/g min) WIC (ml/g)
f\;rngncig 1,15 + 0,56° 1,44 £ 0,09°
?r‘_"i‘gé‘%gg 4,29 + 0,40° 1,18 + 0,06

La falta de correlacion entre los resultados de estas determinaciones y los presentados
previamente de CRS, dos métodos que evallan la hidratacion de las harinas, podria
explicarse teniendo en cuenta que, mientras que en la CRS el agua esta en exceso

frente a la muestra, en los ensayos de imbibicion, el polvo se pone en contacto con

una cantidad de agua limitada (superficie himeda).
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Los componentes hidratables no entran en juego de la misma forma confirmando la
participacion de la fraccion de la fibra en la hidratacion de las harinas en los ensayos

Ccon agua en exceso.

[11.3.2. Caracterizacion de la masa
[11.3.2.1. Caracteristicas reoldgicas

Para definir la formulacién de las galletitas se probaron algunas variantes antes de
seleccionar la receta que se presenta en este trabajo. Durante las pruebas se observo
que la hidratacion de la harina de amaranto es un punto critico porque ejerce gran
influencia en las caracteristicas de textura del producto final. Por esa razén las
galletitas se elaboraron con la harina comercial previamente hidratada, para lo cual se
adicion6 el agua a la harina de amaranto y se dejé reposar durante 10 min hasta
alcanzar la apariencia de arena mojada. Luego se incorporaron los restantes
ingredientes obteniéndose la masa. Ya que la hidratacion de la harina resulto
importante, y a fin de mantener las condiciones de preparacion de las galletitas
utilizando otras harinas comerciales o harina elaborada en el laboratorio, se analizé el
comportamiento reolégico de la masa con el proposito de encontrar datos
experimentales objetivos que permitan mantener las caracteristicas de la misma.
Como se comentd en materiales y métodos, para evaluar las caracteristicas reoldgicas
de las masas lo primero que se hizo fue obtener un barrido de esfuerzo para
determinar el rango de viscoelasticidad lineal (Fig. 111.11). El limite superior del rango
de viscoelasticidad lineal para la masa fue de aproximadamente 10 Pa y de acuerdo a
estos resultados se eligio una deformacion de 5 Pa para la realizacion del barrido de
frecuencias en los ensayos con las muestras.

El barrido de frecuencia muestra como el comportamiento viscoso y elastico del
material cambia con la velocidad de aplicacién de la deformaciéon o el esfuerzo,
mientras que la amplitud de la sefial se mantiene constante (Steffe, 1996). En la
Figura 11l.12 puede observarse el espectro mecanico o barrido de frecuencias

obtenido para la masa.
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Figura lll.11. Barrido de esfuerzo para la determinacion del rango de viscoelasticidad
lineal, G' (), G" (m).
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Figura lll.12. Espectro mecanico de la masa. G' (e), G" (m), tan & (A).

Al realizar el barrido de frecuencias, la masa presenté un comportamiento de soélido
viscoelastico, el modulo elastico fue superior al viscoso (G'> G™') en todo el rango
ensayado, con una dependencia de ambos mdadulos respecto a la frecuencia. A 1 Hz
los valores de los moédulos elastico G’ y de pérdida G” fueron 15990 y 3389 Pa,
respectivamente, mientras que la tangente del angulo de desfasaje result6 igual a
0,21.
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A muy baja frecuencia, la tan (8) disminuye cuando la frecuencia aumenta (entre 0,01
y 0,05 Hz), luego permanece practicamente constante (entre 0,05y 0,2 Hz), y aumenta
a mayores Hz con el aumento de la frecuencia. Pedersen y col., (2004) estudiando
masas de galletitas encontraron un comportamiento similar al descripto, en donde, las
diferencias en la tan (8) implican que la masa actia mas como un solido cuando se
encuentra sometida a pequefios cambios en el esfuerzo, pero cuando los cambios son
mas drasticos la masa tiene un comportamiento similar a un liquido. A su vez, sugieren
que el aumento de las caracteristicas viscosas a altas frecuencias esta determinado
por la fase grasa en la masa.

