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RESUMEN

En la actualidad, la bioconversion de residuos agroindustriales en productos de
mayor valor afadido (enzimas, proteinas unicelulares, pigmentos, antibiéticos, etc.), ademads
del interés econdmico, considera el desarrollo de tecnologias orientadas hacia una
transformacion sustentable de los recursos naturales. Por consiguiente, el objetivo de este
estudio fue explorar residuos agroindustriales con capacidad antioxidante y antihipertensiva.
La obtencién de péptidos bioactivos a partir de la hidrdlisis enzimdtica extensiva y
secuencial (empleando Alcalasa y Flavorzima) de aislados proteicos obtenidos a partir de
harinas desengrasadas de amaranto, quinoa y chia, resulta ser una estrategia interesante para
el aprovechamiento de dichos residuos, los cuales pueden llegar a ejercer efectos
beneficiosos sobre alguna funcion fisiologica. Para evaluar la actividad antioxidante se
realizaron tres ensayos: la capacidad para secuestrar el radical DPPH, segtin el método de
Wu et al., (2003) por espectrofotometria a 517 nm; la decoloracion del B-caroteno, segin el
método de Miller (1971) empleando un lector de microplacas de 96 pocillos a 470 nm a
45°C con tiempos de 0, 30, 60, 90, 120 y 150 minutos; y la determinacién del poder
reductor, segin el método de Oyaizu (1986) por espectrofotometria a 700 nm; por otra parte,
para evaluar la actividad antihipertensiva se realizo un ensayo para determinar los péptidos
con capacidad inhibidora de la enzima convertidora de angiotensina, segtin el método de
Santandreu y Toldra (2006) empleando un lector de fluorescencia en microplacas a 420 nm.
Los resultados muestran que los hidrolizados proteicos obtenidos del aislado de chia
presentaron la mayor actividad antioxidante (menor grado de decoloracién del B-caroteno,
mejor poder reductor y una captacién de DPPH entre el 70-80%, en comparacién con BHT).
Por otra parte, los péptidos obtenidos empleando Alcalasa en las tres especies mostraron
mayor grado de inhibicién de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) que los
obtenidos con Flavorzima. Ademéds, los péptidos obtenidos por hidrdlisis extensiva con
Alcalasa durante 60 minutos en las tres especies mostraron un mayor porcentaje de
solubilidad y digestibilidad que sus aislados proteicos, lo que intuye que puedan ser
empleados como una alternativa agroalimentaria de interés para la elaboracién de alimentos

funcionales como sustituto alimentario por sus caracteristicas bioactivas y biofuncionales.

Palabras clave: subproductos agroindustriales, péptidos bioactivos, alimentos funcionales.
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ABSTRACT

At present, the bioconversion of agroindustrial residues into higher value-
added products (enzymes, single-cell proteins, pigments, antibiotics, etc.), in addition to
economic interest, considers the development of technologies aimed at a sustainable
transformation of natural resources. Therefore, the objective of this study was to explore
agroindustrial residues with antioxidant and antihypertensive capacity. Obtaining
bioactive peptides from the extensive and sequential enzymatic hydrolysis (using
Alcalase and Flavourzyme) of protein isolates obtained from defatted flours of
amaranth, quinoa and chia, turns out to be an interesting strategy for the use of these
residues, which may have beneficial effects on some physiological function. To evaluate
the antioxidant activity three tests were performed: the ability to sequester the radical
DPPH, according to the method of Wu et al., (2003) by spectrophotometry at 517 nm;
discoloration of B-carotene according to the method of Miller (1971) using a 96-well
microplate reader at 470 nm and 45 ° C at 0, 30, 60, 90, 120 and 150 minutes; and the
determination of reducing power, according to the method of Oyaizu (1986) by
spectrophotometry at 700 nm; on the other hand, to evaluate the antihypertensive
activity, an assay was performed to determine the peptides with inhibitory capacity of
the angiotensin converting enzyme, according to the method of Santandreu and Toldra
(2006) using a fluorescence reader in microplates at 420 nm. The results show that the
protein hydrolysates obtained from the chia isolate showed the highest antioxidant
activity (lower degree of discoloration of B-carotene, better reducing power and uptake
of DPPH between 70-80%, compared to BHT). On the other hand, the peptides obtained
using Alcalase in all three species showed a greater degree of inhibition of the
angiotensin converting enzyme (ACE). In addition, the peptides obtained by extensive
hydrolysis with Alcalase for 60 minutes in all three species showed a higher percentage
of solubility and digestibility than their protein isolates, which suggests that they can be
used as an agri-food alternative of interest for the elaboration of functional foods as

substitute for its bioactive and biofunctional characteristics.

Key words: agroindustrial waste, bioactive peptides, functional foods.
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1. INTRODUCCION

Durante sus procesos industriales, un gran nimero de empresas generan
subproductos de desecho a partir de una amplia diversidad de materias primas, como es
el caso de semillas rotas o pequeias, las cuales son rechazadas por el consumidor, o bien
harinas desengrasadas, las cuales no son contempladas para su posterior
aprovechamiento. Es por ello que en la actualidad, la bioconversiéon de residuos
agroindustriales en productos de interés comercial mediante procesos de extraccion
directos o de transformacion por via quimica o microbioldgica de acuerdo con Moldes et
al. (2002) ha tomado un auge importante, dado que ademds del interés econémico que
ello supone para la produccién de productos de mayor valor afiadido (enzimas, proteina
unicelular, pigmentos, antibidticos, etc.), la utilizacién de subproductos agroindustriales
tiene incidencia en la preservacion de la calidad del medio ambiente, al considerar el
desarrollo de tecnologias orientadas hacia una transformacién sustentable de los recursos

naturales.

Partiendo de lo anterior, los aislados proteicos vegetales, los cuales pueden
obtenerse a partir del aprovechamiento de residuos agroindustriales, como es el caso de
las harinas desengrasadas, cuentan con una amplia gama de aplicaciones que pueden
ayudar a mejorar las propiedades funcionales de los alimentos e incluso ser empleadas
para la elaboraciéon de suplementos proteicos, para el tratamiento de enfermedades
crénicas o para la obtencion de péptidos bioactivos. Sin embargo, los aislados proteicos
suelen presentar una baja solubilidad, ademads de una potecial alergenicidad, ante lo cual

el empleo de la hidrdlisis enzimdtica ha resultado en una herramienta interesante para



solucionar dicho problema. Una estrategia interesante para el aprovechamiento de dichos
residuos es la obtencion de péptidos bioactivos, los cuales son secuencias cortas de
aminodcidos, inactivas dentro de la proteina intacta, pero que pueden ser liberados
durante la digestion del alimento por el individuo o por un proceso previo a la ingesta,
como por ejemplo mediante hidrdlisis enzimdtica, que ademds pueden llegar a ejercer

efectos beneficos sobre alguna funcién fisioldgica.

De este modo, la utilizaciéon de dichos péptidos, los cuales pueden presentar
actividad antihipertensiva, antioxidante, antiinflamatoria, etc., resulta estar influenciada
por una serie de factores. Entre estos factores destacan el aspecto funcional, en el que se
busca el péptido o grupo de péptidos que presenten la mejor actividad biologica in vitro,
y el aspecto econdmico, es decir, que resulte redituable la obtencion de dicho péptido y

que no involucre un gasto importante de tiempo y dinero.

Dentro de las nuevas tendencias alimenticias, el empleo del amaranto
(Amaranthus hypochondriacus L.), la quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) y la chia
(Salvia hispanica L.) han tomando un auge importante en distintos sectores comerciales,
donde la industria fomenta la elaboracién de productos lacteos como yogurts y batidos
que contengan su semilla debido al interesante aporte de fibra y proteina. Es por ello
que, dentro de la rama de innovacion y desarrollo de nuevos productos, resulta bastante
interesante la elaboracion de alimentos funcionales a partir de los coproductos de estas
materias primas mediante los cuales se obtengan productos benéficos tanto desde el
punto de vista nutricional como para la salud humana y que ademads colaboren en el

tratamiento de enfermedades cronicas.



2. ANTECEDENTES

2.1. Amaranthus hypochondriacus L.

2.1.1 Historia, Origen y Botanica

La familia Amaranthaceae comprende 60 generos y cerca de 800 especies de
hierbas anuales de origen tropical, que se adaptan bien a climas templados. Sus
principales centros de distribucion son los tropicos de América y la India, aun cuando en
los trépicos de Africa y Australia existe un importante numero de especies (Feine et al.,

1979; Sauer, 1967).

El género Amaranthus comprende hierbas anuales o perennes, monoicas, dioicas
o poligamodioicas, erguidas o postradas, glabras o pubescentes; hojas alternas,
pecioladas, enteras o con el borde ondulado, con frecuencia mucronadas; flores
pequeias, bracteadas o bibracteoladas, hermafroditas o unisexuales, verdosas o rojizas,
dispuestas en glomérulos axilares, espigados o paniculados; tépalos 5 (2 o 3); estambres
generalmente 5, anteras tetraloculares; ovario ovoide, comprimido, estilo corto, ausente,
estigmas 2 o 3; utriculo entero o 2 a 3 dentado en el apice, indehiscente, circuncisil o
irregularmente dehiscente, membrandceo o coridceo; semillas erguidas, comprimidas,
lisas, embrion anular. Existen alrededor de unas 50 especies distribuidas en regiones

templadas y tropicales de ambos hemisferios (Rzedowski, 1979).

Estudios arqueobotédnicos realizados en las cuencas del Valle de Tehuacan, han
revelado que nuestros antepasados cultivaron, desde los afios 9000 a 5000 a. C., una

mayor variedad de plantas comestibles que sus contempordneos europeos, entre las que



se encuentran diversas clases de chile, maiz, frijol, aguacate, cacahuate, tomate, ciruela,
zapote, guayaba, calabaza y amaranto, el cual actualmente en diversas regiones recibe el
nombre de alegria. La especie A. cruentus L., tiene una antigiiedad de 4000 afos, y sus
semillas fueron halladas en grietas de la cueva de Cozcatldn, en Tehuacdn, Puebla.
Mientras que las muestras arqueobotanicas de A. hypochondriacus L., datan de 500 afios

antes del descubrimiento de América (Barros y Buenrostro, 1997).

En la Quemada, Zacatecas, se han podido identificar restos de maiz, frijol,
calabaza, maguey, nopal y chile, y también se han encontrado plantas de los generos
Chenopodium y Amaranthus, aunque aun no se puede precisar si crecian silvestres o se
cultivaban. De época posterior son los restos de inflorescencias y semillas de amaranto
de color claro y oscuro, bien conservadas, que se han encontrado en Arizona, en una
poblacién habitada por los indios salado, entre los afios 1350 y 1400. Este grupo, fusién
de los indios hohokam y anasazi, practico el cultivo de regadio con maiz, frijol, calabaza

y el propio amaranto (Barros y Buenrostro, 1997).

Los amarantos fueron nombrados huauhtli por los aztecas. En el nahuatl del siglo
XVI huauh fue un radical nominal independiente, no relacionado con alguna otra raiz;
huaqui, “secar”, daria el nombre huactli o “una cosa secada en el exterior”, palabra que

no se puede derivar de alguna raiz uto-azteca (Costea y Tardif, 2003).

Por otra parte, la denominacion de la especie Amaranthus hypochondriacus L.
(Syn. A. leucocarpus S. Watson) ha sufrido cambios en el transcurso del tiempo (Figura
1), en el cual se le ha conocido como A. frumentaceus, A. anardan, A. hybridus var.

Erysthostachys, A. leucocarpus y A. leocospermus, aunque el nombre que actualmente



es mas aceptado es el que en 1753 le dio Linneo que es A. hypochondriacus (Sauer,

1950; Sauer, 1967; Singh, 1961).

Figura 1. Morfologia de Amaranthus hypochondriacus L.

Son plantas anuales, herbiceas. Presentan tallo simple o ramificado, alcanzan
alturas de hasta tres metros. Tienen hojas simples, alternas, elipticas u ovado-oblongas,
apice agudo acuminado y base cuneada o aguda. Inflorescencia de gran tamafio muy
densa, erecta y espinosa con espigas y paniculas laterales. Flores pentdmeras, tépalos
ligeramente curveados y mds largos que los tépalos de las otras especies para produccion
de grano (Figura 2). Sus semillas son de color blanco, dorado, café y negro. Esta especie
también es utilizada como ornamental por sus inflorescencias que son muy vistosas

(Grubben y Van Sloten, 1981).



Figura 2. Amaranthus hypochondriacus L. a) habito; b) bractea; c) tépalo; d) flor masculina; e) flor

femenina.



2.1.2. Cultivo y Produccion

El cultivo de amaranto tiene gran relevancia en México desde tiempos

prehispanicos, principalmente por su uso en rituales religiosos y en la dieta humana.

Ayala et al. (2012) han descrito de forma detallada el contexto internacional y
nacional del cultivo de amaranto y los principales modelos de produccién de amaranto
en México, lo cual resulta clave para comprender la importancia de este cultivo. Los

principales datos extraidos de su investigacion se describen a continuacion:

De acuerdo a la FAO (1997), el cultivo de amaranto tanto en el area andina como
en las costas de los paises de América, tiene enormes posibilidades y perspectivas
técnicas de desarrollo, puesto que las caracteristicas agroclimdticas, edaficas y
tecnologicas son adecuadas y propicias para el cultivo, transformacion e
industrializacién. Ademads, el uso y consumo de este producto de alto valor proteico
tiene como ventaja una considerable disminucién de los niveles de desnutricion existente

en muchos paises en desarrollo.

La superficie de siembra se ha incrementado tanto por sus cualidades
alimenticias como por su capacidad de adaptabilidad a la mayoria de las condiciones

climaticas de México.

A pesar de que no existen estadisticas oficiales que permitan conocer el
comportamiento de la produccién y comercio de este producto, de acuerdo a Jacobsen
et al. (2002), en los ultimos veinte afios ha existido un aumento notorio en la
investigacion y producciéon de amaranto en América, Asia, Africa, y varios paises del

este de Europa.



Los principales paises que cultivan el grano de amaranto son China, India,

Kenya, México, Nepal, Pert, Estados Unidos y Rusia (Bale y Kauffman, 1992).

El principal productor de este cultivo es China, segin las estadisticas de Export
to China en 2012, el cual abastece gran parte del mercado internacional. China se colocd
como el principal exportador durante 2005 a 2010, donde los principales paises

compradores fueron Japon (31%), Estados Unidos (15%) y Holanda (9%).

En referencia al contexto nacional del cultivo de amaranto en México, la
SAGARPA (2012) describe que la tasa de crecimiento media anual (TCMA) de la
produccion de amaranto de la superficie sembrada de 1982 a 2010 fue de 9.82%, lo cual

refleja la importancia que ha adquirido el amaranto en los ultimos afios.

Por otra parte, las unidades de produccién se caracterizan por ser principalmente
ejidales y muy pocas superficies son pequeila propiedad. Otra caracteristica que se
resalta, es que aproximadamente el 95% de los productores son minifundistas con
extensiones individuales de 1.5 hectareas en promedio y el 5% restante son productores
cuyos predios son de alrededor de 5 hectareas (INEGI, 2009). El 97% de la produccion
de amaranto es de temporal y riego, por lo que su manejo agrondmico esta basado y
calendarizado en torno al periodo de lluvias de las regiones productoras, de tal manera
que dicho manejo es ligeramente diferente en cada region, pero su ciclo de produccion

€S en primavera verano.

De acuerdo a datos de SAGARPA-SIACON (2012), la producciéon de amaranto
se concentra en la zona central de México, en donde destacan los estados de Puebla,
Morelos, Tlaxcala y el Estado de México. También se siembra en menores superficies y

de manera mas esporddica en Aguascalientes, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo,



Michoacan, Oaxaca, Querétaro, Nayarit, San Luis Potosi y Veracruz, en donde cabe
resaltar que el comportamiento de la produccién por estado ha variado a través de los

anos (Tabla 1).

Tabla 1. Volumen de produccién (ton/afio) de amaranto en diferentes estados mexicanos durante

el periodo 1990-2010

Puebla 193 3059 2511 3356 2489 2785 66
México 60 147 408 440 491 446 11
Morelos 138 506 575 325 303 401 9
Guanajuato 7 225 225 5
Tlaxcala 146 276 190 196 193 193 5
DF
(Cd. de México) 109 218 164 151 165 160 4
Jalisco 19 19 0
Querétaro 9 5 7 0
QOaxaca 7 7 7 7 0
Campeche 20
Guerrero 25 -
Total 671 4240 3863 4493 3870 4243 100

* Se considera el promedio de la produccién 2008/10
Fuente: SAGARPA-SIACON (2012) En: El cultivo de amaranto en México, descripciéon de la cadena,
implicaciones y retos.

Las siembras de temporal (primavera-verano) son de tres tipos: en Morelos se
siembra la semilla al inicio del periodo de lluvias; en los estados de México, Oaxaca,
Puebla y Tlaxcala, se espera el establecimiento del temporal; y en Ciudad de México se
siembra por trasplante de almécigos al establecerse el temporal. Por otro lado, las
siembras con riego se realizan en los estados de Baja California Sur, Chihuahua e

Hidalgo.

A pesar de que las unidades de produccién se caracterizan por ser pequeias, su
produccién va en aumento. Este cultivo constituye una importante fuente de empleo en
actividades agricolas, en procesamiento agroindustrial, en comercializacién, etc. Sin

embargo, es necesario que se haga mayor promocion de los beneficios del cultivo de



amaranto entre los consumidores para que su demanda incremente y pueda ser

considerado como un cultivo bésico y estratégico para México.

2.1.3. Composicion quimica de la semilla

La composicion proximal de la semilla de amaranto es inconsistente entre y
dentro de especies, pero en promedio esta compuesta de 13-21% de proteina cruda,
5-11% de grasa cruda, 48-69% de almidon, 3-5% de fibra dietética y 2-5% de cenizas

(Barba de la Rosa et al., 1992).

2.1.3.1. Composicion lipidica

El contenido del aceite en las distintas especies del género Amaranthus varia en
un amplio rango de valores. Asi, el grano de amaranto tiene mayor contenido de lipidos
que la mayoria de los cereales, en el cual se estima que aproximadamente el 76% de los
acidos grasos son insaturados. La proporcién de dcido graso linoleico es 25 a 62%, éacido
oleico 19 a 35%, acido palmitico 12 a 25%, écido estedrico 2 a 8.6% y acido linolénico
0.3 a 2.2%. Con respecto a la proporcion de acidos grasos saturados/acidos grasos
insaturados del aceite de grano de amaranto, estd oscila entre 0.26 y 0.31%. Se ha
descrito que el aceite de amaranto contiene grandes cantidades de escualeno (2 a 7% o
incluso méas de 8% en aceite refinado), el cual es un compuesto a menudo utilizado

como lubricante para instrumentos electronicos finos, en cosmética y medicina, obtenido
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principalmente de animales como la ballena y el tiburon (Becker et al., 1981;

Berghofer y Schoenlechner, 2002).