Otros estudios publicados en la literatura describen un comportamiento similar de las
masas en presencia de harina de amaranto. Mariotti y col., (2009) estudiaron las
caracteristicas reoldgicas de diferentes masas libres de gluten adicionadas con harina
de amaranto, entre otros componentes, para incrementar la calidad nutricional de
dichas masas. Para las formulaciones ensayadas en todo el rango de frecuencias, G’
fue mayor que G”” sugiriendo un comportamiento de sélido viscoelastico. En general la
presencia de harina de amaranto en la formulacion determiné altos valores de G™ y
G”". Si se comparan los valores hallados a 1Hz para las masas obtenidas en esta
Tesis (G'= 15990 Pa, G"= 3389 Pa), y aquellos informados por Mariotti y col., (2009)
(G'= 20000 Pay G""= 2000 Pa) utilizando la siguiente formulacion: almidén de maiz
(59% p/p), harina de amaranto (40% p/p) y aislado de arveja (1% p/p), se puede ver
gue masa objeto de estudio en la presente Tesis resulté ser menos elastica.

Las tangentes del angulo de desfasaje reflejaron estas diferencias, dado que Mariotti y
col. (2009) obtuvieron valores que oscilaron entre 0,11 y 0,18, segun la formulacion
utilizada, mientras que en nuestro caso la tan (8) fue de 0,21, sugiriendo la formacion

de una masa mas blanda y ligeramente menos elastica.

[11.3.2.2. Composicion centesimal y parametros térmicos

Ademas de la caracterizacion reoldgica que definié las caracteristicas de la masa se
determiné la composicion centesimal de la masa elaborada segun la formulacion
indicada en Materiales y métodos. Los resultados se presentan en la Tabla 1.7, que a
diferencia de la tabla presentada en el inciso Il1.3.1.1, donde también se puede

muestra la composicion centesimal, los valores estan expresados en base humeda.
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Tabla 111.7. Composicién centesimal de la harina, masa y galletita. Los valores se

encuentran expresados en g componente/100 g muestra en base hiumeda.

Muestra Humedad Proteinas Cenizas Lipidos HdC Fibra
Harina 11,9+0,2 157x0,1 3,79x0,02 6,3+0,6 48,6+24 13,7

Masa 342+02 54+03 146+004 12,1+0,2 42 +1 4,8
Galletita 14,3+09 74+0,1 191+0,10 159+0,3 52+1 8,5

El analisis de los resultados muestra un aumento en el contenido de humedad y lipidos
con respecto a la harina, debido a la adicion de estos ingredientes en la formulacion de
la masa y una disminucién del contenido de proteinas, cenizas, carbohidratos y fibra
debido al mezclado de la harina con los demas componentes.

En la Tabla 1ll.4 (pagina 173) se muestran los parametros térmicos determinados por
DSC. Se observan las mismas temperaturas de inicio, de gelatinizacion del almidén y
entalpia que las determinadas para la harina de amaranto. No hubo diferencias
significativas en la entalpia asociada al proceso de gelatinizacion. La pequefia
endoterma atribuida a la desnaturalizacion de proteinas no se detecta en los
termogramas obtenidos para las masas. Cabe mencionar que la dispersion de la Tiy
de la T4 de las masas fue muy superior a la hallada en los termogramas de las demas

muestras, lo que puede reflejar diferencias en la homogeneidad de las mismas.

[11.3.2.3. Microscopia confocal

La microscopia confocal laser de barrido presenta como ventaja frente a otros tipos de
microscopia que es una técnica no invasiva por lo que permite la visualizacion de la
microestructura de la muestra con menores alteraciones. Se minimiza asi el riesgo de
observar artefactos debidos a modificaciones en la muestra durante su preparacion ya
gue la misma no necesita ser fijada o deshidratada (Newberry y col., 2003). Por este
motivo el uso de esta técnica se ha incrementado en los dltimos afios para el estudio
de la microestructura de diferentes sistemas.

Dicha técnica se utiliz6 en la presente tesis con el objetivo de estudiar la
microestructura de la masa y la distribucion de las principales macromoléculas que la
componen. En la Figura 111.13 se observan las fotos de las masas tefidas solo con
Rodamina B (fotos A y B) y en las fotos C y D se muestran las masas tefiidas con
Rodamina B y FITC; el FITC tiene afinidad tanto por proteinas como por almidén y en
las im&genes las proteinas se observan tefidas de color rojo-anaranjado mientras que

los granulos de almidén se visualizan en verde.
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Las imagenes obtenidas con la menor magnificacion (Fig I11.13, A y C) permiten
obtener una perspectiva de la masa, mientras que las mayores magnificaciones
permiten una mejor caracterizacion de la estructura (Fig. 1ll.13, B y D). En todas las
fotos se puede apreciar como las proteinas ademéas de ubicarse como relleno de la
matriz, rodean las gotas de aceite, que se observan como circulos grises o negros,
manteniéndo al aceite emulsionado en la masa (Zhang y col., 2016). Los granulos de

almiddn y las proteinas se encuentran mezclados formando parte de la matriz.

Figura Il1.13. Fotos de la masa tefiida con Rodamina B (A y B) y utilizando Rodamina
B+FITC (C y D). Todas las fotos se tomaron utilizando el objetivo HCX PL APO CS
63,0X con inmersion en aceite. Las fotos A y D se tomaron utilizando un zoom 6ptico
de 2,5 y la foto B con un zoom 6ptico de 6,5.
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[11.3.3. Caracterizacion de las galletitas
[11.3.3.1. Composicién centesimal y parametros térmicos

Se determind la composicion centesimal de las galletitas de acuerdo a la metodologia
previamente descrita y los resultados se presentan en la Tabla I1l.7 (pagina 178).
Durante la coccién, la masa perdié aproximadamente el 58% del agua. Debido a esta
pérdida de humedad, los demas componentes se concentraron siendo los
carbohidratos los principales constituyentes de las galletitas (52 + 1% p/p), seguidos
por los lipidos (15,9 + 0,3% p/p), fibra (8,5% p/p), proteinas (7,4 + 0,1% p/p) y los
minerales (1,91 + 0,1% p/p). Segun la composicion previamente descripta, una porcion
de 30 g, entre 5 y 6 galletitas aportara 113 Kcal.

Luego del estudio de la composicién centesimal, las galletitas se analizaron por
calorimetria diferencial de barrido para conocer el comportamiento térmico del almidén
luego de la coccién de las mismas.

Las temperaturas determinadas en los termogramas son mas altas que las respectivas
de la masa, lo que se explica por el aumento de la concentracion de los soélidos,
principalmente de la sacarosa. Este efecto de la sacarosa es ampliamente conocido y
se han propuesto varias explicaciones para este fenbmeno, incluida la competencia
entre el almidén y la sacarosa para el agua disponible, la inhibicién de la sacarosa de
la hidratacién granular y las interacciones entre sacarosa y almidén (Lund y Lorenz,
1984).

El almidén gelatiniza parcialmente durante la coccion de la masa. Esto se evidencia
por la reduccion de la entalpia determinada para las galletitas en relaciéon a la
determinada para la masa, y por la existencia de una endoterma con una pequefia
area, la cual se redujo casi al tercio de la correspondiente a la masa (5,9 contra 2,2
J/g, Tabla lll.4, pagina 173).

[11.3.3.2. Factor galletita

El factor galletita o “Cookie factor”, CF (Sindhuja y col., 2005; Barrera y col., 2007) es,
como se indicé en Materiales y métodos, el cociente entre el diametro y el espesor de
las galletitas. Es utilizado para evaluar harinas destinadas a la elaboracion de
galletitas; la harina que permite mayor expansion y menor espesor sera la mejor. En
particular, para galletitas dulces se espera que cuando las harinas posean baja
capacidad de retencion de agua (CRS en agua) el azUcar se hidrate mas facilmente
formando un jarabe, disminuyendo la viscosidad de la masa (Barrera y col., 2007).
Esta caracteristica producird mayor expansion y menor tiempo de coccion. Se

menciond previamente que en la harina de amaranto, cuya CRS en agua es muy alta,
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varios componentes contribuyen a la hidratacion, entre ellos la fraccion de fibra, el
almidén y la proteina. En esta tesis, el CF determinado, 4,5 + 0,6, resultd mas bajo
que los obtenidos en galletitas elaboradas con harinas de trigo adecuadas (5,9 a 6,4,
Barrera y col., 2007) o con mezclas trigo-amaranto (7,8 a 6,5, Sindhuja y col., 2005), y
similar al de los trigos considerados de mala calidad galletitera (4,1 a 5,1, Barrera y
col., 2007). Calderén de la Barca y col., (2010) informaron el mismo CF que el
determinado en este trabajo, para galletitas preparadas con harina de arroz y harina
de amaranto previamente popeada. Sindhuja y col., (2005) determinaron el CF para
galletitas preparadas con mezclas, en las cuales la harina de amaranto se colocé en
cantidades crecientes, hasta reemplazar el 35% de la harina de trigo. En este estudio
el CF disminuy6 entre 14% y 17% con el agregado creciente de harina de amaranto
entre 10 y 35% en la mezcla de harinas. Estos resultados indican que la presencia de

harina de amaranto produce una disminucion en el factor galletita.