El escualeno es un hidrocarburo altamente insaturado, un triterpeno, conocido
como el precursor bioquimico obligado de los esteroles. De acuerdo con los estudios de
Kopicova y Vavreinova (2007), el consumo del escualeno es contradictorio desde el
punto de vista nutricional. Los resultados de algunas investigaciones indican un aumento
del nivel de colesterol LDL en el plasma sanguineo de humanos y hdmsters, mientras
que otros afirman que una dieta alta en escualeno no eleva los niveles de triacilgliceroles
y colesterol en el suero sanguineo, mientras que las concentraciones de colesterol fecal y
sus derivados no polares, asi como los acidos biliares, aumentan drasticamente. Sin
embargo, las propiedades antibacterianadas del escualeno, sus efectos antioxidantes y

antitumorales en la carcinogénesis se demuestran cientificamente y se aceptan.

La semilla de amaranto contiene esteroles en concentraciones de 0.27 a 0.32
mg/g (Leon-Camacho et al., 2001). La concentracién de fosfolipidos en el aceite de
amaranto es relativamente baja (alrededor del 5%) y el contenido de tocoferoles varia de
191 mg/kg (Becker, 1994) a 2 000 mg/kg en aceite (Berghofer y Schoenlechner,

2002).

2.1.3.2. Fibra

En amaranto, el contenido en fibra de la semilla se ha observado que varia de
acuerdo al color de la misma. La semilla pdlida contiene un 8% de fibra dietética,

mientras que la semilla de color negro presenta un 15%. Con respecto al contenido de
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fibra soluble, la primera contiene de 30 a 40% y la segunda un 18% (Schnetzler y
Breene, 1994). Tosi et al. (2001) informaron un 14.2% de fibra dietética en la harina de
A. cruentus (8.1% soluble, 6.1% insoluble). Con diferentes procedimientos utilizados de
prensado, tamizado y clasificacién neumdtica, estos autores lograron fracciones de
harina con una mayor proporcion de fibra dietética, alcanzando valores de 32.1 a 70.8

por ciento.

2.1.3.3. Proteinas

La harina desengrasada de las especies del género Amaranthus contiene una
fraccion proteica promedio de 15%, encontrandose A. hypochondriacus entre las
especies con un contenido ligeramente superior (15.7%) de acuerdo con Grobelnik
Miakar et al. (2009). Las proteinas tienen una alta digestibilidad (cercana al 90%) y son
ricas en lisina (4.9 a 6.1 g/100 g proteina), que normalmente aparece en los granos como
aminodcido limitante. Esta alta concentracion de lisina se complementa con un
contenido elevado de aminodcidos azufrados (2-5%), superior a lo descrito en las
leguminosas mas importantes (1.4% aproximadamente), como el chicharo, el frijol y la
soya (Gorinstein y Moshe, 1991). Esta composiciéon de aminodcidos extremadamente
equilibraba es debido a que el 65% de sus proteinas se encuentran en el embrién y solo
el 35% en el perisperma, mientras que en otros granos prevalecen los aminodcidos en el
endospermo (cerca del 85%) y son mas deficientes en aminodcidos esenciales (Senft,

1979; Betchart et al., 1981).
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2.1.3.3.1. Globulinas

Debido a la gran funcionalidad de la fraccién globulina y a que se encuentra en
un porcentaje importante en la semilla de amaranto, ha existido gran interés en
caracterizarlas. Konishi et al. (1985), caracterizaron una globulina de amaranto con peso
de 440 kDa con un coeficiente de sedimentacién de 12.7S. Esta proteina esta formada
por las subunidades dcidas y bésicas de 36 y 32 kDa, y de 20 y 18 kDa, respectivamente.
Barba de la Rosa et al. (1992), reportaron por primera vez la presencia de dos tipos de
globulinas (7S y 11S) en amaranto. Las globulinas 11S de amaranto mostraron el
fenémeno de asociacion-disociacion presente en las proteinas de soya. Barba de la
Rosa et al. (1996), aislaron y caracterizaron el gen de una globulina 11S de amaranto, la
cual presenta un alto contenido de metionina. Konishi y Yoshimoto (1989), reportaron
que la estabilidad y actividad de la emulsion de globulinas de amaranto son alrededor
del doble que las reportadas para la proteina de soya y menores que las de la caseina,
ademds de demostrar que la globulina es relativamente estable al calor. Estos estudios
fueron validados por el andlisis estructural, confirmando que la alta estabilidad térmica y
las buenas propiedades emulsificantes de la globulina de amaranto se deben al balance

entre la hidrofobicidad de su superficie (Tandang-Silvas ef al., 2012).

2.1.3.3.2. Albuminas

En amaranto las albuminas representan una fraccion importante de las proteinas

de reserva. De esta fraccion se han aislado proteinas de alto valor nutricional, como las
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proteinas ricas en metionina, péptidos con actividad antimicrobiana, inhibidores de

proteasas, inhibidores de alfa amilasa y lectinas.

Por ejemplo, en la fraccion 2S de albuminas de amaranto se encuentra un grupo
de proteinas de aproximadamente 18 kDa conocido como proteinas ricas en metionina
(2SMMRPs) de acuerdo con Segura-Nieto et al. (1994). Por otra parte, un gen de
albumina de A. hypochondriacus L. que codifica para una proteina de 35 kDa con altas
cantidades de aminodcidos esenciales, denominada AmAl, ha sido empleada para
transformar el trigo panadero y la papa, incrementando significativamente el contenido
de proteina y aminodcidos esenciales en estas cosechas (Tamas et al., 2009;
Chakraborty et al., 2010). En lo que respecta a la actividad antimicrobiana, se han
aislado péptidos de A. caudatus L. y A. retroflexus L. los cuales fueron denominados
como Ac-AMP y Ar-AMP. Los Ac-AMPs inhiben el crecimiento de hongos con mayor
potencia que otros péptidos fungicos (Broekaert et al., 1992). En amaranto se han
descrito al menos 13 inhibidores de tripsina altamente termoestables reteniendo el 20%
de su actividad original después de ser tratados durante 7 horas a 100°C (Koeppe et al.,
1985). Adicionalmente, fue descrito el aislamiento de un inhibidor de alfa amilasa (AAI)

de 31 residuos de aminodcidos (Chagolla-Lopez ef al., 1994).

2.1.3.4. Aziacares

El contenido en carbohidratos de las harinas desengrasadas de Amaranthus es
relativamente alto, donde el almidén de amaranto contiene principalmente amilopectina

(88.9% a 99.9%) y se clasifica asi como almidénn de tipo ceroso con algunas
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caracteristicas unicas (alta viscosidad y gelatinizacion a altas temperaturas) en
comparacion con almidones normales con contenido de amilasa entre 17-24%. Los
granulos de almidénn de amaranto son extremadamente pequefios (0.8 a 2.5 pum) en
comparacién con el tamafio de granulos de almidén de otros granos como arroz (3 a 8
pm), trigo (3 a 34 um) y maiz (5 a 25u). Los granulos mds pequefios tienen una mayor
capacidad de unién al agua, mayor poder de hinchamiento, menor temperatura de
gelatinizacion y alta resistencia a las amilasas. Debido a esto, el almidén de amaranto
muestra  buenas  propiedades de  gelatinizacion 'y  estabilidad a la
congelacion/descongelacion, las cuales son bien apreciadas en la industria alimentaria
(Breene, 1991; Lopez et al., 1994; Williams y Brenner, 1995; Pal ef al., 2001). Sin
embargo, se debe tener en cuenta la amplia diversidad genética de las propiedades
fisicas del almidon dentro y entre especies, asi como la variaciéon de todos los demas
constituyentes (proteinas, lipidos, minerales) que influyen en las propiedades

funcionales del almidén al seleccionar los genotipos para un propdsito en particular.

2.1.3.5. Polifenoles

La harina de las semillas de amaranto contiene polifenoles (flavonoides) con una
capacidad antioxidante relativamente alta. Por este motivo, el amaranto ha sido
recomendado para su uso en dietas balanceadas (Gorinstein et al., 2007). Barba de la
Rosa et al (2009), identificaron y cuantificaron tres polifenoles en la semilla de
amaranto (rutina, isoquercitrina y nicotiflorin), de los cuales ya se habia reportado la

presencia de rutina en las hojas de amaranto (Suryavanshi et al., 2007).
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Se ha observado que estos tres polifenoles se degradan facilmente en el intestino
de humanos y animales debido a la abundancia de la enzima B-glucosidasa que libera el
resto aglicénico de las moléculas (Donovan et al., 2007). La rutina y sus metabolitos
pueden modular eficazmente la formacién avanzada de productos finales de glicacién
(AGE), que esta asociada con numerosas patologias. Las enfermedades clinicas
posiblemente aceleradas por AGE incluyen neuropatia, nefropatia, retinopatia, rigidez
artricular, cataratas seniles, enfermedad de Alzheimer y enfermedad cardiovascular

(Cervantes-Laurean et al., 2006).

Por otra parte, se ha demostrado que los polifenoles como la quercetina sirven
como defensa protectora contra el dafio oxidativo in vivo (Meyers et al., 2008). Se ha
afirmado que el nicotiflorin tiene efectos protectores sobre la reduccion de la disfuncién
de la memoria (Huang et al., 2007). Ademds, otros resultados han demostrado que
puede asumir un papel terapéutico potencial en el tratamiento de la enfermedad

isquémica cerebral (Li et al., 2006).
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2.2. Chenopodium quinoa Willd.

2.2.1 Historia, Origen y Botanica

Dentro de la familia Chenopodiaceae, el principal género es Chenopodium, el
cual tiene una amplia distribucién mundial con cerca de 250 especies (Giusti, 1970). En
el existen especies cultivadas como plantas alimenticias, por ejemplo, como productoras
de grano se encuentran Chenopodium quinoa Willd. y Chenopodium pallidicaule
Aellen, en Sudamérica, como verduras Chenopodium nuttaliae Safford y Chenopodium
ambrosioides L. en México, mientras que como verduras o medicinales en Sudamérica

estan Chenopodium carnosolum Moq. y Chenopodium ambrosioides L.

El género Chenopodium ha sido cultivado en varias dreas geogréaficas del mundo:
Chenopodium dlbum L. en Europa; Chenopodium giganteum D. en Asia Central;
Chenopodium berlandieri Moq. var. Nuttaliae en América Central; y Chenopodium
pallidicaule 'y Chenopodium quinoa en América del Sur. De igual forma, Chenopodium
berlandieri se encuentra distribuida en Norte América y Chenopodium hircinum en los

Andes y la pampa Argentina en Sudamérica (Fuentes et al., 2006).

La quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) fue descrita por primera vez en sus
aspectos botanicos por Willdenow en 1778, como una especie nativa de Sudamérica,
cuyo centro de origen segin Buskasov se encuentra en los Andes de Bolivia y Peru
(Cardenas, 1944). Esto fue corroborado por Gandarillas (1979), quien indica que su
area de dispersion geogréfica es bastante amplia, no solo por su importancia social y
econdmica, sino porque alli se encuentran la mayor diversidad de ecotipos tanto

cultivados como silvestres.
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Estudios arqueobotdnicos realizados por Bollaerd y Latcham, citados por
Cardenas (1944), indicaron el hallazgo de semillas de quinoa en las tumbas indigenas
de Tarapacd, Calama, Tiltel y Quillagua, demostrando este hecho que su cultivo es de
tiempo muy remoto. Segtin Jacobsen (2003), la quinoa es uno de los cultivos mas
antiguos de la regiéon Andina, con aproximadamente 7000 afos de cultivo, en cuya
domesticacion y conservacion han participado grandes culturas como la Tiahuanacota y

la Incaica.

Ademas, la quinoa fue ampliamente cultivada en la region Andina por culturas
precolombinas y sus granos han sido utilizados en la dieta de los pobladores tanto de
valles interandinos, zonas mas altas (superiores a 3500 msnm), frias (temperaturas
promedio de 12°C) y aridas (350 mm de precipitacion promedio), como en el altiplano.
A pesar de ser una especie completamente domesticada, los frutos aun contienen
saponina, por lo que su extraccién es necesaria antes de poder consumirlos (Mujica,

1992; Heisser y Nelson, 1974).

La quinoa puede considerarse como una especie oligocéntrica, con centro de
origen de amplia distribucién y diversificacion multiple, considerandose las orillas del
Lago Titicaca como la zona de mayor diversidad y variacién genética (Mujica, 1992).
Segiin Lescano (1994), la quinoa esta distribuida en toda la regién andina, desde
Colombia (Pasto) hasta el norte de Argentina (Jujuy y Salta) y Chile (Antofagasta), y se

ha encontrado un grupo de quinoas a nivel del mar en la Regién de Concepcion.

De acuerdo con su descripcién taxondmica, es una planta anual, dicotiledonea,
usualmente herbacea, que alcanza una altura de 0.2 a 3.0 metros. Las plantas pueden

presentar diversos colores que van desde verde, morado a rojo y colores intermedios
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entre estos. El tallo principal puede ser ramificado o no, es de seccidn circular en la zona
cercana a la raiz, transformdndose en angular a la altura de las ramas y hojas. Es mas
frecuente el habito ramificado en las razas cultivadas en los valles interandinos del sur
del Pert y Bolivia, en cambio el hdbito simple se observa en pocas razas cultivadas en el
altiplano y en una buena parte de las razas del centro y norte del Peri y Ecuador
(Gandarillas, 1968; Tapia, 1990; Mujica, 1992).

Con respecto a sus hojas, son de cardcter polimoérfico en una sola planta. Su color
va desde el verde hasta el rojo, pasando por el amarillo y el violeta. Son dentadas en el
borde pudiendo tener hasta 43 dientes. Contienen ademds granulos en su superficie
dandoles la apariencia de estar cubiertas de arenilla. Estos grdnulos contienen células
ricas en oxalato de calcio y son capaces de retener una pelicula de agua, lo que aumente
la humedad relativa de la atmdsfera que rodea a la hoja y, consecuentemente, disminuye
la transpiracion (Tapia, 1990; Dizes y Bonifacio, 1992; Rojas, 2003).

Por otra parte, su inflorescencia es racimosa y se denomina panoja por tener un
eje principal mas desarrollado, del cual se originan los ejes secundarios y en algunos
casos terciarios. Fue Cardenas (1944) quien agrup6 por primera vez a la quinoa por su
forma de panoja, en amarantiforme, glomerulada e intermedia (Figura 3), y designé el
nombre amarantiforme por el parecido que tiene con la inflorescencia del género
Amaranthus. En cambio, las flores son muy pequefas y densas, lo cual hacen dificil la
emasculacion. Se ubican en grupos formando glomérulos, son sésiles, de la misma

coloracién de los sépalos y pueden ser hermafroditas, pistiladas o androestériles.

En lo que respecta al fruto, es un aquenio indehiscente que contiene un grano que

puede alcanzar hasta 2.66 mm de didmetro de acuerdo a la variedad (Rojas, 2003).
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Segin Tapia (1990), el perigonio cubre a la semilla y se desprende con facilidad al
frotarlo (Figura 4). El episperma que envuelve al grano estd compuesto por cuatro capas.
La externa determina el color de la semilla, es de superficie rugosa, quebradiza, se

desprende facilmente con agua, y contiene a la saponina.

Figura 3. Chenopodium quinoa Willd. Izquierda) forma de panoja amarantiforme; derecha) forma de

panoja glomerulada.

Por otra parte, las plantas silvestres de quinoa, las cuales tienen una distribucién
mundial, son aquellas que se han desarrollado sin intervencién del hombre, y poseen
valiosos genes que se constituyen en un potencial genético que puede ser aprovechado
en el futuro. Algunos taxones y poblaciones se caracterizan por tolerar y resistir el
ataque de insectos y enfermedades, de heladas y sequias; ademds poseen caracteristicas
favorables en cuanto al valor nutritivo y duracién del ciclo de produccién (Rojas et al.,

2008; Del Castillo et al., 2007).
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Figura 4. Chenopodium quinoa Willd. a) Habito; b) flor; ¢) semilla; d) corte de semilla.
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2.2.2, Cultivo y Produccion

La situacién de la produccién y distribucion de alimentos en el planeta presenta
desafios de gran magnitud a los cuatro pilares de la seguridad alimentaria:
disponibilidad, acceso, consumo y utilizacién bioldgica. En este contexto, la quinoa se
constituye como un cultivo estratégico para contribuir a la seguridad y soberania
alimentaria debido a su calidad nutritiva, su amplia variabilidad genética, su
adaptabilidad y su bajo costo de produccion. Por ello, el cultivo de quinoa representa
una alternativa para que los paises que tienen limitaciones en la produccion de
alimentos, y por lo tanto se ven obligados a importarlos o recibir ayuda alimentaria,

puedan producir su propio alimento.

La quinoa es uno de los pocos cultivos que se desarrolla sin muchos
inconvenientes en las condiciones extremas de clima y suelos. La gran adaptacion a las
variaciones climaticas y su eficiente uso de agua convierten a la quinoa en una excelente
alternativa de cultivo frente al cambio climatico que esta alterando el calendario agricola
y provocando temperaturas cada vez mas extremas. El Instituto Nacional de Innovacién
Agropecuaria y Forestal de Bolivia (INIAF) ha clasificado a la quinoa entre las 21

semillas mas resistentes al cambio climdtico junto con el haba, maiz, amaranto, etc.

A continuacion, se describe el manejo y produccion organica del cultivo de

quinoa tanto en su sistema tradicional como el mecanizado en Bolivia.

Respecto a la situacion de los sistemas de produccion implementados en el pais,
por un lado en el Altiplano Sur, el sisttma mecanizado (95%) practicamente esta

reemplazando el sistema tradicional (5%), mientras que en los Altiplanos Centro y
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Norte, el cultivo sigue en rotacién a la papa y se aprovecha la preparacion del suelo del
aflo anterior sea mecanizado o tradicional, aunque por el precio de la quinoa se esta

habilitando y preparando suelos bajo el sistema mecanizado.

El sistema tradicional consiste en la preparacién del suelo en forma manual con
traccion humana que se realiza con una herramienta denominada taquiza, Liukdna o
Tank ana, que consiste en la remocion total o parcial del suelo en forma superficial,
dependiendo de la zona de produccién. En el caso del Altiplano Sur se realizan
monticulos de forma conica, con un didmetro de 25 a 30 cm y una altura de 15 a 20 cm,

aunque este sistema generalmente se los realiza en laderas (Cossio, 2005).

El sistema mecanizado consiste en la preparacion del suelo con el empleo de la
traccién motriz con el uso del arado de disco. Segin Cossio (2005) en el Altiplano Sur
su uso es limitado en terrenos con pendiente, con el uso del tractor agricola se ampli6 la
frontera agricola a terrenos planos (Pampa), donde se realiz6 la habilitacion de terrenos
virgenes o purumas con topografia irregular que por la naturaleza del clima son suelos
fragiles (sin estructura) y con una baja capacidad de retencion de agua (suelo franco

arenoso).

Cabe resaltar que la siembra es una de las actividades de mayor importancia
durante este proceso, ya que de esta labor depende la emergencia de plantulas que tendra
incidencia en la densidad de las mismas por superficie cultivada y sobre el rendimiento a
obtener. La siembra en el cultivo de la quinoa se realiza en diferentes épocas,
dependiendo del lugar a sembrarse, caracteristicas de la variedad y humedad del suelo,

factores importantes que determinan el tipo de siembra manual o mecénica.
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La siembra tradicional es una labor que aun se préctica tanto en el Altiplano
como en los Valles Interandinos. En el Altiplano Centro y Norte la siembra se realiza en
surcos y la distribucion de semilla se realiza a chorro continuo o al voleo, por lo general
la distancia entre surco es de 50 cm. En el Altiplano Sur luego de abrir el hoyo con la
“taquiza” hasta alcanzar tierra humeda se deposita la semilla e inmediatamente se cubre
con tierra con un espesor que varia entre 4 a 10 cm, donde la distancia entre hoyo y hoyo
varia de 1 a 1.20 m. y entre los surcos también varia de 1 a 1.20 m. En ambos sistemas

de siembra, la cantidad de semilla puede variar entre 6 a 8 kg/ha.

La siembra mecanizada en el Altiplano Sur alcanza por lo menos el 70% de las
familias y se realiza con la sembradora Satiri. La sembradora tiene dos surcadoras con
sus tolvas para la alimentacion de la semilla; la apertura de las surcadoras se puede
regular a una distancia entre 0.8 a 1 m.; y en los surcos la semilla se deposita por golpes,
también a una distancia de 0.80 a 1 m. Este sistema de siembra es eficiente en terrenos
nivelados y uniformes, producto de un buen barbecho. De igual forma, se debe aplicar

en suelos cuya humedad debe estar a una profundidad de 10 a 15 cm (Aroni, 2005).

La distribucién geografica de la produccion mundial de quinoa se presenta en la
Figura 5, donde se puede observar que los paises con mayor producciéon son Bolivia,
Perti y Ecuador. Sin embargo, producto de mas de veinte afios de trabajo que se viene
desarrollando en paises potenciales de Europa, Asia, Africa, Australia, Norte América y
de la region, la produccién de la quinoa se encuentra en franco proceso de expansion
hacia diferentes espacios geograficos del planeta por sus extraordinarias caracteristicas

de adaptacion y adaptabilidad.
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Figura 5. Distribucién geografica de la producciéon mundial de quinoa

Las mayores superficies de produccién de quinoa en la zona Andina se
encuentran en Bolivia, Perd y Ecuador. A continuacién, en la Figura 6 y 7, se pueden
observar datos referenciales de la superficie y los volumenes de produccién del cultivo
para estos tres paises de acuerdo a la base de datos de la FAO (2011).
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Figura 6. Superficie cosechada de quinoa en tres paises Andinos en cinco afios referenciales.

Fuente: FAOSTAT (2011)
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Para inicios de los 907s se observa un importante incremento de la superficie
producida en Bolivia: de 15000 ha en 1980 a casi 40000 ha en 1990, debido a la
implementacién de la labranza mecanizada de los suelos alrededor del Salar de Uyuni
(Laguna, 2003). En ese mismo periodo, la superficie producida con este cultivo en el
Pert se ve mermada debido a los efectos del Fenomeno del Nifio que report6 perdidas de
hasta 80% de los cultivos de quinoa en Puno de la campaiia agricola 1982-1983 (Zavala
y Caputo, 1985; Agrodata y CEPES, 1997) efectos que se vieron también en menor
proporcién en el Ecuador. En el afio 2000, las superficies de producciéon de quinoa a
nivel Andino aumentan a mas de 67000 ha, con un notorio incremento de mas de 20000
ha en la superficie de produccién del Perti y una estabilizacion de las superficies de

cultivo en Bolivia y Ecuador (Laguna, 2003).

Por otra parte, hasta el afio 1980, la produccion de quinoa en la regién Andina
supera las 25000 toneladas proviniendo estos volumenes de produccion de los dos paises
que mas lo cultivan (Bolivia y Perd) (Figura #).
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Figura 7. Produccién de quinoa en tres paises Andinos en cinco afios referenciales.

Fuente: FAOSTAT (2011)
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En 1990 se llega a observar en la produccion los efectos del Fenomeno del Nifio,
citados anteriormente, en la cual la produccién del Peri se reduce en un 60%

comparativamente con la produccién del afio 1980.

En el afio 2000, la produccién de la region andina se duplica comparativamente a
los afios 1980 y 1990 y pasa a superar las 50000 toneladas debido a un notorio
incremento de la produccién de Perd y Bolivia (350% y 48% mas de produccién que en

el afo 1990, respectivamente) que responde a la demanda de los nuevos mercados.

Para el afio 2009, la produccién de la region Andina se acerca las 70000
toneladas con casi 40000 toneladas producidas por el Peru, 28000 toneladas por Bolivia

y 746 toneladas por Ecuador.

Estos datos reflejan que los principales paises productores de quinoa en la regién
andina y en el mundo son Perd y Bolivia; hasta el afio 2008 la producciéon de ambos
paises representaba el 92% de la quinoa producida en el mundo (Suca Apaza y Suca

Apaza, 2010).

2.2.3. Composicion quimica de la semilla

Los beneficios del cultivo de quinoa estdn dados por su alto valor nutricional. El
contenido de proteina varia entre 13-22%, dependiendo de la variedad. Debido al
elevado contenido de aminodcidos esenciales en su proteina, la quinoa es considerada
como el tnico alimento del reino vegetal que posee todos los aminodcidos esenciales,
que se encuentran extremadamente cerca de los estindares de nutricion humana

establecidos por la FAO (1985).
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2.2.3.1. Composicion lipidica

Resulta importante destacar la cantidad relativamente alta de aceite en la quinoa,

lo que la convierte en una fuente potencial para la extraccion de este.

Wood et al., (1993) encontraron que el 11% de los acidos grasos totales de la
quinoa eran saturados, siendo el 4cido palmitico el predominante. Los acidos linoleico
(omega 6), oleico (omega 9) y alfa-linolénico (omega 3) eran los acidos insaturados
predominantes con concentraciones de 52,3, 23.0 y 8.1% de acidos grasos totales,

respectivamente. Ellos encontraron también aproximadamente 2% de dcido ertcico.

La quinoa ayuda a reducir el colesterol LDL (o colesterol malo) del organismo y
elevar el colesterol (HDL) gracias a su contenido en acidos grasos omega 3 y omega 6.
En las ultimas décadas los acidos grasos insaturados han cobrado gran importancia por
la actividad benéfica para el organismo que se les atribuye, al mantener la fluidez de los

lipidos de las membranas.

2.2.3.2. Fibra

La quinoa posee un alto porcentaje de fibra dietética total (FDT), lo cual la
convierte en un alimento ideal que actua como un depurador del cuerpo, logrando
eliminar toxinas y residuos que puedan dafiar el organismo. Produce sensacién de
saciedad, ademads de tener la propiedad de absorber agua y permanecer mas tiempo en el

estdmago.

28



2.2.3.3. Proteinas

De acuerdo a lo descrito por la FAO/OMS/UNU (1985), la calidad nutricional de
un producto depende tanto de la cantidad como de la calidad de sus nutrientes. Entre el
16 y el 20% del peso de una semilla de quinoa lo constitutyen proteinas de alto valor
bioldgico, entre ellas todos los aminodcidos, incluidos los esenciales. Los valores del
contenido de aminodcidos en la proteina de los granos de quinoa cubren los
requerimientos de aminodcidos recomendados para nifios en edad preescolar, escolar y
adultos. No obstante, la importancia de las proteinas de la quinoa radica en la calidad.
Las proteinas de quinoa son principalmente del tipo albumina y globulina. Estas, tienen
una composicion balanceada de aminodcidos esenciales parecida a la composicion

aminoacidica de la caseina.

Cien gramos de quinoa contienen casi el quintuple de lisina, mas del doble de
isoleucina, fenilalanina, treonina y valina, y cantidades muy superiores de leucina en
comparacion con 100 gramos de trigo. Ademads supera a este —en algunos casos por el
triple- en las cantidades de histidina, arginina, alanina y glicina, ademdas de contener
aminodcidos no presentes en el trigo como la prolina, el acido aspdértico, el acido

glutdmico, la cisteina, la serina y la tirosina.

Ademas, la excepcional riqueza en aminodcidos que tiene la quinoa le confiere
propiedades terapéuticas muy interesantes. Y ello porque la biodisponibilidad de la
lisina de la quinoa —el aminodcido esencial mas abundante en sus semillas-, es muy alta
mientras en el trigo, el arroz, la avena, el mijo o el sésamo es notablemente mas baja.

Este aminodcido que mejora la funcién inmunitaria al colaborar en la formacién de
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anticuerpos, favorece la funcién géstrica, colabora en la reparacién celular, participa en
el metabolismo de los acidos grasos, ayuda al transporte y absorcién del calcio e,
incluso, parece retardar o impedir —junto con la vitamina C- las metéstasis cancerosas,

por mencionar solo algunas de sus numerosas actividades terapéuticas.

En cuanto a la isoleucina, la leucina y la valina, participan juntos en la
produccién de energia muscular, mejoran los trastornos neuromusculares, previenen el
dafio hepdtico y permiten mantener en equilibrio los niveles de azicar en sangre, entre
otras funciones. Por lo que respecta a la metionina se sabe que el higado la utiliza para
producir s-adenosi-metionina, una sustancia especialmente eficaz para tratar
enfermedades hepdticas, depresion, osteoartritis, trastornos cerebrales, fibromialgia y
fatiga cronica, entre otras dolencias. Ademads actua como potente agente detoxificador
que disminuye de forma considerable los niveles de metales pesados en el organismo y

ejerce una importante proteccion frente a los radicales libres.

La quinoa también contiene cantidades interesantes de fenilalanina (un
estimulante cerebral y elemento principal de los neurotransmisores que promueven el
estado de alerta y el alivio del dolor y de la depresion), de treonina (que interviene en las
labores de desintoxificacion del higado, participa en la formacién de coldgeno y elastina,
y facilita la absorcion de otros nutrientes) y triptéfano (precursor inmediato del
neurotransmisor serotonina por lo que se utiliza con éxito en casos de depresion, estrés,

ansiedad, insomnio y conducta compulsiva).

Por lo que respecta a la digestibilidad de la proteina o biodisponibilidad de los
aminodcidos de la quinoa, esta varia segun la variedad y el tratamiento a que son

sometidas. Lopez de Romana et al. (1981) encontraron que la digestibilidad de las
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semillas de quinoa es el factor limitante en su utilizacion proteica y energética, y que la

molienda mejora significativamente la digestibilidad de grasas y carbohidratos.

2.2.3.4. Azacares

Los carbohidratos de las semillas de quinoa contienen entre un 58 y 68% de
almidén y un 5% de azicares, lo que la convierte en una fuente 6ptima de energia que se

libera en el organismo de forma lenta por su importante cantidad de fibra.

El almidén es el carbohidrato mds importante en todos los cereales. Constituye
aproximadamente del 60 al 70% de la materia seca. En la quinoa, el contenido de
almidén es de 58 a 64% (Bruin, 1964). El almidén en las plantas se encuentra en la
forma de granulos. Ahamed et al. (1998) mencionan que el almidén de quinoa tiene una
excelente estabilidad frente al congelamiento y la retrogradacion. Estos almidones
podrian ofrecer una alternativa interesante para sustituir almidones modificados

quimicamente (Repo-Carrasco ef al., 2003).

2.2.3.5. Polifenoles

Zhu et al. (2001) han aislado seis glicosidos de flavonol de la semilla de quinoa.
Estos compuestos exhiben capacidad antioxidante, lo que sugiere que estas semillas
pueden servir como una buena fuente de agentes eliminadores de radicales libres.
Gorinstein et al. (2008) encontraron taninos en la semilla de quinoa, los cuales

mostraron tener inclusive mayor actividad antioxidante que algunos cereales reportados.
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2.3. Salvia hispanica L.

2.3.1 Historia, Origen y Botanica

De acuerdo a la descripcién y clasificacion taxondémica de Salvia hispanica L.
realizada por Linneaus (1753), la especie de nombre comun chia se clasifica en el género
Salvia (Figura 8). Este taxon posee alrededor de 900 a 1000 especies y conforma uno de
los mayores géneros de la familia Lamiaceae, la cual entre sus caracteristicas mas
distintivas sobresale poseer cuatro frutos libres o tetranuculas, lo que la diferencia de las
familias cercanas (Rosua y Blanca, 1986; Sepehry et al., 2012; Walker ef al., 2004;

Fernandez-Alonso y Rivera-Diaz, 2006).

Figura 8. Salvia hispanica L. inflorescencia.
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En el centro-sur de México y norte de Guatemala, se establece el origen de la
especie Salvia hispanica L. (Beltran-Orozco y Romero, 2003; Ayerza y Coates, 2004;

Capitani et al., 2012).

En el género Salvia, de acuerdo a la descripcion realizada por Ramamoorthy
(1985), se encuentran arbustos o plantas herbdceas, a menudo aromdticos; con hojas
opuestas o a veces verticiladas; flores por lo general en verticilos formando espigas;
bricteas frecuentemente grandes, deciduas o persistentes; cdliz bilabiado, labio superior
usualmente entero, labio inferior bilobado; corola conspicua bilabiada, labio superior

derecho o arqueado, labio inferior trilobado; 2 estambres; ovario profundo, estilo bifido.

Existe evidencia arqueobotanica de que la chia fue usada cerca de 3 500 afnos
antes de la era cristiana para alimentacion humana en Mesoamérica, region del planeta
probablemente cuna de la agricultura y fitodomesticaciéon (Herniandez y Herrerias,
2004; Casas y Caballero, 1995; Raya-Pérez ef al., 2010). Entre los afios 2600 y 2000
a.C., las civilizaciones Tolteca y Teotihuacana cultivaban chia antes de la llegada del
imperio Azteca al centro de México y durante la época del 1500 a 900 a.C. la chia ya era
un pilar fundamental en la alimentacion de varias civilizaciones Mesoamericanas del

valle de México (Beltran-Orozco y Romero, 2003; Coates, 2011).

Se tiene el conocimiento de que los aztecas la emplearon como alimento (Ayerza
y Coates, 2004), medicina, pintura y también de manera religiosa (Alvarado, 2011).
Como uso alternativo se ha descrito que fue moneda de cambio y tributo, ya que cada
afio las ciudades conquistadas pagaban desde 5 a 15000 toneladas de chia a la ciudad de
Tenochtitlan, capital del imperio Azteca (Ortiz de Montellano, 1993; Ayerza y Coates,

2004).
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En cuanto al uso alimentario, la chia fue un ingrediente basico para platos y
bebidas de consumo diario para los aztecas. Un alimento cotidiano para ellos era la
mezcla de semillas tostadas de chia y amaranto, que formaban una masa llamada

“tzoalli” (Ayerza y Coates, 2006).

De acuerdo con Gutierrez-Rosatti (2004), la chia es una planta herbicea que
sobrepasa el metro de altura; posee un tallo cuadrangular y pubescente; presenta hojas
simples, opuestas y enteras; posee flores hermafroditas ubicadas en inflorescencias y su

fruto es una clusa, que comercialmente se denomina semilla.

El tallo posee un didmetro promedio de 2 cm, es sufritice, ramoso, ramificado,
aromético, cuadrangular y pubescente. El indumento es abundante, posee tricomas

glandulares y no glandulares.

Con respecto a las hojas, son simples, opuestas, enteras y de ldmina oval-eliptica,
discolora, base cuneada a subcordada, dpice agudo, margen dentado-aserrado, pinnadas,
con nervaduras prominentes en el envés, pubescentes, de 8 a 12 cm de largo y 4 a 7 cm
de ancho; su peciolo es corto, pubescente, mide 1 a 3 cm en parte superior de la planta y

5 a7 cm en las ramificaciones inferiores (Di Sapio ef al., 2012).

Las flores se rednen en grupos de seis o mas en verticilos sobre el raquis de una
inflorescencia denominada verticilastro. La flor posee pedinculo; céliz persistente,
pubescente y bilabiado; corola monopétala, bilabiada, de color morado o azul; 2
estambres que estdn unidos por un conectivo que se articula a filamentos cortos que se
insertan en la corola; ovario stpero, bicarpelar y tetralocular, en la base se encuentra un

disco nectarifero; estilo glabro, glanduloso en la base y su estigma tiene dos
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ramificaciones; las anteras y el estigma estdn cubiertos y protegidos por la gilea

(Ramamoorthy y Martinez, citado por Hernandez-Gomez ef al., 2008).

El fruto es un carcérulo que produce 1 a 4 mericarpos indehiscentes llamados
ndculas o clusas. Son de color pardo grisdceas, con abundantes manchas de contornos
irregulares de color castafio oscuro, en menor proporcién se observan de color

blanquecino con la insercion basal y los limites de las areolas de color castafio claro.

Por otra parte, cada semilla se inserta por clusa. Es horizontal, albuminosa, de
contorno oblongo-eliptico, forma levemente navicular, el extremo radicular es angosto y
cotiledonal ancho; la superficie es opaca, reticulada, de color amarillo-ocre; sus
dimensiones son 1.3 a 1.8 mm de largo y 1 a 1.2 mm de ancho (Figura 9). Al igual que
la mayoria de las semillas, posee episperma o cubierta seminal, endosperma y embrién

(Di Sapio et al., 2012).

T

Figura 9. Salvia hispanica L. Habito, inflorescencia y semilla.
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2.3.2. Cultivo y Produccion

La chia originaria e histéricamente ha sido cultivada en climas tropicales a
subtropicales (Lobo ef al., 2011; Coates, 2011). De acuerdo a la FAO (2010), plantas
de origen tropical presentan dafios severos cuando se exponen a temperaturas bajo 0°C,

ademds el género Salvia es descrito como sensible a temperaturas de congelacion.

En cuanto a los requerimientos hidricos de Salvia hispanica L. son de 250 a 300
mm de precipitacién (Rocca, citado por Pozo 2010). En relacion a la capacidad de la
chia a tolerar el déficit hidrico, Weber et al. (1991) sefialan que la chia es una especie
tolerante al déficit hidrico. Respecto a la salinidad, la chia es factible cultivarla bajo
condiciones de riego con agua que presenta niveles de salinidad de 3.0 ds/m, sin
embargo, este afecta negativamente la produccién de aceite en un 20%, pero no se afecta
estadisticamente la proporcion de acido alfa-linolénico en comparacion con condiciones

de agua no salina (Heuer et al., 2002).

La época recomendable para la siembra es en abril, la cual permite un desarrollo
adecuado de las plantas las cuales pueden alcanzar de 50 a 80 cm de altura. Las siembras
mas tardias propician que el periodo vegetativo sea menor, ocurriendo mas ridpidamente
la floracion y fuctificacion de las plantas de manera que no alcanzan un tamafo

adeacudo y, por ende, afectan negativamente a los rendimientos (Miranda, 2012).