111.3.3.3. Medida del color

El color es una caracteristica de calidad de gran importancia, dado que es el primer
aspecto que perciben los consumidores y puede determinar la aceptacion o rechazo
de un producto (Lebn y col.,, 2006; Wu y Sun, 2013). El color se representa
tradicionalmente usando el espacio de color CIELAB; en esta representacion de color,
se determina: L* (luminosidad, desde 0 a 100, oscuro a claro), a* donde los valores
negativos corresponden al color verde y los valores positivos al color rojo; b*, donde
los valores negativos corresponden al color azul y los valores positivos al color
amarillo. Se determiné el color de las galletitas en las superficies superior e inferior
utilizando un sistema de vision computacional (SVC), compuesto por un ambiente de
iluminacién controlada, una camara digital y un programa para procesar la informacién
obtenida (Gofi y Salvadori, 2017). En la Figura Ill.14 se muestran algunas galletitas,
el panel de comparacién de color y los datos obtenidos.

Las galletitas presentaron zonas mas claras y mas oscuras, tanto en la cara superior
como en la inferior. Si bien el color no fue uniforme, el método de medida permite
calcular los parametros del espacio CIELAB. El parametro L es mayor en la superficie
superior que en la inferior, es decir la base es algo mas oscura (P < 0,05), debido a la
forma de cocciébn empleada. En ambas superficies las galletitas presentan a* y b*

similares y positivos, sin diferencias significativas, configurando un color marrén rojizo.
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Cartade [ D Em
colores i ...-.=g
HEn
Galletitas
C”,ELAB Cara superior Cara inferior
parametro
L* 36,9 + 4,02 30,9+ 3,7°
a* 6,5+2,3 7,8+272
b* 16,0 + 3,72 15,2 + 4,6

Figura lll.14. Pardmetros L, a 'y b de la cara superior e inferior de las galletitas.

[11.3.3.4. Actividad acuosa

La actividad del agua (aw) es un pardmetro fundamental para la estabilidad de los
alimentos. Este parametro es Util para estimar la susceptibilidad de los alimentos a
distintas reacciones y al crecimiento de microorganismos Por ejemplo, valores
menores a 0,7 facilitan, desde el punto de vista de estabilidad microbiana, una vida util
a largo plazo a temperatura ambiente. Por esta razén, el contenido de humedad
expresado como aw 0,7 es generalmente denominado “contenido de humedad seguro”
(Chirife y Buera, 1994).

Una vez elaboradas y frias, las galletitas fueron colocadas en bolsas de polietileno
termoselladas a razén de 10 galletitas por bolsa. Las bolsas sirvieron para
almacenarlas durante tres semanas a temperatura ambiente.

El dia de la elaboracién y durante el periodo mencionado se determiné la actividad
acuosa (aw) y los pardmetros de textura de las galletitas. En la Figura IIl.15 se
presentan los resultados obtenidos para aw. Durante el periodo de almacenamiento
todas las determinaciones de aw se encontraron por debajo del valor de seguridad 0,7.
Se observé una leve, progresiva y significativa disminuciéon de la actividad acuosa
hasta el quinto dia de almacenamiento (p < 0,05), a partir del cual la misma aumento
significativamente hasta el dia 12 (p < 0,05), manteniéndose constante hasta el final

del almacenamiento (dia 19). Teniendo en cuenta que la permeabilidad al agua de las
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bolsas utilizadas es muy baja, el aumento de la aw podria deberse, al menos
parcialmente, a la liberacion de agua que se produce al recristalizar la sacarosa y
posiblemente a la retrogradacion del almidén (Piga y col., 2005).

0.8 o
e
b,c c,d d.e €
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Figura 111.15. Actividad acuosa de las galletitas a lo largo del periodo de

almacenamiento en bolsas plasticas de polietileno.

[11.3.3.5. Textura de galletitas
[11.3.3.5.1. Estabilidad en el tiempo de almacenamiento

Se midi6 la textura de las galletitas (10 determinaciones/galletita) el dia de su
elaboracion y después de 3 semanas de almacenamiento en bolsas plasticas
multilaminadas. El parametro elegido para evaluarlas fue la Firmeza o Dureza, que
corresponde a la fuerza maxima alcanzada en los ensayos y el area bajo la curva
formada durante el ensayo que se corresponde con el trabajo necesario para cortar la
muestra. En la Figura I11.16 se visualizan los gréaficos obtenidos correspondientes a los
diferentes dias de almacenamiento y a partir de los cuales se calculé la firmeza y el
area bajo la curva. La fuerza maxima registrada (Fig. [lIl.17) aument6
significativamente hasta el quinto dia, en el que alcanza su méaximo valor, 10 veces
mayor que la observada el dia de la elaboracion. A partir de este momento la firmeza
disminuye significativamente hasta el dia 8, manteniéndose constante hasta el final del
almacenamiento, con un leve descenso el dia 15 (p < 0,05). La energia requerida para
el ensayo, asociada al area bajo las curvas obtenidas, varié con la misma tendencia

que la firmeza, aunque los datos obtenidos presentaron mucha mayor dispersion (Fig.