En la actualidad, la chia es cultivada en los estados de Jalisco, Michoacan,
Oaxaca, Veracruz, San Luis Potosi, Chiapas y México (Benavides et al., 2010);
pequeias parcelas en Gran Bretafia (Pozo, 2010); provincias de Salta, Tucumadn, Jujuy y

Catamarca, Argentina (Lobo, 2012); ciudad de Santa Cruz, Bolivia; ciudades de
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Andahuaylas y Huédnuco, Pert; Australia; Guatemala (Jamboonsri, 2012); ciudad de
Quito, Ecuador (PROECUADOR, 2014); estados de Florida, Nueva York y Texas,
Estados Unidos (USDA, 2013); Medellin, Colombia (Idarriaga et al., 2011); Belice;
Costa Rica; Panamd; departamentos de Esteli, Matagalpa, Jinotega, Nueva Segovia y
Madriz, Nicaragua; Republica Dominicana; Republica Democritica del Congo; Kenia;
Tanzania; Angola; Zambia; Mozambique; India; Sri Lanka; Tailandia; Camboya;
Vietnam; Filipinas; Malasia; Indonesia; Papia Nueva Guinea; Brasil y Paraguay

(PURECHIA, 2013).

Los rendimientos del cultivo de chia son muy variables. Los factores
ambientales, genotipos poco adaptados a la zona de producciéon y poco conocimiento
sobre los manejos agronémicos orientados a maximizar la produccion pueden influir en

la obtencién de grano (Coates, 2011; Ayerza y Coates, 2006).

En México, hace apenas algunos afios se retomo el cultivo en los municipios
Acatic, Cuquio y Zapotlanejo, en Jalisco, donde en los tltimos afios se obtuvo el 99% de
la produccién nacional, misma que en el 2011 llegdé a 3449 toneladas cosechadas en
2720 hectareas, de acuerdo a la informacion proporcionada por Fideicomisos Instituidos
en Relacion con la Agricultura, en el 2013. Cabe resaltar que en el estado de Jalisco se
logran rendimientos de 1200 kg/ha, en zonas con 450 mm de precipitacion, dosis de
siembra de 4 kg/ha y una fertilizacion de 70 kg de Nitrégeno y 46 kg de Fosforo por

hectarea (Lamas, 2013).

Esta informacion respalda a la chia como un cultivo potencialmente apto para ser
explotado, tanto por sus beneficios econdémicos, como por sus ventajas nutricionales que

lo avalan como una importante drea de oportunidad agroalimentaria.
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2.3.3. Composicion quimica de la semilla

La chia es conocida principalmente como fuente de dcidos grasos omega 3, sin
embargo, también presenta otros componentes importantes para la nutricion humana
(Capitani et al., 2012). Las semillas de chia poseen cantidades significativamente
mayores de proteina, fibra, y grasas, que otros cultivos de importancia econdémica y

alimentaria como el arroz, trigo y maiz (Ayerza y Coates, 2006).

2.3.3.1. Composicion lipidica

La chia posee entre un 32-39% de aceite (Alonso-Calderén ef al., 2013). Dentro
del total de lipidos, la proporcién de &4cidos grasos saturados, monoinsaturados y
poliinsaturados, se encuentran aproximadamente en 9.7, 6.5 y 82.8, respectivamente. De
los 4cidos grasos poliinsaturados, el 22.9% es acido linoleico, de la serie omega 6 y el

77.1% es éacido alfa-linolénico de la serie omega 3 (Ayerza y Coates, 2006).

La composicion lipidica de la semilla de chia se caracteriza por poseer la mayor
concentracion de dcido alfa-linolénico (ALA) conocida en la actualidad en un organismo
vegetal, con un valor que puede alcanzar el 63.8% del total del aceite presente en la
semilla (Ayerza y Coates, 2006). Cabe citar que el omega 3 de origen marino
correspone a metabolitos del d4cido alfa-linolénico, los cuales son el d4cido
eicosapentaenoico (EPA) y 4dcido docosahexaenoico (DHA) de acuerdo con Valenzuela

etal. (2011).
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En relacion a los beneficios que tiene el consumo de 4&cidos grasos
poliinsaturados para la salud, actualmente existe una vasta evidencia cientifica que
menciona a los 4cidos grasos omega 3 como un importante factor en la prevencion de
enfermedades cardiovasculares, inflamatorias, mentales, desordenes autoinmunes, y
cancer (Simopoulus, 1991; Simopoulus, 2008; Yan et al., 2013; Calder, 2006;

Calder, 2013; Bourre, 2007; Mossaheb et al., 2013).

Sin embargo, Erazo et al. (2014) describe que existe un aumento en los riesgos
de padecer cancer de préstata en personas con una alta ingesta de ALA. Ademas, en
aquellas personas que ya poseian cancer, este se volvid mas agresivo cuando el consumo

de ALA aumento.

2.3.3.2. Fibra

La chia es una excelente fuente de fibra, si se compara con especies como soya y
maiz (Beltran-Orozco et al., 2005). Las caracteristicas de la fibra dietaria de la semilla
de chia son baja capacidad de intercambio cationico, caracteristicas relevantes debido a
que evitara la indisponibilidad de ciertos minerales que son requeridos por el cuerpo
humano, y una gran capacidad de retencion de agua, ya que la semilla de chia absorbe
16 veces mas su peso en agua que la semilla de linaza. De acuerdo al trabajo de Munoz
(2012), tan solo el mucilago de la semilla de chia es capaz de absorber 27 veces su peso
en agua, sin embargo, cuando se determina la absorcion de agua por la semilla entera,

este valor decrece a 12 veces.
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Respecto a la fibra soluble e insoluble de la fibra dietaria total de la chia, esta se
encuentra en una proporcién aproximada de 6.16 y 32.8 g por cada 100 g de fibra,

respectivamente (Beltran-Orozco et al., 2005).

La ingesta de fibra tiene reconocidos efectos en la salud de las personas, los
suplementos con fibra son recomendados en el tratamiento del sindrome del colén
irritable (Singh et al., 2008). Ademas, los productos ricos en fibra colaboran a reducir el
nivel plasmético de colesterol LDL y glucosa (Aller et al., 2004), ambos factores

asociados con la incidencia de enfermedades cardiovasculares (Islam et al., 2010).

2.3.3.3. Proteinas

Con respecto a las proteinas de chia, esta tiene entre un 19 y 23% (Beltran-
Orozco y Romero, 2003) y posee una balanceada cantidad de aminodcidos esenciales
(Monroy-Torres et al., 2008). Hasta el momento no se han encontrado factores
nutricionales limitantes en la proteina de la chia, por lo tanto podria ser una alternativa
para ser suministrada en la dieta humana. Un punto importante y contrario a otros
cultivos de cereales, es la ausencia de gluten, una glicoproteina causante de la

enfermedad celiaca (Ayerza y Coates, 2006).

A pesar del notable perfil de aminodcidos, Monroy-Torres ef al. (2008) sefalan
que el contenido proteico de la chia posee una pobre digestibilidad (79.8%), lo cual se
traduce en que solamente una pequefia parte de la proteina consumida puede ser

absorbida y empleada por el organismo.
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2.3.3.4. Aziucares

Una caracteristica sobresaliente de la semilla es que cuando entra en contacto con
un medio acuoso, segrega un polisacarido mucilaginoso que rodea la semilla. Se ha
informado de que el consumo de este mucilago ayuda a la digestién y que, junto con la

semilla, constituye una fuente de alimento nutritiva (Salgado-Cruz ef al., 2005).

2.3.3.5. Polifenoles

La chia contiene varios compuestos con potente activiad antioxidante, entre los
mas importantes se encuentran los compuestos fendlicos simples, como el &cido
clorogénico, acido cafeico, y los compuestos fendlicos complejos, donde se encuentran
la quercitina, mirecitina y el kaempferol, también clasificados como flavonoides
(Gonzalez et al., 2010). La importancia de estos compuestos es que actian como
conservante del aceite, por éste motivo las antiguas civilizaciones podian guardar la
harina de chia por largos periodos sin que esta se enranciard (Di Sapio et al., 2008). Al
poseer una minima oxidacidn, la chia ofrece un gran potencial para ser empleada en la
industria alimentaria debido a que las otras fuentes de omega 3 suelen ser inestables y
sufren una descomposicion rapida por la ausencia de compuestos antioxidantes (Ayerza
y Coates, 2006). En cuanto a los beneficios para la salud, estudios epidemiolégicos
indican que la ingesta de alimentos ricos en antioxidantes puede prevenir enfermedades
cardiovasculares, cancer y diversas patologias (Martinez-Flores ef al., 2002; Garcia et

al.,2012; La Vecchia et al., 2013; Wang et al., 2012).
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2.4. Aislados proteicos de origen vegetal

De acuerdo a lo descrito en el “Segundo Informe del Estado Mundial de los
Recursos Fitogenéticos para la Alimentacion y la Agricultura”, publicado por la FAO en
2010, para el afio 2050 serd necesario producir el doble de alimentos que lo generado en
el aflo 2000, pero esto ocurrird con la misma cantidad de tierra y con menor cantidad de
agua y de otros insumos, ademds de que el cambio climdtico serd otro factor que deberd
ser tomado en cuenta, ya que afectard el medio ambiente donde crecen los cultivos y
planteard a los agricultores nuevos desafios (FAQ, 2010). Es por ello, que surge la
necesidad de buscar nuevas fuentes de alimento o mejorar las ya existentes para tratar de

contrarrestar dicha problematica.

Una alternativa interesante es el aprovechamiento de la gran cantidad de residuos
agroindustriales ricos en proteinas que se generan a nivel mundial, dentro de los cuales
se encuentran las harinas desengrasadas que proceden de la extraccion del aceite de una
amplia diversidad de semillas. Estos residuos suelen ser empleados para la alimentacién
del ganado, sin embargo representan uno de los reservorios proteicos con mayor
potencial para la industria alimentaria. Por ello, en los dltimos afios ha aumentado el
interés en el aprovechamiento de estas proteinas y se han desarrollado procesos para la

obtencion y mejora de ellas mediante la produccién de aislados proteicos.

De este modo, los aislados proteicos obtenidos a partir de recursos vegetales
representan una fuente de ingredientes alimentarios de alta calidad, con contenidos
proteicos entre el 80 y el 90%, los cuales pueden ser empleados para mejorar tanto la

composicion nutricional como las caracteristicas funcionales de los alimentos.
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2.4.1. Obtencion de aislados proteicos

Diversas investigaciones se han realizado sobre la obtencién de concentrados y
aislados proteicos, asi como de la evaluacién y mejora de las propiedades funcionales,
de una amplia gama de fuentes vegetales ricas en proteinas, lo cual ha conducido a un
incremento en la produccién y uso de ellas como ingredientes alimentarios. Entre las
principales materias primas empleadas se encuentran las leguminosas, tales como el
garbanzo y el haba, las oleaginosas, como el cacahuate y el girasol, ademds de
subproductos de industrias extractoras de aceite, los cuales también han sido utilizados

en la elaboracion de muchas preparaciones alimenticias.

Como se menciono anteriormente, un aislado proteico es un material
caracterizado por contener una riqueza entre un 80 y 90% de proteinas, partiendo del
supuesto aislamiento del resto de los componentes no proteicos para su elaboracion. Los
componentes no proteicos, entre los cuales se encuentran los lipidos, la fibra, los
hidratos de carbono y componentes menores (como azucares solubles, sustancias
minerales, componentes considerados antinutricionales como los polifenoles, saponinas,
alcaloides, etc.), pueden interaccionar con las proteinas durante el proceso de obtencién

de los aislados, afectando con ello la calidad del producto final.

La asociaciéon de los lipidos con las proteinas puede producirse durante la
elaboracion del aislado y suele verse favorecida por la desnaturalizacién de las proteinas
durante el proceso, la cual ocasiona la exposicién de los aminodcidos hidrofébicos
ocultos en la proteina nativa, lo que facilita la asociacion entre las cadenas alifédticas de

los lipidos y estos aminodcidos mediante uniones hidrofébicas (Hanssens et al., 1985).

43



Como consecuencia, los lipidos disminuyen la solubilidad de los aislados proteicos,
influyen en las propiedades funcionales de las proteinas, disminuyen la digestibilidad
proteica y pueden reducir la disponibilidad de aminoicidos como tirosina, lisina,
histidina, metionina o triptéfano (Boatright y Hettiarachchy, 1995; Karleskind et al.,

1996; Sanchez-Vioque et al., 1999).

Por otra parte, el cardcter antinutricional de la fibra respecto a la fraccidon
proteica, contribuye a una perdida endégena de proteinas al aumentar el volumen de la
fraccion no digerible y, por otro lado, afecta a la digestibilidad de ciertos aminodcidos

individuales, principalmente lisina (Baer ef al., 1997; De Lange et al., 1998).

En lo que respecta a los hidratos de carbono y los componentes menores, los
primeros pueden reaccionar con las proteinas afectando al valor nutricional y funcional
de las mismas (Cheftel, 1989), mientras que las principales reacciones que ocurren entre
las proteinas y los componentes menores son las denominadas reacciones de Maillard.
Un ejemplo de ello es el que ocurre con los azucares solubles en etanol por su capacidad
de reaccionar con ciertos aminoécidos de las proteinas ocasionando una disminucién de
la biodisponibilidad de algunos aminodcidos esenciales, especialmente la lisina
(Friedman, 1996). Por otra parte, se ha observado que a pH alcalino los polifenoles se
oxidan a quinonas, las cuales a su vez se polimerizan a pigmentos oscuros que
disminuyen la calidad del aislado afectando a la disponibilidad de aminoacidos como
triptéfano, metionina o lisina (Hurrel y Finot, 1984). Otros efectos que producen las
reacciones de Maillard son el oscurecimiento del material proteico (Hofmann, 1998),
ademds de influir en ciertas propiedades funcionales de proteinas como la gelificacion,

debido a la formacién de complejos proteinas-polifenoles (Easa et al., 1996).
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El proceso de obtencion de los aislados proteicos consta de dos etapas (Figura 10).

Harina desengrasada

Extraccidon alcalina

4
Proteinas solubles

Residuo

) — Centrifugacion
insoluble

v

Extracto proteico

Precipitacion isoeléctrica

+
Centrifugacion
v
Precipitado
Lavados

Aislado proteico

Figura 10. Obtencion de aislados proteicos a partir de harinas desengrasadas mediante extraccion alcalina

y precipitacidn isoeléctrica
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1) Etapa de extraccion (en medio alcalino). Esta etapa resulta sumamente
importante para definir la eficiencia del proceso de recuperacion proteica y consiste en
generar las condiciones ideales para maximizar la solubilidad de las proteinas.
Inicialmente, las proteinas se solubilizan a pH alcalino para separarlas del resto de los
compuestos no solubles. Durante esta etapa los principales factores que intervienen son
el pH del medio, la concentracién del sustrato (proporcién solvente/proteina) y la
duracién de las extracciones. Pese a que una amplia gama de proteinas vegetales son
solubles a pH préximo a la neutralidad, es preferible extraerlas a pH alcalino para
favorecer la solubilizacion de las proteinas que pueden desnaturalizarse durante la
extraccion del aceite (Zhou et al., 1990). Como agente alcalino suele utilizarse NaOH
para obtener y mantener el pH basico necesario para la solubiliacion de las proteinas. Sin
embargo, es posible usar ademds otras bases como sulfito sddico, el cual es empleado
como agente reductor para prevenir la oxidacién de sustancias fenodlicas durante la
obtencién de aislados y de este modo evitar la coloraciéon de los mismos (Blaicher et al.,
1983; Sanchez-Vioque et al., 1999a; Lqari et al., 2002). Por otra parte, se ha
observado que cuando se emplea una baja concentracion de sustrato, se produce un
aumento en la viscosidad del extracto, lo cual dificulta la centrifugacion de la
suspension. Sin embargo, también se ha descrito que una alta concentracion genera
volimenes demasiado elevados, ocasionando con ello problemas de operabilidad del
proceso. De igual modo, la duracién de la extraccion es un factor importante a tener en
cuenta, el cual no suele ser superior a los 60 minutos ya que mas tiempo disminuye los
rendimientos por desnaturalizacién y coagulacion de las proteinas debido a la formacion

de espumas (Sefa-Dedeh y Stanley, 1979).
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2) Etapa de concentracion y/o purificacion. Esta etapa tiene por objeto la
concentracion de las proteinas y, sobre todo, su purificacién frente a otros compuestos.

Los procedimientos mds habituales que suelen realizarse son los siguientes:

a) Precipitaciéon isoeléctrica de las proteinas. Las proteinas extraidas son
precipitadas llevando la solucién al pH correspondiente al pl de las proteinas, el cual
suele estar entre valores de 4-5 (Vani y Zayas, 1995). El producto resultante se lava de
una a tres veces con agua al mismo pH que el pl, para extraer los compuestos solubles
retenidos por absorcion. Posteriormente, mediante centrifugacion las proteinas se
separan del resto de las moléculas solubles. Finalmente, para obtener un aislado proteico
en forma de polvo, a los extractos purificados y/o concentrados se les debe eliminar la
mayor cantidad de agua posible, lo cual puede realizarse por liofilizacion (proceso en el
que se congela el producto y posteriormente se introduce a una cdmara de vacio para
realizar la separacion del agua por sublimacion) o secado por aspersion (proceso en el
que los extractos proteicos son expuestos en forma de una nube a una corriente de aire

seco y caliente en una cimara de secado, lo que permite la rapida evaporacién de agua).

b) Ultrafiltraciéon. Mediante este sistema las moléculas solubles no proteicas, de
bajo peso molecular, atraviesan la membrana y constituyen el permeado, mientras que
las proteinas son retenidas. El retenido final se suele dializar para eliminar las pequefias
moléculas solubles y el permeado se puede someter a osmosis inversa para recircular el
agua (Honig et al.,, 1987). La principal ventaja de esta alternativa es que permite
recuperar no solo las proteinas insolubles en el pl sino también las solubles, mientras

que su principal inconveniente es el aumento del tiempo global y coste del proceso.
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2.4.2. Usos y aplicaciones de aislados proteicos

El uso y aplicacién de un aislado proteico como ingrediente alimentario depende
principalmente de su calidad. Por esta razén es indispensable que una vez elaborado el
aislado proteico, éste sea sometido a una evaluacion tanto nutricional como funcional.
La calidad nutricional de una proteina estd relacionada con el tipo y proporciéon de

aminodcidos que contiene, asi como con su capacidad de asimilacion (digestibilidad).

En la actualidad, los aislados proteicos son empleados en numerosas aplicaciones
alimentarias, tal como se observa en la Tabla 2, ya que ofrecen una amplia gama de

ventajas tanto econdmicas, nutricionales y/o funcionales (Waggle et al., 1989).