183



CAPITULO 3

[11.18). Las galletitas almacenadas durante 5 dias requirieron siete veces mas energia
para que la sonda penetre en ellas que las recién elaboradas.
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Figura 111.16. Fuerza maxima de compresion en funcion del tiempo. De izquierda a
derecha se muestran los gréaficos obtenidos en funcién del tiempo de almacenamiento
en bolsas plasticas. A= dia 1, B= dia 3, C= dia 5, D= dia 8, E= dia 12, F= dia 15, G=
dia 17, H=dia 19.
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Las variaciones de aw Yy firmeza presentan cierta correlacion. Piga y col. (2005)
describieron cambios en la textura de amarettis, cambiando de textura blanda y

himeda en el interior a harinosa cuando se verific6 un aumento de a, durante el
almacenamiento.
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Figura lll.17. Fuerza maxima registrada en funcién de los dias de almacenamiento de
las galletitas confinadas en bolsas de polietileno.
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Figura I11.18. Area bajo la curva registrada en funcién de los dias de almacenamiento
de las galletitas confinadas en bolsas de polietileno.
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[11.3.4. Actividad antihipertensiva de la harina y galletitas

Luego de la caracterizacion fisicoquimica de la harina, la masa y las galletitas y
estudiado el proceso de elaboracion asi como los atributos del producto final, nos
propusimos investigar la presencia de péptidos bioactivos tanto en la harina como en
las galletitas. Dichas muestras se sometieron a la accion secuencial de las enzimas
presentes en el tracto digestivo; amilasa, pepsina, pancreatina y lipasa en presencia
de un medio emulando las condiciones de pH y fuerza idnica. Los sucesivos pasos
modificaron el producto de una forma similar a lo que ocurriria al ingerirlo. La liberacion
de los productos bioactivos, en este caso, los péptidos bioactivos, fueron estudiados

mediante la inhibicidén de la enzima convertidora de angiotensina in vitro.

[11.3.4.1. Inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina

El contenido de proteina y el grado de hidrdlisis de las muestras digeridas se muestran
en la Tabla I11.8. Ambas muestras resultaron hidrolizadas de manera extensiva; el
grado de hidrolisis fue aproximadamente de 40%, superior al determinado sobre el
aislado proteico de amaranto hidrolizado con alcalasa (20%) utilizado en el capitulo 2.

Tabla I11.8. Contenido de proteina y grado de hidrdlisis determinado sobre la harina y

galletitas luego de la digestién gastrointestinal simulada (DGS).

Muestra Proteina (% p/p) GH (%)
Harina DGS 13,1+£0,1 38,2+ 0,8
Galletitas DGS 7,1+0,1 41,0+2,0

Las muestras de harina y galletitas digeridas fueron utilizadas para detectar la
presencia de péptidos bioactivos con capacidad de inhibir a la enzima convertidora de
angiotensina in vitro. Los ensayos se realizaron utilizando la enzima comercial. Ambas
muestras presentaron un comportamiento dosis-respuesta frente a la concentracion de
proteinas (Fig. 111.19). Las curvas de inhibicion obtenidas demuestran que durante la
digestion gastrointestinal simulada se liberaron péptidos bioactivos con capacidad de
inhibir a ECA, alcanzando para las dos muestras valores cercanos al 80% de inhibicion
enzimatica.

La curva de inhibicién de la harina se ajustdé a un comportamiento del tipo alostérico
sigmoideal a partir del cual se determiné la concentracion proteica necesaria para
generar una inhibicion del 50% sobre la ECA. La harina digerida presenté un ECso 0,08

+ 0,01 mg/ml.
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Figura 111.19. Inhibicién de la ECA en funcion de la concentracion proteica para la
harina (-A-) y galletitas digeridas (-e-).

La curva de inhibicion de las galletitas presentdé un comportamiento exponencial con
un ECso = 0,23 + 0,03 mg/ml. Segln estos resultados, se necesitara aproximadamente
el doble de concentracién proteica en las galletitas digeridas para generar una
inhibicion similar a la de la harina digerida. Si bien las muestras presentaron un grado
de hidrdlisis semejante, evidentemente las proteasas tuvieron acceso, segun las
caracteristicas de cada muestra, a diferentes sitios de corte, generando
probablemente diferentes composicion de péptidos inhibidores. Que se hayan
generado péptidos inhibidores en las dos muestras digeridas, pero presentando
variabilidad en la composicion, se refleja en la diferente forma de las curvas obtenidas,
en donde la inhibiciéon en funcién de la concentracion proteica se expres6é de manera
diferente.

Teniendo en cuenta los resultados de inhibicién in vitro de la enzima convertidora de
angiotensina presentados en el capitulo 2, si se compara el valor del ECso de la harina
digerida (ECso 0,08 + 0,01 mg/ml) con el ECso obtenido utilizando hidrolizado de
alcalasa como inhibidor (ECso 0,14 + 0,02 mg/ml, Tabla I1.2), se observa que son
significativamente iguales. Durante la digestion gastrointestinal simulada de la harina
se generaron péptidos inhibidores de ECA que son iguales de efectivos que los
generados durante el proceso de hidrdlisis con alcalasa. Es importante acotar, que los

grados de hidrdlisis fueron significativamente diferentes: 20% y 40% para el
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hidrolizado obtenido con alcalasa y el digerido de la harina respectivamente. Las
galletitas como se indicé previamente presentaron un ECso 0,23 + 0,03 mg/ml,
superior al valor obtenido para el hidrolizado de alcalasa.

Segun los resultados del ensayo in vivo presentados en el capitulo 2, las animales
alimentados con las diferentes muestras de amaranto en una proporcion de 1,875 g
proteina/kg de rata lograron reducir la presion sanguinea en ratas hipertensas de
manera significativa, demostrando un efecto hipotensor a nivel fisiol6gico.
Considerando que cada rata pesé en promedio aproximadamente 300 g y que la
administracién de la muestra se realiz6 en forma de suspension utilizando 2 ml de
agua, el valor de 1,875 g proteina/kg de rata podria expresarse en otras unidades de
la siguiente manera: 280 mg de proteina/ml de suspensién administrada. Esta
concentracion de proteina fue la que en promedio se le administré a cada rata.
Teniendo en cuenta este calculo y considerando que la harina de amaranto y las
galletitas contienen 15,7% p/p y 7,4% p/p de contenido proteico en su composicion
respectivamente, se necesitara en promedio 1,86 g de harina y 4 g de galletitas para,
en principio, generar una disminucion de la presién en ratas hipertensas similar a las
muestra de amaranto estudiadas en el capitulo previo. El peso de las galletitas de
amaranto fue en promedio 5 g, o sea que la administracion de una cantidad menor a 1
galletita de amaranto pondria de manifiesto la actividad biolégica en ratas hipertensas,
en la medida que estas tuvieran la misma respuesta “in vivo” que el ensayo de

digestion simulada “in vitro”. Esto debera, por supuesto, ser verificado
experimentalmente suministrando a ratas hipertensas galletitas como alimento,
complementando los requerimientos de los animales con una dieta base adecuada.
Hasta el momento hay dos trabajos publicados en la literatura en donde se evalué
ademas de las caracteristicas nutricionales, la actividad biolégica sobre un producto
terminado para el consumo con harina de amaranto en su composicion. Antoniewska y
col., (2018) elaboraron muffins utilizando mezclas de trigo sarraceno/amaranto (TS/A)
en reemplazo parcial de la harina de trigo y evaluaron la actividad antioxidante in vitro
del producto final. Segun sus resultados, la incorporacién de la mezcla trigo
sarraceno/amaranto influyé de manera positiva en las propiedades nutricionales de los
muffins al aumentar sustancialmente los acidos grasos insaturados y el contenido de
fibra. En cuanto a su capacidad antioxidante, la mezcla TS/A, mejord su potencial
antioxidante, inhibiendo eficazmente la descomposicién de hidroperoxidos, evitando
asi la generacion de productos de oxidacion de lipidos secundarios toxicos.