Tabla 2. Principales ventajas en el uso de aislados proteicos

Producto Nutricionales Funcionales Econémicas
Emulsiones cérnicas X X X
Carne picada X X
Musculos carnicos intactos X X
Carne de aves X X X
Tocino ahumado X X
Patés de higado X X X
Mariscos triturados X X X
Sucedaneos de queso X X
Postres congelados X X
Sopas y salsas X X
Formulas infantiles X X X
Bebidas nutritivas para adultos X X
Alimentos dietéticos X X X
Suplementos proteicos X X X
Productos de panaderia X
Leche de soya X X
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De acuerdo con diversas investigaciones, el incremento del valor nutricional del
producto final es la principal razén para el empleo de los aislados proteicos en formulas
infantiles, bebidas nutritivas para adultos y/o deportistas, asi como suplementos
proteicos, por mencionar algunos. Por una parte, los formulados infantiles basados en los
aislados proteicos se elaboran para proporcionar una nutricién que cubra las necesidades
proteicas en nifios debido a problemas de alergia alimentaria o intolerancia a la lactosa
(Rennie et al., 1994). Con respecto a las ventajas que otorgan las bebidas nutritivas para
adultos y los suplementos proteicos, las primeras muestran una gran flexibilidad de
formulacién, ademds de efectos hipolipidémicos (Kumomura, 2000), mientras que los
segundos son utilizados para el control dietético asi como para enriquecer en proteinas el

producto (McMichael-Phillips ef al., 1998).

En un gran nimero de aplicaciones, los aislados proteicos se usan tanto por sus
propiedades nutricionales como funcionales. En referencia a las propiedades funcionales
de las proteinas, son aquellas propiedades fisicoquimicas que determinan su
comportamiento en los alimentos durante su procesamiento, almacenamiento o
consumo, por lo que estas propiedades y la forma en la cual las proteinas interactian con
otros componentes de forma directa o indirecta pueden afectar sus aplicaciones, ya que
la mayoria de ellas tienen lugar en alimentos tradicionales que ya tienen establecidos
parametros de utilizacion, asi como su calidad y el grado de aceptacion en los alimentos.
La importancia de las propiedades funcionales varia con el tipo de producto alimenticio
en el cual se pretenda emplear la proteina. Por ejemplo, las proteinas con una alta
capacidad de retencion de agua o aceite son deseables y se usan en productos cdrnicos y

de panificacion o pasteleria, mientras que las proteinas con una alta capacidad
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emulsificante o espumado son adecuadas en aderezos para ensalada, salchichas,
mortadela, confiteria y pasteles (Ulloa et al., 2011). Por este motivo, para lograr el éxito
en estos productos en la industria y en el mercado, los aislados deben mantener esta

calidad (color, sabor, aroma, textura, composicién quimica y nutricional).

De acuerdo a lo descrito por Vioque ef al. (2001), los aislados proteicos
vegetales mds extendidos son los de soya, ya que ofrecen miultiples ventajas,
manteniendo las cualidades sensoriales deseables necesarias para la aceptaciéon por el
consumidor. En los tltimos afios también se han producido aislados proteicos de otros
cultivos como colza (Zhou et al., 1990; Gongalves et al., 1997; Xu y Diosady, 1994;
Mahajan y Dua, 1995), trigo (Hettiarachchy et al., 1996; Ahmedna ef al., 1999), maiz
(Lin et al., 1987), garbanzo (Sanchez-Vioque et al., 1999), girasol (Saeed y Cheryan,
1988), frijol (Apostolatos, 1984; Chau et al., 1997) y amaranto (Martinez y Afién,

1996).

De esta manera, el interés en el aprovechamiento de las proteinas vegetales
provenientes de residuos agroindustriales ha ido en aumento y se han desarrollado mas
eficientemente los procesos de obtencion y mejora de las mismas mediante la generacion
de concentrados y aislados proteicos. Sin embargo, estos aislados presentan dos grandes
limitaciones para su aplicacion en la industria alimentaria, tal como son su baja
solubilidad y su potencial alergenicidad. Estas razones, junto con la demanda de nuevos
alimentos han conducido en los dltimos afios al desarrollo de procesos de hidrdlisis

proteica de una amplia gama de aislados proteicos vegetales.
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2.5. Hidrolizados proteicos vegetales

La hidrélisis proteica se basa en la ruptura de enlaces peptidicos la cual genera
péptidos de menor tamafio e incluso de aminoécidos libres, pudiendo producirse por
métodos quimicos o bioldgicos. A consecuencia de los efectos negativos que ocasiona la
hidrélisis quimica sobre la calidad nutricional del hidrolizado por la formacién de
compuestos toxicos, la hidrélisis enzimdtica se emplea con mayor frecuencia gracias a
que se realiza bajo condiciones mas reguladas de temperatura y pH, ademds de que de
esta manera se reduce la formacién de compuestos indeseables (Gottschik, 1994;
Flemming, 1989). Lo que se busca en los hidrolizados proteicos es potenciar sus
caracteristicas funcionales, por ejemplo disminuyendo su viscosidad, aumentando la
capacidad de agitacién y dispersion, asi como mejorando la solubilidad del producto
final, las cuales resultan ser caracteristicas deseables para la elaboraciéon de multiples

productos alimenticios en comparacion con la materia de partida.

La propiedad fundamental de un hidrolizado, la cual va a determinar en gran
medida las restantes caracteristicas del mismo y por tanto su posible uso, es su grado de
hidrdlisis, siendo definido como el porcentaje de enlaces peptidicos rotos en relacion a la
proteina original. El método mas empleado para determinar el grado de hidrdlisis es la
titulacién con TNBS (4cido 2,4,6-trinitrobenzensulfonico), gracias a que es muy sencilla
de realizar y provee de una elevada reproducibilidad (Adler-Nissen, 1979). El grado de
hidrdlisis final esta determinado principalmente por las condiciones empleadas
(concentracion del sustrato, relaciéon enzima/sustrato, tiempo de incubacién) y las

condiciones fisicoquimicas (pH y temperatura). Sin embargo, un factor muy importante
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que también debe de ser considerado es la naturaleza de la enzima, refiendose al tipo y
especificidad de actividad, la cual ademds de influir en el grado de hidrdlisis también lo
hara en el tipo de péptidos producidos (Teichgriber et al., 1993; Poutanen, 1987).
Partiendo de lo anteriormente descrito, los distintos tipos de proteasas involucradas en la
hidrélisis enzimdtica pueden agruparse de acuerdo a su actividad catalitica en
endopeptidasas (capaces de romper enlaces internos de la cadena proteica) o
exopeptidasas (hidrolizan enlaces terminales de la cadena), las cuales a su vez se
subdividen en aminopeptidasas (hidrolisis por el extremo N-terminal) vy
carboxipeptidasas (hidrdlisis por el extremo carboxilo). Cabe resaltar que la
especificidad de la proteasa varia en funcién de la secuencia aminoacidica, por ejemplo,
algunas proteasas producen ruptura en donde haya un aminodcido particular, mientras
que otras pueden reconocer varios aminodcidos. Actualmente se encuentran disponibles
comercialmente una amplia gama de proteasas grado alimentario, las cuales pueden ser

clasificadas por su origen, modo de accién o con base en su sitio catalitico (Tabla 3).

La hidrdlisis de los aislados proteicos vegetales habitualmente se lleva a cabo en
un reactor con control de agitacion, temperatura, pH y tiempo del proceso. Inicialmente,
el sustrato se disuelve o resuspende en agua hasta que el pH y la temperatura se
estabilicen y posteriormente se afiade la proteasa. Conforme transcurre el tiempo se
produce una disminucién del pH debido a la ruptura de los enlaces peptidicos, por lo
cual debe de ajustarse constantemente el pH durante la hidrdlisis para que la enzima
actue eficientemente bajo sus condiciones optimas. Para finalizar el proceso, la
inactivacién de la enzima empleada puede realizarse con un aumento de temperatura,

con una disminucién de pH o con una combinacién de ambos (Benitez ef al., 2008).
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Tabla 3. Principales proteasas grado alimenticio disponibles comercialmente.

Tipo de . Nombre comiin o Temp. Interv. Sm(.) ’de
Origen . Fuente o accion
proteasa comercial “O) pH P
catalitica
L *Trp (o Tyr,
Quimiotripsina 45-55 8-9 Phe, Leu)
Serinproteasa Subtilisina, Bacill
Carlsberg, lich:rf;co’;;is 50-60  6-10
Bacteriana Alacalasa * AAht
Subtilisina Novo _
Bromelina Pina 20-65 -8 AAf
Phe (o Tyr,
Animal Pepsina Porcino, bovino 1-4 L) i
—  Qumosm o Beso 46 oPeTi)
proteasas pers p P Aspergillys saitoi 35-50 2-5 ’ *p,
Fuangica _—---
*Carbonilo del
AA terminal
Animal Carboxipeptidasa A Pancreas 7-8 del péptido,
excepto Pro,
Metaloproteasas Arg, Lys
Termolisina Tle, Le, Val,
thermoproteolyttcs Phe *
Mezcla de
tripsina, . .
Preparaciones quimiotripsina, Pancreatina Pancreas (bovmo Y 30-80 7-9 Muy amp lia
. porcino) especif.
enzimaticas elastasa y
carboxipeptidasa

Mezcla de endo- Pronasa Strept.omyces 7.9 Muy ampha
y ex0- proteasas griseus especif.

* Indica sitio de accién de la proteasa sobre el sustrato
AARf Indica AAs hidrofébicos
Fuente: Qi y He, 2006; Adler-Nissen, 1986
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2.6. Tipos y aplicaciones de hidrolizados proteicos en alimentacion

El grado y tipo de hidrdlisis determinaran las propiedades del hidrolizado
proteico asi como el uso que se establezca para el mismo, por lo que, de acuerdo a lo
descrito por Vioque et al. (2001), en la actualidad los hidrolizados proteicos vegetales

empleados para su uso en alimentacién se pueden clasificar en tres grupos:

a) Hidrolizados limitados con bajo grado de hidrdlisis para la mejora de las
propiedades funcionales (1-10%). Se ha demostrado que una hidrdlisis limitada mejora
las propiedades funcionales de la proteina original, ademds de la solubilidad, tal es el
caso del poder emulsificante, espumante o la absorcién de agua o aceite (Krause y
Schwenke, 1995; Vioque et al., 2000). De esta forma, los hidrolizados con mejor
capacidad espumante son usados en la produccién de pasteles, pan, helados y postres
(Chaplin y Andrew, 1989), mientras que aquellos que presentan una buena capacidad
emulsificante son empleados en la fabricaciéon de mayonesas, carne molida, salchichas o
helados (Turgeon et al., 1992; Kim et al., 1990; Siile et al., 1998). Por su parte, los
hidrolizados que presentan una buena absorcion de agua o aceite son utilizados en la
elaboracién de derivados cédrnicos y en productos bajos en grasa (Mannheim Yy

Cheryan, 1992).

b) Hidrolizados con grado de hidrdlisis variable para ser usados como
saborizantes. Este tipo de hidrolizados se obtienen mediante la hidrélisis 4cida de
proteinas vegetales con HCI durante 4-24 horas y a temperatura entre 100-125°C. De
este modo, el grado de hidrdlisis dependerd del tiempo, temperatura y concentracién de

dcido empleado, lo cual influird en los atributos sensoriales del producto final (Manley
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et al., 1981). El sabor del producto va a depender de la cantidad y tipo de péptidos o
aminodcidos liberados. Sin embargo, la interaccion de estos péptidos o aminodcidos con
otros componentes como azucares o lipidos son el principal factor involucrado en
determinar su sabor. Dicha interaccion puede producirse mediante las denominadas
reacciones de Maillard, generando compuestos secundarios voldtiles responsables del

olor y sabor del producto (Hsieh et al., 1980).

¢) Hidrolizados extensivos con grado de hidrdlisis superior al 10% para su
uso en alimentacion especializada. Este tipo de hidrolizados busca explotar o mejorar
las caracteristicas nutricionales de las proteinas nativas. Entre los factores que favorecen
la utilizacion de los hidrolizados como suplemento proteico en la dieta se encuentran,
desde un punto de vista funcional, su elevada solubilidad, la cual permite su utilizacion
en alimentos liquidos, y desde un punto de vista nutricional, el hecho de que la absorcién
gastrointestinal de los péptidos de pequefio tamafio que componen el hidrolizado parecen
tener mayor efectividad en comparacion con las proteinas intactas o aminodcidos libres

(Silk et al., 1985; Meredith et al., 1990).

Entre los sectores de la poblacion hacia los cuales va dirigido este tipo de
alimento se encuentran las personas de la tercera edad, quienes por la pérdida de apetito
se puede llegar a generar una malnutricion que se relacione directamente con un
incremento de enfermedades y mortalidad. Para este grupo de personas, comer mayor
cantidad no es la solucidn idénea, pero la demanda de proteina necesaria podria cubrirse
con bebidas enriquecidas con hidrolizados proteicos, ya que su ingesta es mas atractiva
que la de alimentos solidos (Ovensen, 1991). Otro campo de aplicacién es en nutricién

deportiva, dirigida principalmente a atletas de alto rendimiento que practiquen

55



resistencia, halterofilia o fisicoculturismo. En este sentido, bebidas refrescantes
suplementadas con péptidos pueden ingerirse durante o posterior al ejercicio (Layman,
1987; Meredith et al., 1989; Brouns, 1997). Estos hidrolizados también producen
beneficios en las personas que realizan dietas, ya que estos suplementos le proporcionan
al cuerpo cantidades adecuadas de proteinas con un minimo de calorias, de manera que

se mantiene el balance de nitrégeno y se reduce peso con la perdida de grasas.

La aplicacién medicinal mas reconocida de los hidrolizados proteicos por su
impacto nutricional es la produccion de hidrolizados hipoalergenicos, debido a que las
consecuencias de una reaccion alérgica pueden ir desde pequefios trastornos fisicos hasta
incluso la muerte por shock anafilactico. Por otra parte, los hidrolizados proteicos de
composicion definida, por ejemplo aquellos en los que se eliminan los aminodcidos
aromaéticos, han sido propuestos para el tratamiento de enfermedades, tal es el caso de
errores metabolicos congénitos, como la fenilcetonuria o tirosinamia, donde estos
pacientes no tienen la capacidad para metabolizarlos (Vioque et al., 1999). Otro ejemplo
se presenta en la elaboraciéon de hidrolizados que cuenten con un sobreaporte de
aminodcidos azufrados, los cuales son necesarios en estados hipermetabdlicos, como los

procesos de cicatrizacién por cirugia o quemaduras (George et al., 1997).

Por este motivo, en los ultimos afos se ha observado un aumento en la
produccion de hidrolizados proteicos vegetales debido a la creciente demanda de
alimentos especificos, asi como por el aprovechamiento de fuentes proteicas alternativas
a las actuales de origen animal, lo cual conducird a la generacion de nuevos alimentos
elaborados con aplicaciones especificas a partir de hidrolizados proteicos de origen

vegetal.

56



2.7. Péptidos bioactivos en proteinas de reserva

Los péptidos bioactivos son pequefias secuencias de aminodcidos encriptados en
proteinas que, durante el procesado del alimento o la digestion gastrointestinal, ejercen
diversas funciones metabolicas. Debido a la gran relevancia que estos péptidos han
obtenido en el mercado, no solo desde un punto de vista funcional o nutricional, sino
también como componentes beneficiosos en los alimentos, en los dltimos afios se han
desarrollado técnicas para la obtenciéon de nuevos péptidos bioactivos a partir de
proteinas alimentarias mediante digestion enzimdtica in vitro, empleando enzimas

proteoliticas de origen microbiano (Meisel, 2004).

En la actualidad, proteinas de distinta procedencia (animal y vegetal) han sido
utilizadas para el aislamiento de péptidos a partir de hidrolizados enzimaticos
(Korhonen y Pihlanto, 2003; Pihlanto y Korhonen, 2003; Dziuba et al., 2005), siendo
interesante destacar que dependiendo de la fuente proteica, del tipo de enzima usado y
de las condiciones de procesado, la actividad bioldgica y los péptidos obtenidos es
distinta. Entre las proteinas de origen vegetal de las que se han aislado péptidos
bioactivos se encuentran las proteinas de soya, de trigo, de maiz, de arroz, de cebada y
de girasol (Wang y Gonzalez, 2005). En cuanto a las proteinas de origen animal, la
leche y otros productos lacteos son los precursos de los péptidos bioactivos mas
estudiados, aunque también se han identificado estos péptidos en la ovoalbimina de
huevo (Korhonen y Pihlanto, 2003), en la carne (Korhonen y Pihlanto, 2003), en el
musculo de pescado (sardina, atin, bonito) (Yamamoto et al., 2003) y en la jalea real

(Matsui ef al., 2002).
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A continuacién se mencionan los principales péptidos bioactivos descritos hasta

el momento y sus efectos fisioldgicos.

2.7.1. Péptidos con actividad opioide

Son aquellos péptidos que presentan afinidad por receptores opidceos y actdan,
mediante la unién a receptores, como moduladores exdgenos de la motilidad intestinal,
de la permeabilidad epitelial y de la liberacion de hormonas. Estos péptidos han sido
aislados de cereales, leches y tejidos animales (Rutherfurd-Markwich y Moughan,

2005).

Los péptidos opioides mas estudiados son los derivados de proteinas ldcteas
(caseinas) (Rutherfurd-Markwich y Moughan, 2005; Martinez Augustin y Martinez
de Victoria Mufioz, 2006). Una vez absorbidos, estos péptidos pueden viajar al cerebro
y otros organos y ejercer actividades farmacoldgicas similares a la morfina o el opio. En
contraste con las casomorfinas, algunos péptidos producidos por el desglose de k-caseina
pueden actuar como antagonistas de los opioides, es decir, que pueden inhibir el efecto
de sustancias como la morfina (Haque y Chand, 2006).

En los adultos, los efectos de estos péptidos suelen limitarse al tracto
gastrointestinal, ya que, o bien no son absorbidos, o escapan a la degradacion enzimatica
en la pared intestinal (Teschemacher et al., 1997). Sin embargo, existen estudios que
sugieren que algunos de ellos (B-casomorfinas) pueden ser transportados de la sangre al

tronco cerebral (Pasi et al., 1993) y al sistema cardiovascular en los lactantes

(Teschemacher et al., 1997).
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Los péptidos lacteos pueden participar en la regulacion del apetito, modificando
la actividad endocrina del pancreas para aumentar la produccién de insulina (Kitts et al.,
1992). Estudios en ratas indican que las B-casomorfinas pueden modular la ingesta,
estimulando la ingesta de grasa y reduciendo la ingesta de dietas ricas en hidratos de
carbono (Lin et al., 1998). En este sentido, también algunos péptidos derivados del
gluten de trigo administrados por via intravenosa y oral en ratas dieron lugar a la

estimulacion postprandial de la liberacion de insulina (Fukudome et al., 1995).

2.7.2. Péptidos con actividad antimicrobiana e inmunomodulante

Los péptidos bioactivos con propiedades antimicrobianas e inmunomoduladoras
mas estudiadas son aquellos que proceden de la leche y los productos lacteos (Gauthier
et al., 2006). Este efecto parece estar relacionado con la carga neta positiva de estos
péptidos, que se organizan estructuralmente y provocan la formacién de canales ionicos
en la membrana de los microorganismos (Agawa et al., 1991), alterando su

permeabilidad y provocando la muerte celular (Bellamy et al., 1992).