Chauhan y col., (2015) formularon galletitas libre de gluten a base de harina de
amaranto. Para la elaboracion de las galletitas utilizaron harina de amaranto integral y

la misma harina germinada. Evaluaron la actividad antioxidante de dichas galletitas
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utilizando el método del DPPH (radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo). Pudieron detectar
en las dos formulaciones un aumento de la capacidad antioxidante in vitro luego de la
coccion de las galletitas y atribuyeron este aumento a la formaciéon de pigmentos de
color oscuro (color marrén) durante el proceso de coccion debido a la reaccién de
Maillard. Las galletitas elaboradas con la harina de amaranto germinada presentaron
la mayor capacidad antioxidante. Estos autores concluyeron que las galletitas
elaboradas con la harina germinada podrian ser una alternativa efectiva para
individuos que padecen la enfermedad celiaca y para las personas conscientes de la
salud dado el mayor valor nutricional y funcional del alimento obtenido.

Fritz y col., (2011) y Tovar-Pérez y col., (2009) han mostrado que las proteinas de
amaranto intactas no son bioactivas o son menos bioactivas en términos de inhibicion
de la ECA. El hecho que la digestién gastrointestinal simulada produzca la liberacion
de péptidos bioactivos a partir de harina o de las galletitas elaboradas con amaranto
es un resultado interesante, ya que al ingerir este producto, el propio organismo seria
el encargado de convertir las proteinas en una fuente de péptidos bioactivos. Por otro
lado como el proceso genera dichos péptidos, claramente estos resisten la digestion
sin degradarse, lo cual es necesario para que puedan intervenir como ingredientes
bioactivos en un alimento (Picariello y col., 2010).

La presencia de péptidos bioactivos luego de la digestion de la harina y las galletitas
abre un campo de oportunidades para poder estudiar la potencial accion de estos
péptidos en ensayos in vivo y de esa manera corroborar un posible efecto hipotensor

en un producto terminado elaborado a partir de la harina de amaranto.
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l1l.4. CONCLUSIONES DEL CAPITULO

En base a los resultados discutidos previamente se concluye lo siguiente:

* Fue posible formular y caracterizar galletitas a base de harina de amaranto
como fuente Unica de proteinas e hidratos de carbono resultando de interés
dicha formulacion para grupos dietarios especiales como pueden ser las
personas celiacas y veganas. La utilizacién para el consumo masivo también
podria ser una via de comercializacion debido al rico aporte en proteinas y
amino&cidos esenciales de este producto.

 La harina de amaranto presentdé propiedades funcionales de hidratacion,
determinadas por WIC y SRS que la diferenciaron, en cuanto a su utilizacion
para la elaboracién de galletitas, de la harina de trigo refinada.

* El ensayo de almacenamiento en bolsas plasticas multilaminadas mostr6 que
la firmeza de las galletitas aumentd hasta el dia 5 y luego se mantuvo
constante hasta el dia 8, a partir del cual comenzé a bajar. Este tipo de
ensayos que realizan una evaluacién objetiva sobre la muestra se deben
complementar con la evaluacién sensorial de las galletitas, en donde se pone
en juego la subjetividad de los consumidores.

* Luego de la digestion gastrointestinal simulada de la harina y las galletitas fue
posible detectar péptidos bioactivos con capacidad de inhibir a la enzima
convertidora de angiotensina in vitro. Los péptidos liberados a partir de la
harina demostraron ser mas efectivos que los producidos luego de la digestion
gastrointestinal simulada de galletitas, presentando un ECsg menor.

+ La presencia de péptidos bioactivos en las galletitas digeridas, fue la primera
evidencia de la actividad antihipertensiva in vitro en un producto listo para el

consumo.
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En distintos estudios realizados en nuestro laboratorio se han caracterizado las
propiedades funcionales y/o biolégicas de las proteinas de almacenamiento del grano
de amaranto y sus secuencias encriptadas (Ventureira y col., 2012a; Ventureira y col.,
2012b; Quiroga y col., 2012; Bolontrade y col., 2013; Moronta y col., 2016; Orsini
Delgado y col., 2016; Sabbione y col., 2016a; Sabbione y col., 2016b; Quiroga y col.,
2017). Vistos estos resultados decidimos analizar la posible sinergia entre estas
propiedades y su incidencia en la biodisponibilidad de compuestos bioactivos que
formen parte de matrices alimentarias funcionales.