En la leche y también en el huevo se encuentran la lactotransferrina y la
ovotransferrina. Ambas transferrinas poseen actividad antibacteriana frente a gran
variedad de microorganismos. Esta actividad puede ser ejercida al menos mediante tres
mecanismos distintos (Farnaud y Evans, 2003; Orsi, 2004; Kovacs-Nolan et al.,
2005): a) secuestrando el hierro e impidiendo su utilizaciéon por las bacterias; b)
produciendo alteraciones en la pared bacteriana; o c) mediante la estimulacién de la

fagocitosis por macréfagos y monocitos.
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Los péptidos bioactivos con actividad antimicrobiana ejercen un efecto inhibidor
sobre los microorganismos de destino también mediante la interaccion con los
componentes intracelulares aniénicos como el ADN y el ARN, lo que inhibe la sintesis
de proteinas y la divisién celular de los microorganismos. Por otra parte, algunos
péptidos estdn involucrados en la activacién autolitica en los microorganismos diana

(Cudic y Otvos, 2002).

Péptidos derivados de las caseinas de la leche muestran también actividad
antimicrobiana in vitro frente a un amplio rango de microorganismos, entre los que se
encuentran Staphylococcus spp. y Streptococcus pyogenes. Estudios in vivo muestran
efectos protectores de la israicina (derivado de la caseina) frente a S. aureus y Candida
albicans en ratones y frente a mastitis en vacas y ovejas (Marshal, 2004; Clare y

Swaisgood, 2000).

Tambien se ha descrito que la lactoferrina es capaz de inhibir la replicacion de
virus como el de la leucemia de células T del tipo I, el citomegalovirus, el virus de la
hepatitis C o el herpes simple tipo I (Martinez Augustin y Martinez de Victoria

Muiioz, 2006).

La lisozima, presente también en la leche y el huevo, posee actividad
antimicrobiana e inmunorreguladora, pudiendo mejorar la sinusitis crénica y normalizar
la respuesta humoral y celular en pacientes con bronquitis crénica cuando se combina
con inmunoterapia. Ademds, mejora la respuesta inmune en pacientes cancerosos
inmunodeprimidos. Se ha sugerido que la inmunomodulacion producida por la lisozima
puede ser resultado de la estimulacion de la funcién fagocitica y de la hidrélisis de

productos de peptidoglucano que pueden actuar como adyuvantes o inmunomoduladores
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(Kovacs-Nolan et al., 2005; Asakura et al., 1990; Sava, 1996; Li-Chan y Nakai,

1989).

Otros alimentos que también contienen péptidos con actividad antimodulante,
aunque no tan estudiados como los lacteos, son la jalea real de la que se han aislado
péptidos que estimulan la proliferacion de monocitos humanos (Schmitzova et al.,
1998), péptidos derivados de las proteinas del arroz y la soya que estimulan los sistemas
de inmunidad no especifica (Kitts y Weiler, 2003) y péptidos del trigo sarraceno y

pimiento (Leung y Ng, 2007; Diz ef al., 2006).

2.7.3. Péptidos con actividad antioxidante

Los antioxidantes no solo son importantes en la prevencion de la oxidacién en los
alimentos, sino también a nivel fisiolégico. Los radicales libres son unas moléculas que
estdn en continua formacion en las células y que son neutralizados de manera natural por
las defensas antioxidantes del organismo. Sin embargo, existen factores que producen un
desequilibrio en el numero de radicales libres, y un exceso de estos puede dar lugar a un

envejecimiento celular o al desarrollo de enfermedades (Bray, 2000).

Los péptidos antioxidantes tienen la capacidad tanto de secuestrar radicales libres
como de formar complejos con los iones metales que catalizan las reacciones de los
radicales libres (Chen et al., 1998). Tirosina e histidina son componentes
representativos de este tipo de péptidos ya que son susceptibles a la oxidacién. La
metionina, lisina y triptéfano también tienen propiedades similares (Dean et al., 1997).

Parece ser que la actividad antioxidante de estos péptidos suele aumentar con la
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presencia de residuos de prolina en sus secuencias ya que la presencia de residuos
hidrofébicos eleva las posibiliad de interaccién con el 4cido linoleico (Chen et al.,
1998). Se han descrito péptidos con actividad antioxidante en los productos de hidrélisis
de la fraccion B-conglicina de soya (LLPHH y VIPAGYP) por la proteinasa S (Chen et
al., 1995). Se ha observado que estos péptidos, asi como sus andlogos sintéticos, inhiben

la oxidacion del acido linoleico in vitro.

2.7.4. Péptidos con actividad transportadora de iones

Los caseinofosfopéptidos son fosfopétidos aislados a partir de la caseina que
pueden formar sales solubles organofosforadas y funcionar como transportadores de

diferentes iones, especialmente calcio y hierro (Sato et al., 1986; Kitts y Yuan, 1992).

2.7.5. Péptidos con actividad antihipercolesterolémica

La hiperlipidemia, en especial la hipercolestolemia, es uno de los mas
importantes factores de riesgo que contribuyen al desarrollo de enfermedades
cardiovasculares. Recientemente se ha demostrado que los péptidos de la soya pueden
ser responsables de su actividad hipocolesterolémica, ya que se ha observado que
hidrolizados de proteina de soya mostraron un mayor descenso del colesterol plasmatico

que la proteina de soya intacta (Nagaoka et al., 1999).
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Este efecto hipocolesterolemiante de los péptidos bioactivos se atribuye a dos
acciones de los mismos: a) los péptidos bioactivos inhiben la absorcién del colesterol,
posiblemente a la represion de la solubilidad del colesterol (Nagaoka et al., 2001); y b)
algunos péptidos pueden regular al alza los receptones LDL, que estdn crénicamente
suprimidos por la hipercolesterolemia o administracién de colesterol de la dieta (Sirtori

et al., 1995).

Ademas de los péptidos derivados de soya, otros péptidos bioactivos con efecto
hipocolesterolémico han sido obtenidos a partir de la B-lactoglobulina, hidrolizado de
proteina de carne de cerdo (Morimatsu y Kimura, 1992; Morimatsu et al., 1996) y

proteina vegetal (Brassica carinata) de acuerdo con Pedroche et al. (2007).

2.7.6. Péptidos con actividad antitrombdética

La agregacion plaquetaria es un paso critico en la formacion de trombos y esta
mediada por el enlace del fibrindgeno y su receptor, la glucoproteina GPIIb/IIla de la
membrana de las plaquetas, la cual involucra el reconocimiento de la secuencia Arg-Gli-
Asp (RGD) del fibrindgeno. Por lo tanto, los péptidos que son antagonistas del
fibrindgeno y se fijan a GPIIb/IIIa son utiles en la prevencion de la trombosis y en los
regimenes de tratamiento post-angioplastia o post-tromboliticos (Miyashita et al.,

1999).

Los principales péptidos aislados con actividad antitrombdtica se encuentran
presentes en la leche. A nivel molecular, la coagulacién de la sangre y de la leche

muestra gran similitud. En la leche, el mecanismo de coagulacion es definido por la
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interaccion de la k-caseina con quimosina, y el proceso de coagulaciéon de la sangre es

definido por la interaccion del fibrinégeno con trombina.

Determinadas secuencias peptidicas de la k-CN, denominadas casoplatelinas, son
similares a la cadena Y del fibrin6geno (Darragh, 2002). Se ha comprobado in vitro que
los péptidos derivados de la k-CN bovina son inhibidores de la agregacién plaquetaria y
de la uni6én de la cadena Y del fibrinbgeno humano al receptor especifico de la
membrana de las plaquetas (Jolles ef al., 1986). Estos péptidos son capaces de fijarse
sobre receptores especificos situados en la superficie de las plaquetas, impidiendo asi la

formacion del trombo.

Peptidos derivados de la lactoferrina presentan también actividad antitrombdtica
a través de otro mecanismo distinto al de la caseina, inhibiendo, de manera dosis-
dependiente, la agregacion plaquetaria inducida por ADP, debido a la homologia con el
fragmento f(572-575) de la cadena o del fibrinogeno (Mazoyer et al., 1990). Se ha
comprobado in vivo que este fragmento inhibe la formaciéon de trombos en la arteria
coronaria de perros (Shebuski et al., 1989) y prolonga el tiempo de sangrado en la

arteria mesentérica del hamster (Cook et al., 1988).

En el plasma de recién nacidos alimentados con leche materna o con férmulas
infantiles elaboradas con leche de vaca se han encontrado secuencias peptidicas en
concentracion suficiente para ejercer el efecto antitrombdético in vivo, lo que demuestra
su liberacién a partir de las proteinas lacteas durante el proceso de digestion
gastrointestinal (Chabance et al., 1998). Estudios mas recientes han demostrado la
presencia de péptidos antitrombdéticos en el estémago, duodeno y posteriormente en la

sangre de adultos que habia ingerido leche o yogur (Chabance et al., 1998).
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2.7.7. Péptidos con actividad antihipertensiva

La hipertension es la principal causa de enfermedad en los paises
industrializados. El 35% de la mortalidad en estos paises se debe a esta enfermedad o a
alguna de sus complicaciones renales, cardiacas o cerebrales. Debido a esto, los

alimentos que presentan péptidos con actividad antihipertensiva son de gran interés.

El mecanismo antihipertensivo mas estudiado como actividad de los péptidos
bioactivos es la inhibicién de la actividad de la enzima convertidora de angiotensina
(ECA). Esta enzima es una Zn-metalopeptidasa que se expresa como una ectoenzima
unida a membrana en células endoteliales, fundamentalmente del sistema vascular, la
cual cataliza la conversiéon de la angiotensina 1 (decapéptido) en angiotensina II
(ocapéptido). La angiotensina II es un compuesto de elevada potencia vasoconstrictora.
Su accién provoca la contraccion rdpida de las arteriolas y, por tanto, el incremento de la
presion arterial, ya que estimula la secreciéon de aldosterona por las glandulas
suprarrenales, hormona que induce la excrecion de potasio y la retencién de sodio y agua
y provoca el incremento del volumen extracelular, y la neutralizacién de la produccion
de renina. La renina libera el decapeptido angiotensina I del sistema renina-angiotensina.
Este sistema quizds es el mds importante de los diferentes mecanismos vasoconstrictores
y vasodilatadores implicados en la regulacién de la presiéon sanguinea (Ondetti y

Cushman, 1982).

La ECA actua simultineamente en el sistema cininacalicreina catalizando la
degradacion de las bradicininas, compuestos de potente accién vasodilatadora, y de esta

manera se favorece el incremento de la presion arterial. El incremento de la
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disponibilidad de bradicininas debido a la inhibicién de la ECA puede ser parcialmente

responsable del efecto beneficioso de la inhibicién de la ECA sobre presion sanguinea.

Algunos trabajos se han centrado en la produccién y aislamiento de péptidos
inhibidores de la ECA, procedentes de proteinas de diferentes alimentos (Hernandez-
Ledesma et al., 2005; Miguel et al., 2005; Gouda et al., 2006). Algunos autores han
encontrado que, en productos fermentados, péptidos con actividad inhibitoria de la ECA
podrian, también, presentar actividad antioxidante, sugiriendo la presencia de actividad
multifuncional en estos compuestos (Silva et al., 2006; Hernandez-Ledesma et al.,

2003).

Maruyama y Suzuko (Maruyama y Suzuki, 1982) fueron los primeros en aislar
un péptido inhibidor de la ECA a partir de un hidrolizado de caseina (dodecapeptido).
Por otra parte, Yamamoto et al., (Yamamoto et al., 1994) han demostrado que las
leches fermentadas con L. helveticus son las que mas actividad inhibitoria de la ECA

presentan, debido a la alta actividad proteolitica extracelular de esta cepa.

Algunos péptidos inhibidores de la ECA han sido obtenidos por digestion
proteica enzimdtica a partir de proteina muscular de atin (Astawan et al., 1995),
musculo de sardina (Suetsuna y Osajima, 1989), bonito seco (Fujita et al., 1995), algas

(Suetsuna y Chen, 2001) y otros productos marinos.

Algunos hidrolizados de proteinas han mostrado efectos in vitro (mediante la
inhibicién de la ECA) e in vivo (efectos antihipertensivos). La administracién de un
hidrolizado de miusculos de bonito a ratas espontineamente hipertensas ha permitido
suprimir la hipertensiéon después de un periodo de cinco seamanas de tratamiento

utilizando una dosis de 15 a 60 mg/kg (Mazoyer et al., 1990).
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Se han encontrado péptidos inhibidores de la ECA en muchas fuentes vegetales,
como soya (Korhonen y Pihlanto, 2003), germen de trigo (Matsui et al., 1999) y
garbanzo (Yust et al., 2003). En el gluten de trigo se aisl6 un hexapéptido que mostrd
una actividad antagénica con respecto a la angiotensina I in vivo. Recientemente, un
hidrolizado de gluten ha conseguido una reduccién de la presién arterial en ratas
espontdneamente hipertensas 2 horas después de la administracién intravenosa (Saiga et

al., 2003).

En los ultimos afios de han llevado a cabo estudios que describen la existencia de
péptidos con actividad anthipertensiva en otras fuentes alimentarias, como musculo de
cerdo y pollo, huevos, ajo, calamar, gelatina, higado, sake, vino, autolisados bacterianos,
hongos, etc. Sin embargo, la informacion sobre péptidos bioactivos generados a partir de

ellos es todavia limitada.
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3. JUSTIFICACION

El uso de proteinas vegetales en alimentacion humana ha aumentado
considerablemente en los ultimos afios tanto por razones econdmicas como
nutricionales. De ello que la obtencién de aislados proteicos de origen vegetal, pese a
que hoy en dia es un proceso bien establecido, tomen gran importancia por su alto aporte
nutricional asi como por la mejora de algunas propiedades funcionales en ciertos
alimentos. Sin embargo, su utilizacién a nivel comercial se encuentra practicamente
limitada debido a que presentan una baja solubilidad y son potencialmente alergénicos.
Por este motivo, la hidrélisis enzimética de estos aislados proteicos ha adquirido un gran
desarrollo en las dos ultimas décadas ya que se obtiene un producto con caracteristicas
nutricionales mejoradas y propiedades funcionales excelentes, ademds que se han
destruido compuestos no deseables como pueden ser inhibidores de proteasas y los
epitopos responsables de alergias. De este modo, la obtencién de péptidos bioactivos a
partir de las harinas desengrasadas de amaranto, quinoa y chia, pese a requerir de un
proceso mas extenso y costoso para su obtencidn, pretende ser una alternativa de
aprovechamiento de estos subproductos para que puedan ser empleados en la
elaboracion de alimentos funcionales, los cuales contaran con una notable actividad
antioxidante, antihipertensiva y antiinflamatoria, siendo una interesante opcion

comercial para las personas que presentan ciertas enfermedades cronicas asociadas.
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4. HIPOTESIS

Los hidrolizados proteicos obtenidos a partir de las harinas desengrasadas de
amaranto (Amaranthus hypochondriacus L.), quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) y
chia (Salvia hispanica L.), presentan actividad antioxidante y antihipertensiva, ademas
de buenas -caracteristicas tecnofuncionales, lo que los convierte en alternativas
agroalimentarias de interés para ser empleadas en la elaboracion de alimentos
funcionales que mejoren las caracteristicas nutricionales del producto asi como para el

tratamiento de enfermedades créonicas en humanos.
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5. OBJETIVO GENERAL DEL TRABAJO

Evaluar el uso de proteinas de origen vegetal (amaranto, quinoa y chia) y sus
hidrolizados proteicos como sustituto de derivados alimentarios con funcionalidad

especifica.

5.1 Objetivos especificos

a) Caracterizar fisicoquimicamente los productos proteicos vegetales.
b) Estandarizar los procesos de obtencion de aislados e hidrolizados proteicos.
¢) Caracterizar de manera funcional los hidrolizados proteicos.

d) Determinar la actividad biolégica de los hidrolizados proteicos.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Aparatos

6.1.1. Cromatografia liquida

Se utilizé un equipo de cromatografia liquida de separacion rdpida de proteinas
(FPLC: Fast Protein Liquid Chromatography) (Pharmacia Biotech.). El sistema FPLC
consta de un controlador LCC 500 PLUS, dos bombas P-500, monitor-detector (280 y
254 nm) de luz ultravioleta UV-M vy colector de fracciones LKB FRAC-200. El sistema
estd informatizado mediante el programa FPLC Director.

Por ultimo, se usé un sistema de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)
(Waters, Milford, MA, EEUU). El equipo de HPLC esta integrado por un controlador
600E, inyector automatico Wisp 712 y detector ultravioleta-visible modelo 484. La
adquisicion de datos y el procesado de los mismos se realizO mediante el programa
informético Millenium™ Login version 3.2. La temperatura de la columna se reguld con

un controlador de temperatura Julabo F10 (Seelbach, Alemania).

6.1.2. Microanalizador elemental

Las mediciones de nitrégeno se realizaron en un microanalizador LECO modelo
CHNS-932 (Leco Corporation, St. Joseph, MI, EEUU). El aparato consta de un sistema

con cuatro detectores individuales, tres de ellos con un sistema de deteccién por
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infrarrojos (C, H y S) y uno por termoconductividad diferencial para N, un PC interno
compatible con pantalla electroluminiscente sensible al tacto equipado con un software
de operacién interactivo CHNS y una balanza analitica micromuestra modelo M2P

(Sartorius, Gottingen, Alemania) conectada con el microanalizador.

6.1.3. Espectrofotémetro

Modelo DU-640 Spectrophotometer (Beckman Instruments, Fullerton, CA,

EEUU) equipado con ldmparas de tungsteno (visible) y deuterio (UV).

6.1.4. Centrifuga

Modelo RC5C de Sorvall Instruments (Wilmington, DE, EEUU) provista de

rotores SS-34 y GSA.

6.1.5 Otros aparatos

Liofilizador modelo Freeze Mobile 3 (Virtis, Gardiner, NY, EEUU),
cromatografo de gases con una columna capilar Supelco SP2380 de silice fundido
(Supelco, Bellefonte, PA, EEUU), rotavapor Eyela (Tokio Rikakikai CO. Ltd., Tokio,
Japon), estufa modelo 201 de la casa Selecta (Barcelona, Espafia), balanza de precision
(£ 0.1 mg) AJ100 (Mettler, Alemania), homogeneizador Omnimixer 17220 de Sorvall

Instruments y un lector de microplacas de fluorescencia (Thermo Electron).
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6.2. Materiales

6.2.1. Material vegetal

Las semillas de Amaranthus hypochondriacus L., Chenopodium quinoa Willd. y
Salvia hispanica L. fueron obtenidas de Grupo Xaxeni S. de R.L. de C.V. (San Martin
Tepetlixpan, Cuautitldn Izcalli, Estado de México, México) y de Vizana Nutrition
(Monclova, Coahuila, México). El peso de las semillas de Amaranthus hypochondriacus
L. fue de 93.480 + 2.257 mg/100 semillas con unas dimensiones de 0.914 + 0.54 mm de
ancho x 1.292 + 0.048 mm de diametro, para Chenopodium quinoa Willd. fue de
387.450 £ 5.013 mg/100 semillas con unas dimensiones de 1.315 + 0.153 mm de ancho
x 2.000 + 0.048 mm de diametro y para Salvia hispanica L. fue de 118.980 + 1.524
mg/100 semillas con unas dimensiones de 0.826 = 0.011 mm de ancho x 2.110 £ 0.098

mm de largo x 0.908 + 0.013 mm de diametro.