Inicialmente pensamos en el desarrollo de emulsiones aceite/agua preparadas a pH
acido y con alto contenido de proteinas provenientes de aislado (APA) y de hidrolizado
proteico (HA) en iguales proporciones. En este sistema estamos haciendo uso de las
propiedades formadoras y estabilizantes de emulsiones de las proteinas de APA y la
presencia de péptidos bioactivos, en particular antihipertensivos, en HA, mas alla de
sus posibles propiedades tensioactivas. Consideramos gque estos compuestos se
encuentran presentes fundamentalmente en la fase continua de la emulsiéon y ademas
pueden estar formando parte de la interface. Los resultados obtenidos mostraron
claramente que es posible formar emulsiones estables, bajo las condiciones de
ensayo, las cuales podrian ser vehiculo de compuestos bioactivos. De hecho fue
posible demostrar que los componentes presentes en la emulsiones fueron capaces
de inhibir la enzima convertidora de angiotensina, ECA, en ensayos in vitro (ECso de
0,14 + 0,02 mg/ml) y reducir la presion arterial sistélica de ratas hipertensas en 20 mm
Hg.

Estas emulsiones también fueron sometidas a una digestion gastrointestinal simulada
in vitro a efectos de contar con informacién mas proxima de su posible desempefio en
sistemas in vivo. Los resultados obtenidos indicaron que las emulsiones fueron
susceptibles a fenédmenos de agregacion y coalescencia durante este proceso,
consecuencia de la accion desestructurante de la interface de las sales biliares y de la
accion proteolitica y lipolitica de pancreatina y lipasa (D4, emulsion original: 1,22 + 0,01
um y Das emulsion digerida 79,5 + 17,1 um). Basados en los resultados obtenidos
durante el proceso de digestion gastrointestinal simulado de emulsiones preparadas
con APA podriamos ademas sugerir que las proteinas de amaranto son mas
resistentes a la digestién gastrica que a la duodenal.

Demostramos también que luego del proceso de digestion se mantenia la inhibicion de
ECA, ECs de 0,13 + 0,07 mg/ml, hecho indicativo de una resistencia de los
componentes bioactivos presentes en la emulsion al proceso digestivo y/o a la

generacion de nuevos péptidos antihipertensivos por accion de las enzimas digestivas.
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Es de destacar que la ingestion de esta emulsion por ratas hipertensas provocé una
disminucion de la presion arterial de las mismas de 42 mm Hg, confirmando la
estabilidad y biodisponibilidad de los péptidos durante la hidrélisis, su absorcion a
través de los enterocitos y su accion fisioldgica a nivel plasmético y vascular. El efecto
producido por la emulsién fue de similar magnitud al hallado en la administracion de
las drogas de utilizacion comercial, aliskireno y captopril, en el tratamiento de la
hipertension.

Estos resultados nos llevaron a pensar que, como se indico previamente, las proteinas
de amaranto nativas podrian generar durante el proceso de digestion simulado in vitro
péptidos antihipertensivos, por dicha razon, desarrollamos una matriz alimentaria
basada en harina de amaranto, producto con mayor accesibilidad y menor costo, que
un aislado o hidrolizado proteico. El producto desarrollado fueron galletitas
artesanales, producto de consumo masivo, costo relativamente bajo y larga vida util.
Tanto a partir de la harina como de las galletitas se generaron durante el ensayo de
digestiébn gastrointestinal simulado in vitro péptidos capaces de inhibir en
aproximadamente un 80% la actividad de ECA, siendo el valor promedio de inhibicién,
ECso, de 0,08 £ 0,01 mg/ml y 0,23 £ 0,03 mg/ml para la harina y las galletitas,
respectivamente. Muy probablemente debido a la diferencia en la complejidad y
composicion de las dos matrices ensayadas las proteasa digestivas tuvieron acceso a
diferentes sitios de corte en las proteinas presentes, generando distintos productos de
reaccion en términos de cantidad y/o calidad.

Resta aun evaluar la calidad sensorial de las galletitas elaboradas y estudiar su
capacidad hipotensora in vivo haciendo uso de un sistema modelo como el de ratas
hipertensas o un ensayo en humanos.

Cabe destacar que los resultados obtenidos con las galletitas demuestran por primera
vez la capacidad antihipertensiva in vitro de un producto basado en amaranto listo
para el consumo. La bibliografia da cuenta de unos pocos estudios in vivo con
alimentos funcionales, estudios que son la base indispensable para la realizacion de
un alegato de salud.

Hemos comenzado recientemente el desarrollo de una matriz liquida emulsionada en
base a proteinas de amaranto que esperamos se transforme en un futuro proximo en
un nuevo alimento funcional, vista la importante reduccién de la presion arterial de
ratas hipertensas indicada anteriormente.

Los conocimientos generados en este trabajo de Tesis abren una perspectiva
sumamente interesante para el desarrollo de nuevos alimentos funcionales formulados

con amaranto.
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