6.2.2. Patrones para la identificacion de proteinas (filtracion en gel)

Para la calibracion de la columna Superose 12 HR 10/30 (Pharmacia Biotech.) se
emplearon los siguientes patrones: azul dextrano (2000 kDa) (Pharmacia Biotech.),
catalasa (240 kDa) (Serva, Heidelberg, Alemania), albiumina de suero bovino (67 kDa),
ovoalbumina (43 kDa), ribonucleasa (13.7 kDa), citocromo C (12.5 kDa) (Pharmacia

Biotech.) y bacitracina (1.45 kDa) (Sigma Chemical Co.).
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6.2.3. Enzimas usadas en la determinacién del contenido de fibra

total

Solucion de o-amilasa termoestable (20000-60000 U/mL), solucién de

amiloglucosidasa (6 U/mg) y proteasa (Alcalasa 2.4 UA/g) de Sigma Chemical Co.

6.2.4. Enzimas usadas en la obtencion de hidrolizados proteicos para

la mejora de propiedades funcionales

La enzima usada fue Alcalasa® 2.4 L (Novo Nordisk, Bagsvaerd, Dinamarca)
que cumple con las especificaciones recomendadas por la FAO/OMS relativas a enzimas
de uso alimentario. La Alcalasa® 2.4 L es una endoproteasa, producida a partir de una
cepa de Bacillus licheniformis. Su principal componente enzimético es Substilisin A,
que muestra una actividad de 2.4 Unidades Anson/g de enzima, siendo definida la
Unidad Anson como la cantidad de enzima necesaria para digerir hemoglobina en
condiciones estdndar produciendo una cantidad de productos solubles en d&cido
tricloroacético que dan el mismo color con reactivo de Folin que un miliequivalente de
tirosina (Anson, 1938).

Otra enzima empleada fue Flavourzyme® 1000 MG (Novo Nordisk, Bagsvaerd,
Dinamarca) que cumple también con las especificaciones por la FAO/OMS relativas a
enzimas de uso alimentario. La Flavourzyme® 1000 MG es un complejo exoproteasa y
endoproteasa producida a partir de una cepa de Aspergillus oryzae. Esta enzima muestra

una actividad de una Unidad LAP/g de enzima (unidad de leucina aminopeptidasa),
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siendo definida la Unidad LAP como la cantidad de enzima que hidroliza un pmol de

leucina-p-nitroanilida por minuto.

Las caracteristicas fisicas de la enzima asi como actividad enzimatica respecto a

la condiciones de pH y temperatura son mostradas en la Tabla 4.

Tabla 4. Propiedades bioquimicas de las proteasas Alcalasa® 2.4 L. y Flavourzyme® 1000 MG.

Caracteristicas Alcalasa® 2.4 L Flavourzyme® 1000 MG
Tipo de accién epdopept,lglasa exopepthasa y
inespecifica endopeptidasa
Actividad enzimatica 2.4 UA/g de enzima 1 ULAP/g de enzima
Peso molecular (Da) 27300 . difiere
(complejo exo-endoproteasa)
Inhibidores enzimaticos DFP, PMSF DFP, PMSF
pH optimo de accion 8 7
T 6ptima de reaccion 50-60° C 50°C

Inactivacion enzimatica

pH8 85°C 10 min

pH7 85°C 10 min

Fuente: Novo Nordisk, Bagsvaerd, Dinamarca
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6.3. Métodos

6.3.1. Determinacion cuantitativa del contenido graso

Previamente, las semillas se molieron en un equipo Retsch GM 200 a 10000 rpm
durante 30 segundos y posteriormente se determind el contenido de humedad mediante
un analizador electrénico. El contenido total en lipidos fue determinado por el contenido
en aceite extraido de las semillas de Amaranthus hypochondriacus L., Chenopodium
quinoa Willd. y Salvia hispanica L. mediante hexano en un soxhlet durante 9 h y

expresado como porcentaje (%) en masa del producto (p/p).

6.3.2. Determinacion cuantitativa de la composicion de acidos grasos

El perfil de 4cidos grasos de la fraccion oleica fue determinado segtin el método
de Garcés y Mancha (1993). La determinacién de los dcidos grasos se realiz6 mediante
los ésteres metilicos de estos dcidos grasos. Para ello, 3 mL de heptano y 0.5 mL de
KOH/MeOH 2N fueron afiadidos a 50 mg de aceite de Amaranthus hypochondriacus L.,
Chenopodium quinoa Willd. y Salvia hispanica L., agitando fuertemente y esperando
para que se separaran las fases. Tras lo anterior, se tom6 1 pL de sobrenadante para
andlisis por cromatografia gaseosa. Como patrén interno se usoé el dcido heptadecanoico
(Ci7:0). El cromatégrafo de gases utilizado fue equipado con una columna capilar
Supelco SP2380 (30 m de longitud, 0.32 mm de didmetro interno y 0.2 pm de grosor de

fase) de silice fundido (Supelco, Bellefonte, PA, EEUU). El gas portador usado fue
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hidrégeno con una presién en cabeza de columna de 12 psi y un flujo de 1 ml/min,
empledndose nitrégeno como gas auxiliar. La temperatura del inyector y del detector fue
de 220° C y la del horno de 170° C. Los 4cidos grasos se identificaron por comparacién

con patrones estandar.

6.3.3. Determinacion cuantitativa de proteinas

De acuerdo con el método de Dumas (1831), el contenido proteico se determind

por analisis elemental como % N x 6.25 usando un analizador LECO CHNS-932.

6.3.4. Determinacion de cenizas y humedad

La humedad se calculd por diferencia de peso entre la muestra inicial y la
muestra seca a 110° C hasta peso constante. El contenido de cenizas se determind

también por gravimetria, incinerandose las muestras a 550° C durante 72 h.

6.3.5. Determinacion de polifenoles y azicares

Ambos ensayos se realizaron a partir del mismo extracto etandlico que se prepard
extrayendo las muestras (2 g) con etanol al 96 % en un soxhlet durante 16 h. El extracto
final se llevo a un volumen fijo de 100 mL.

Los azucares solubles se determinaron segiun Dubois ef al. (1956). Este método

se basa en la reaccion coloreada que tiene lugar entre los azucares, el fenol y el 4dcido
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sulfurico. Alicuotas del extracto etandlico (100 pL) se llevaron a 1 mL con agua,
afiadiéndose 1 mL de fenol al 5 % en agua y 5 mL de 4cido sulfirico (98.0% de pureza).
Se agitaron y dejaron enfriar a temperatura ambiente, midiéndose la absorbancia a 480
nm frente a un blanco. La determinacién cuantitativa se hizo mediante una recta de
calibracién preparada a partir de una solucién de 10.3 mg de glucosa por mL (Figura
11). El contenido en azicares solubles se refirié a las muestras extraidas en tanto por

ciento (p/p).
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Figura 11. Recta de calibracidn obtenida para la determinacidn cuantitativa de aziicares solubles.

El contenido en polifenoles de las muestras se determiné segun el procedimiento
de Moores et al. (1948) que cuantifica los polifenoles a partir de su absorbancia a 324
nm. La recta de calibracion se hizo usando una solucién patrén de dcido clorogénico con
una concentracion de 0.74 mg/mL (Figura 12). Los contenidos en polifenoles se

refirieron a las muestras extraidas en tanto por ciento (p/p).
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Figura 12. Recta de calibracion obtenida para la determinacién cuantitativa de polifenoles

6.3.6. Determinacion de fibra total

El contenido en fibra se determind segun Burkitt et al. (1974). Este método esta
basado en la digestion de las muestras por las enzimas a-amilasa termoestable, proteasa
y amiloglucosidasa, y posterior determinacion del residuo resultante por gravimetria.
Las muestras desengrasadas (1g) se agitaron en 40 mL de tamp6on MES 0.05 M, TRIS
0.05 M pH 8.2. Se anadi6é 50 pL de la solucion de o-amilasa termoestable e incub6 con
agitacion durante 15 minutos a 95-100° C. Se enfrié a 60° C y afiadi6 300 pL de una
solucion de Alcalasa® 2.4L, manteniéndola en agitacion continua a 60° C durante 30
minutos. Posteriormente se ajusté a pH 4.5 mediante HCI 0.5 N y se afiadieron 300 pL
de la solucién de amiloglucosidasa e incub6 con agitacion constante a 60° C durante 30
minutos. Una vez finalizada la digestion, a las muestras se les aiadié 225 mL de etanol

al 96% a 60° C, dejandose precipitar la muestra 1 h a temperatura ambiente. Se filtraron
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las muestras a través de filtros con un tamafio de poro de 0.45 um, lavando el retenido
con etanol 78%, etanol 96% y acetona. Al residuo, una vez secado en estufaa 110°C y
pesado, se le determiné el contenido en cenizas y proteinas. El porcentaje en fibra total
se calcul6 mediante la siguiente férmula:

Fibra (%)= Residuo (g) — Proteinas (g) — Cenizas (g) / Muestra (g) x 100

6.3.7. Determinacion cuantitativa de aminoacidos

Se llevo a cabo mediante el método publicado por Alaiz et al. (1992). Las
muestras (2-4 mg) se hidrolizaron con 4 mL de HCl 6 N y 200 pL de 4cido L-a-
aminobutirico a una concentracion de 21.2 mg/50 mL agua, a 110° C durante 24 h en
tubos con cierre y bajo atmodsfera de nitrégeno. Tras la hidrdlisis, las muestras se
llevaron a sequedad en el rotavapor y se redisolvieron con tampon borato sédico 1 M,
azida sédica 0.02 % pH 9.0, llevandolas a un volumen final de 25 mL. La derivatizacion
de los aminoécidos se hizo a 50° C durante 50 minutos con un exceso de
etoximetilenmalonato de dietilo (6 pL en 3 mL de la muestra). La separacion de los
aminoacidos se llevo a cabo mediante HPLC con una columna Nova Pack Cig 4 um de
fase inversa (Waters) de 300 x 3.9 mm, usdndose un sistema de gradiente binario con
acetato sédico 25 mM, azida sédica 0.02 % pH 6.0 (A) y acetonitrilo (B) como
disolventes y un horno a 50 °C. Se empleo un detector de absorbancia UV-Vis (280 nm)
y un volumen de inyeccion inicial de 20 pL. El flujo fue de 0.9 mL/min y se utiliz6 el
siguiente programa: tiempo 0-3 min gradiente lineal desde A:B (91:9) hasta A:B

(86:14); tiempo 3-13 min elucién con A:B (86:14); tiempo 13-30 min gradiente lineal

80



desde A:B (86:14) hasta A:B (69:31); tiempo 30-35 min elucién con A:B (69:31). Como
patrén interno se utilizé dcido D,L-a-aminobutirico, calculdndose el contenido de cada
aminodcido a partir de rectas de calibracién construidas para cada uno de ellos. Los
aminodcidos utilizados para hacer las rectas de calibracion se sometieron a las mismas
condiciones que las muestras para evitar los errores producidos por la pérdida de algunos

aminodcidos durante la hidrélisis dcida. Los resultados se expresaron en tanto por ciento

(p/p) (Figura 13).

D: Aspartico
E: Glutamico
0,404 T S: Serina
D K H: Histidina
T 0% G: Glicina
c T: Treonina
g 030 R: Arginina
N A: Alanina
& 0,25 P: Prolina
g Pl: Patrén interno
8 020] L Y: Tirosina
= NH,: Amoniaco
@ 015 V: Valina
g M: Metionina
0.10] C: Cisteina
’ I: Isoleucina
PI L: Leucina
0,051 Y F: Fenilalanina
M K: Lisina
0,004
T i T T i T T T T T T T T T T T T T T T

Tiempo (minutos)
Figura 13. Perfil cromatografico obtenido tras el andlisis de la composicién aminoacidica de BSA

mediante HPLC.

La determinacién del triptéfano se realizo por el método de Yust ef al. (2004).
Las muestras (15 mg) se hidrolizaron con 3 mL de NaOH 4 N a 110° C durante 4 h en
tubos con cierre y bajo atmdsfera de nitrégeno. Tras la hidrélisis, las muestras fueron
enfriadas en hielo y neutralizadas a pH 7 usando HCI 12 N. Posteriormente, fueron

diluidas hasta un volumen de 25 mL con tamp6n borato sédico 1 M pH 9. El analisis se
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llevé a cabo mediante HPLC con una columna Nova Pack Cig 4 um de fase inversa
(Waters) de 300 x 3.9 mm, usandose un sistema isocratico binario con acetato sédico 25
mM, azida sédica 0.02 % pH 6.0 (A) y acetonitrilo (B) como disolventes en relacion
91:9, siendo el flujo de 0.9 mL/min (detector de absorbancia UV-Vis; 280 nm; volumen
de inyeccion: 20 pL; temperatura del horno: 50°C). El contenido en triptéfano se

determind a partir de una recta de calibracion preparada con L-triptéfano (Figura 14).

y =0,7683x - 0,2812
R?=0,9975

Area x 10°
N

Triptofano (pg)

Figura 14. Recta de calibracion obtenida para la determinacién cuantitativa de

triptéfano.

6.3.8. Determinacion de propiedades funcionales

6.3.8.1. Solubilidad

Las muestras se disolvieron en H,Oq4 (5% p/v) ajustandose en un rango de pH de

2-12 con NaOH 1 N o HCI 1 N y se mantuvieron en agitacion durante 1 h a temperatura
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ambiente, centrifugdndose posteriormente a 11000 rpm durante 15 minutos. A los
sobrenadantes se les determind su contenido en proteinas por el método de Dumas
(1831) y los resultados se refirieron como porcentaje de proteina solubilizada respecto al

contenido de proteina total.

6.3.8.2. Absorcion de agua

Se determind de acuerdo al método descrito por Beuchat (1977) a temperatura
ambiente (25°C) con ligeras modificaciones. Se emplearon 0.5 g de muestra en 5 mL de
H,0q, ajustando el pH a 7 y agitando en un vortex hasta homogenizar la muestra. A
continuaciéon se centrifugo a 3000 rpm durante 30 minutos, y los resultados se

expresaron como porcentaje de agua retenida por gramo de muestra.

6.3.8.3. Absorcion de aceite

La absorcion de aceite se determiné de acuerdo al método descrito por Beuchat
(1977) a temperatura ambiente (25°C) con ligeras modificaciones. Se colocaron 0.5 g de
muestra en tubos de centrifuga de 15 mL, luego se afiadieron 5 mL de aceite de maiz y el
conjunto se agité en un vortex durante 1 minuto. Por dltimo se centrifugo a 3000 rpm
durante 30 minutos, expresando los resultados como porcentaje de aceite retenido por

gramo de muestra.
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6.3.8.4. Actividad y estabilidad emulsificante

Se determiné segin el método de Yasumatsu et al., (1992) con ligeras
modificaciones, para lo cual se mezcl6 0.5 g de muestra con 10 mL de H,Oq, agitando
durante 15 minutos. Luego, se ajusté el pH a 7 y se llevé el volumen a 15 mL con H,Oyq.
Posteriormente, se mezclaron partes iguales (15 mL) de esta solucién con aceite de maiz
en un homogenizador (OMNI GLH-01 International) por 5 minutos y centrifugado a
1300 rpm. La emulsion fue expresada en términos de porcentaje, como la altura de la

capa emulsificada con respecto al total del liquido.

6.3.8.5. Capacidad y estabilidad espumante

Se determino de acuerdo a lo indicado por Bencini (1986) con ligeras
modificaciones, para lo cual se mezclaron 0.5 g de muestra y 25 mL de H,Oq4 en un
homogenizador (OMNI GLH-O1 International) a 4000 rpm durante 3 minutos. La
espuma resultante se transfirié a un cilindro graduado de 50 mL para medir el volumen
de espuma inicial y final luego de 30 segundos. La capacidad espumante se expreso
como el porcentaje de aumento en volumen. La estabilidad espumante se determiné
midiendo el volumen de espuma que se mantiene tras 5, 10, 15, 30, 60 y 120 minutos en
reposo a temperatura ambiente y se expresé como tanto por ciento respecto al volumen

de la espuma inicial.
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6.3.8.6. Capacidad gelificante.

Se determind segin lo indicado por Chau y Cheung (1997) preparando
suspensiones de la muestra en agua destilada al 4, 8, 12, 13, 14, 16,18 y 20% (p/v). Los
tubos se colocaron en un bafio de agua a 100°C durante 1 hora y luego en un bafo de
hielo durante 1 hora. Los resultados se expresaron de forma cualitativa como la

presencia o no de la gelificacion.

6.3.8.7. Capacidad de hinchamiento

Se determiné segun Robertson et al., (2000) y Aguilera (2009). Se pesaron 100
mg de muestra en un cilindro graduado, luego se agregd agua destilada hasta 10 mL,
agitando suavemente para dispersar la muestra. Posteriormente, se dejé en reposo
durante 16 horas para lograr su hidratacion, midiendo el volumen final que ocupa la

muestra. Los resultados se expresan en mL/g de muestra.

6.3.9. Determinacion de pesos moleculares por cromatografia de

filtracion en gel

La estimacion de los pesos moleculares y la purificaciéon de fracciones peptidicas
de las proteinas y de los hidrolizados proteicos se realiz6 mediante cromatografia de

filtracion en gel de acuerdo a lo descrito por Lqari et al. (2005).

85



Para extractos crudos y proteinas de alto peso molecular, el andlisis de las
muestras se llevé a cabo en un sistema de FPLC equipado con una columna Superose 12
HR 10/30 con un rango de separaciéon de 300-1 kDa. La elucién se realizé con tampén
fosfato sédico 50 mM, NaCl 0.5 M, azida sédica 0.02 % y monitorizada a 280 nm,
siendo el flujo analitico de 0.4 mL/min.

Los pesos moleculares de las muestras para la columna Superose 12 HR se
determinaron mediante la utilizacion de patrones de peso molecular conocido (apartado
6.2.2 de materiales), obteniéndose una recta de calibrado que relaciona los volimenes de
elucion con el logaritmo de los pesos moleculares (Figura 15):

Ve/Vo =-0.5795 log PM + 4.6855 siendo Ve = volumen de elucion
Vo = Volumen de exclusién (6.08 mL).

Las muestras antes de ser inyectadas se filtraron por un tamafio de poro de
0.22 pm. El volumen inyectado de las muestras y la concentracion de las mismas fueron

200 uL y 2 mg de proteina por mL, respectivamente

3,00
2,80 A
2,60 -
2,40 A
2,20 A
2,00 ~
1,80 A
1,60 -
1,40 -
1,20 A
1,00 \ \ \ \ \

Ve/ Vo

y =-0.5795x + 4.6855
R?=0.9707

Log PM

Figura 15. Recta de calibracion obtenida para la determinacion de los pesos moleculares mediante la

columna de filtracién en gel Superose 12 HR.
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6.3.10. Comparacion de pesos moleculares por electroforesis en geles

de poliacrilamida

Con las muestras de harina, aislado e hidrolizado proteico obtenidas a partir de
amaranto, quinoa y chia, se desarrollaron geles de poliacrilamida con
dodecilhidrogenosulfato sédico (SDS-PAGE) para muestras con proteinas de peso
molecular intermedio y en estado desnaturalizado.

Las electroforesis SDS-PAGE se realizaron en geles de 0.75 mm de espesor cuya

composicion fue la siguiente:

Gel de concentracién 5 % T Gel de separacién 15 % T

Acrilamida/Bisacrilamida

30%T1.2%C 830 uL. 4500 pL.
TRIS-HCI 1.5 M pH 8.8 - 3000 pL
TRIS-HC1 0.5 M pH 6.8 613 uL -

SDS 10 % 50 uL 90 uL

H,O 3750 uL 1410 pLL
Persulfato amoénico 10 % (p/v) 30 uL 35 uL
TEMED 10 uL 15 uL

T = concentracion total de ambos mondmeros (acrilamida y bisacrilamida) y

C = grado de entrecruzamiento respecto a la concentracion total de T.
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La separacion de las proteinas se realizo a un voltaje constante de 60 V en el gel
de concentracién y a 120 V en el gel de separaciéon. El tampén electrolito empleado
estaba compuesto por TRIS 0.025 M, glicina 0.19 M, SDS 0.1 % pH 8.4. Una vez
terminada la electroforesis, las muestras fueron fijadas con una solucién compuesta por
acido acético 8 %, metanol 20 % y a continuacion teflidas en una solucién de Coomassie
Brilliant Blue G 250 al 0.25 % en acido acético 10 %, metanol 45 %. El destefiido de los
geles se realiz6 en una solucién de 4cido acético 7.5 %, metanol 20 %.

La determinacion de los pesos moleculares de las proteinas se realiz6 para cada
gel mediante rectas de calibracion en las que se representaron las movilidades relativas
de las proteinas frente a los logaritmos de sus pesos moleculares. Como patron se utiliz6
el marcador de bajo peso molecular Precision Plus Protein Dual Color Standards (10-

250 kDa) de la casa comercial Bio-Rad.

Las muestras para electroforesis SDS-PAGE se prepararon mezclandolas con
tampon de solubilizacion a pH 6.8 en proporcion 1:1 (v:v) cuya composicion se muestra

a continuacion:

TRIS-HCI 0.05M
EDTA 0.57 %
DTT 0.26 %
SDS 33 %
Sacarosa 20 %
Azul de bromofenol 0.008 %
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6.3.11. Obtencién de la harina desengrasada de Amaranthus

hypochondriacus L., Chenopodium quinoa Willd. y Salvia hispanica L.

Las semillas de Amaranthus hypochondriacus L., Chenopodium quinoa Willd. y
Salvia hispanica L. se trituraron en un equipo Retsch GM 200 (10000 rpm durante 30
segundos) y desengrasaron con hexano en un soxhlet durante 9 h. Una vez evaporado el
hexano, la harina desengrasada se molid nuevamente para conseguir un tamafo de

particula mds homogéneo siendo almacenada en recipientes herméticamente cerrados.

6.3.12. Determinacién del punto isoeléctrico de las proteinas de
Amaranthus hypochondriacus L., Chenopodium quinoa Willd. y Salvia

hispanica L.

Se extrajeron las proteinas de 10 g de harina durante 1 hora a temperatura
ambiente con 100 mL de una solucion acuosa de Na,SO3 0.25 % (p/v) ajustando el pH a
10.5 con NaOH 6 N. Tras centrifugar el extracto a 8500 rpm durante 25 minutos, y
recuperar el sobrenadante, al residuo se le volvieron a extraer las proteinas con 50 mL en
las mismas condiciones de la primera extraccion. De nuevo se centrifugd, reuniéndose
ambos sobrenadantes. Del sobrenadante total se tomaron alicuotas de 10 mL que,
ajustadas a distintos pHs desde 2 hasta 12 en intervalos de 2, se centrifugaron a 8500
rpm durante 25 minutos. Se recuperaron los sobrenadantes a los que se les midio el

contenido en nitrégeno. El pl de las proteinas se calcul6 a partir de una grafica en la que
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se representd el porcentaje de nitrégeno de los sobrenadantes (respecto al nitrégeno total

extraido) frente a las diferentes unidades de pH.

6.3.13. Obtencion de aislados proteicos de Amaranthus

hypochondriacus L., Chenopodium quinoa Willd. y Salvia hispanica L.

A partir de la harina se extrajeron las proteinas en una relacién 1:10 p/v con
Na,SO3; 0.25 % (p/v) en medio basico durante 60 minutos a temperatura ambiente
(Vioque et al., 1999). Después de centrifugar el extracto a 8500 rpm durante 25 minutos,
el sobrenadante se recuperd y el solido se extrajo de nuevo en relacion 1:5 p/v en las
mismas condiciones de la primera extraccion. Los distintos sobrenadantes, una vez
llevados a su punto isoeléctrico calculado (pI 4), se centrifugaron como se ha
mencionado anteriormente. Ambos precipitados se lavaron con agua destilada al mismo
pH con el que fueron obtenidos y se centrifugaron en las mismas condiciones
comentadas anteriormente para eliminar los restos de sales y de otros compuestos no
proteicos. Finalmente, las proteinas precipitadas fueron liofilizadas y almacenadas a

temperatura ambiente (Figura 16).
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HARINA
DESENGRASADA

a) 1:10 (p/v) NazS0; 0.25% (p/v)
1ra. Extraccion b) Temp. ambiente, pH basico (10.5), 60 agitacion
c) Centrifugacion 8500 rpm 25°

EXTRACTO 1
(SOBRENADANTE 1)

a) 1:5 (p/v) Na,S0, 0.25% (p/v)
b) Temp. ambiente, pH basico (10.5), 60 “agitacion
c) Centrifugacion 8500 rpm 25’

2da. Extraccion

EXTRACTO 2

RESIDUO (SOBRENADANTE 2)

a) pH4.0

ira. Precivitacion isoeléctri
ra. Precipitacion isoeléctrica b) Centrifugacion 8500 rpm 25

Drocioitado 1 EXTRACTO 3
recipitado (SOBRENADANTE 3)

a) pH4.0

2da. Precipitacion isoeléctrica b) Centrifugacion 8500 rpm 25

Lavado con H0
apH 4.0

S — EXTRACTO 4
recipitado (SOBRENADANTE 4)

Lavado con H,0
apH 4.0

Liofilizacion

Aislado Proteico

Figura 16. Proceso de obtencién de aislados proteicos a partir de la harina desengrasada de Amaranthus

hypochondriacus L., Chenopodium quinoa Willd. y Salvia hispanica L.



6.3.14. Hidrolisis de proteinas de Amaranthus hypochondriacus L.,

Chenopodium quinoa Willd. y Salvia hispanica L.

Las hidrdlisis se realizaron con el aislado proteico obtenido a pH 10.5.

Las distintas muestras proteicas fueron hidrolizadas en un reactor de hidrdlisis
con un volumen de 500 mL manteniéndose una agitacién magnética suave durante todo
el proceso hidrolitico. Después de ajustar la condiciones de ensayo de concentracién de
sustrato al 5%, pH 8 y 7 (pH 6ptimo de las enzimas Alcalasa® 2.4L y Flavorzima®
1000MG, y su relacién enzima sustrato 0.3 UA/g y 50 ULAP/g, respectivamente) a 50°
C (para evitar el crecimiento bacteriano), los derivados obtenidos de las distintas
proteasas fueron inactivados y centrifugados a 8000 rpm durante 15 minutos
recuperando el sobrenadante. Alicuotas de cada hidrélisis fueron tomadas a diferentes

tiempos calculdndose su grado de hidrodlisis.
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6.3.15. Determinacion del grado de hidrdlisis

El grado de hidrdlisis, definido como el porcentaje de enlaces peptidicos rotos
respecto al total (Adler-Nissen, 1979), se calculé a partir de las determinaciones de
grupos aminos libres que reaccionan con el acido trinitrobencenosulfénico (TNBS), de
acuerdo con la siguiente férmula:

GH (%) = (h/h,) x 100
siendo h: grupo de aminos libres procedentes del proceso hidrolitico

h¢: grupos aminos totales del aislado proteico, tras hidrdlisis total de la muestra.

Se prepara una solucién patrén de L-leucina para la recta de calibrado tomando 5
mg y aforando a 25 mL con SDS 1% en un matraz.

Se toman X pL de muestra (o de solucién patrén) y se completa hasta 125 pL con
SDS 1%. Después de eso se afiade 1 mL de tampdn fosfato sédico 0.2125 M pH 8.2 y 1
mL de TNBS 0.025%. Luego se incuba durante 1 hora a 50°C en un bafio de agua y
luego se aiiaden 2 mL de HC1 0.1 N, dejando reporsar en oscuridad durante 10 minutos a

temperatura ambiente. Finalmente se mide su absorbancia a 420 nm.
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6.3.16. Simulacion gastrointestinal in vitro de los péptidos obtenidos
de Amaranthus hypochondriacus L., Chenopodium quinoa Willd. y Salvia

hispanica L.

El ensayo de simulacién gastrointestinal estd basado en el método descrito por
Wang et al. (2008) con ligeras modificaciones. 400 mg de las fracciones proteicas y de
la harina desengrasada fueron resuspendidas en 7.2 mL de una solucién de NaCl 0.03
mol/L, ajustando el pH a 2.0, e incubando las suspensiones a 80°C durante 5 minutos,
para finalmente dejar que las muestras se atemperen. Posteriormente, se realizé una
digestion enzimdtica secuencial empleando pepsina porcina previamente disuelta en una
solucién de NaCl 0.03 mol/L pH 2.0. Esta fue afiadida en una relaciéon 1:40 (gramos de
enzima: gramos de fraccion proteica o enzima/harina) y la suspensién se agité a 37°C
durante 3 horas. Después de eso, se ajusté el pH a 7.5 y una mezcla de tripsina y
pancreatina (en una relacion 1:1) fue disuelta en una solucién de NaHCOs3 0.1 eqs/L, y
se afiadid a las muestras en una relacién 1:40 (gramos de enzima: gramos de fraccion
proteica o enzima/harina) llevandolas a agitacion a 37°C durante 3 horas. Por ultimo, la
reaccion se detuvo calentando las muestras a 100°C durante 10 minutos, para
posteriormente centrifugar a 14000 rpm a 4°C durante 10 minutos y recuperar los

sobrenadantes. Finalmente, se determina el grado de hidrolisis.
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6.3.17. Digestibilidad in vitro de las proteinas de Amaranthus
hypochondriacus L., Chenopodium quinoa Willd. y Salvia hispanica L. tras

su incubacion con proteasas digestivas

Con las muestras de harina desengrasada, aislado proteico e hidrolizado obtenido
de Amaranthus hypochondriacus L., Chenopodium quinoa Willd. y Salvia hispanica L.,
se toman 100 mg de cada una de ellas y se adicionan 7.5 mL de una disolucién de
pepsina 0.2 mg/mL preparada a partir de HC1 0.1 N. Se ajusta el pH a 2 y las muestras se
incuban a 37°C durante 2 horas. Después de eso, se neutralizan con NaOH y se afiaden
3.75 mL de una solucién de pancreatina 0.5 mg/mL preparada con tampén fosfato
sédico 0.2 M a pHS8 y se incuba durante 2 horas a 37°C. Después de la incubacién, se
adicionan 5 mL de &cido tricloroacetico al 10% (p/v) y se centrifuga a 10000 rpm
durante 20 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se recupera y se mide el
volumen y la cantidad de nitr6geno en el mismo por el método de Kjeldahl (emplear
preferiblemente 6 mL para la digestion). Los resultados de digestibilidad son expresados
en porcentaje y se obtienen mediante la siguiente férmula:

Digestibilidad = mg N solubles en el sobrenadante x 100 / mg N iniciales
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6.3.18. Determinacion de péptidos bioactivos

En el hidrolizado proteico de Amaranthus hypochondriacus L., Chenopodium
quinoa Willd. y Salvia hispanica L., se realizaron diversos ensayos in vitro para

determinar la presencia de péptidos bioactivos.

6.3.18.1. Péptidos con actividad antioxidante

6.3.18.1.1 Capacidad para secuestrar el radical DPPH

La evaluacion de la actividad antioxidante se llevé a cabo segitin el método de
Wu et al., (2003). El DPPH es un radical libre estable que presenta maxima absorbancia
a 517 nm disuelto en etanol. Cuando el DPPH encuentra una sustancia donadora de
protones, como un antioxidante, el radical puede ser secuestrado y, asi, disminuye la
absorbancia.

Para ello, 0.5 mL de muestra fueron anadidos a 0.5 mL de DPPH 0.1 mM en
etanol 96%. La mezcla se agita e incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente en
oscuridad. Como referencia se utiliza un blanco con agua, como control negativo una
soluciéon compuesta por 0.5 mL de agua y 0.5 mL de DPPH 0.1 mM y como control
positivo una solucién de 0.5 mL de 2,6-di-tert-butil-4-metil-fenol (BHT) disuelta en
etanol 96 % (1 mg/mL) y 0.5 mL de DPPH 0.1 mM. Se mide la absorbancia a 517 nm en
una cubeta de vidrio. Los ensayos se refirieron en % captacion de DPPH ([Abs blanco —

Abs muestra] x 100/ Abs blanco).
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6.3.18.1.2 Decoloracion del 8-caroteno

La evaluacién de la actividad antioxidante se llevd a cabo segtn el método de
Miller (1971). El ensayo se basa en determinar la decoloracién que sufre el B-caroteno
por la accién de los productos de oxidacion del 4cido linoleico.

Para ello, 1 mL de una disolucién 0.2 mg/mL de B-caroteno en cloroformo se
afiade a una mezcla de 20 mg de 4cido linoleico y 200 mg de Tween 20. A continuacion,
el cloroformo es eliminado en el rotavapor y se adicionan 50 mL de agua rica en
oxigeno obtenida burbujeando oxigeno durante 15 minutos. Alicuotas de 250 pL de esta
mezcla se afiaden a microplacas de 96 pocillos que contienen 10 pL de las muestras cuya
actividad antioxidante quiere ensayarse. Como referencia se utiliza un blanco con agua y
como control positivo una solucion de 2,6-di-ferz-butil-4-metil-fenol (BHT) disuelta en
etanol 96 % (0.1 mg/mL). Se mide la absorbancia a 470 nm y 45°C a tiempos de 0, 30,
60, 90 y 120 minutos en lector de microplacas, para ir siguiendo la decoloracién del B-
caroteno. Una medida de la absorbancia a t = 0, que se tom6 como referencia, se realiza
inmediatamente después de afiadir la emulsion a la solucion antioxidante. Los ensayos se
refirieron en % indice de proteccion ([Absizg — Absi=n] x 100/ Abs) frente al tiempo

(min).
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6.3.18.1.3 Determinacion del poder reductor

La evaluacién de la actividad antioxidante se llevd a cabo segin el método de
Oyaizu (1986). El ensayo se basa en determinar el aumento de absorbancia a 700 nm
que sufre el ferricianuro en presencia de un antioxidante, el cual lo reduce a

ferrocianuro, que al reaccionar con Fe3+ forma ferrocianuro ferrico (color verde).

Para ello, 100 pL. de muestra se afiaden a una mezcla de 250 pL de tampén
fosfato 0.2 M pH 6.6 y 250 pL K3Fe(CN)g al 1%. Se incuba la solucién a 50 °C durante
20 minutos y luego se afiaden 250 pL de dcido tricloroacetico al 10%. A continuacidn,
se centrifuga a 4000 rpm durante 10 minutos. Posteriormente, se toman 500 pL de la
capa superior y se vierten en un microtubo que contiene 500 uL. de HO4 y 100 pL de
FeCls al 0.1%. Se deja reposar la muestra a temperatura ambiente durante 10 minutos
hasta que se desarrolle el color y se mide absorbancia a 700 nm. Como referencia se
utiliza un blanco con agua, como control negativo se sustituye la muestra por 100 uL de
H,04 y como control positivo se sustituye la muestra por 100 uL de una solucién de

BHT disuelta en etanol 96% (0.1 mg/mL).
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6.3.18.2. Péptidos inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina

La actividad inhibidora de las distintas muestras se ensay6 siguiendo el método
de Sentandreu y Toldra (2006). La actividad de la enzima convertidora de angiotensina
(ECA) fue ensayada siguiendo el incremento de absorbancia a 420 nm que acompaiia a
la hidrdlisis del sustrato sintético o-aminobenzoylglycyl-p-nitro-L-phenylalanyl-L-
proline (Abz-Gly-Phe(NO;)-Pro).

- Ensayos de actividad de la enzima convertidora de angiotensina: este protocolo
describe un ensayo fluorescente para medir la actividad de la enzima convertidora de
angiotensina (ECA) con alta precision y sensibilidad. El método se basa en la capacidad
de ECA para hidrolizar el sustrato fluorescente inmovilizado intramolecularmente (Abz-
Gly-Phe(NO,)-Pro). La generacion del producto fluorescente o-aminobenzoilglicina
puede monitorearse continuamente.

Primeramente, se realiza una solucién stock de ECA de pulmoén de conejo (A-
6778 Sigma) resuspendiendo en glicerol al 50 % con 1 mL de Buffer A (Buffer Tris-
Base 300 mM pH 8.3 con 2 uM ZnCl,) para tener una concentracién de una unidad/mL.
Posteriormente, se diluye la solucion stock de ECA con Buffer B (Buffer Tris-Base 150
mM pH 8.3) en una relacion 1:24 (ECA:tampon). Se debe de preparar fresca el dia del
ensayo y esto representaria una concentracion de 0.04 U/mL, lo que tendria una
actividad enzimadtica de =3 mU/mL. Ademads, se prepara una solucién de trabajo del
sustrato en Buffer C (Buffer Tris-Base 150 mM pH 8.3 con NaCl 1.125 M) la cual tenga
una concentracion de 0.45 mM. De igual forma, esta solucion debe prepararse fresca el

dia del ensayo y evitar el contacto con la luz. El ensayo se llevo a cabo en un lector de
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microplacas de fluorescencia Fluoroskan Ascent (Thermo Electron) con una longitud de

excitacion y emision de 355 y 420 nm, respectivamente, bajo el siguiente procedimiento:

Blanco Control B muestra Muestra
40 pL Tamp6n B ECA Tampén B ECA
40 uL Agua Agua Muestra Muestra
160 puL Sustrato Sustrato Sustrato Sustrato

La mezcla se incubd a 37° C durante 60 minutos, realizando lecturas con
intervalos de 15 minutos entre cada una de ellas. Los ensayos de inhibicion enzimatica

se expresaron como % de inhibicion respecto a la actividad total de ECA.

6.3.19. Analisis estadistico

Las variables observadas fueron sometidas a un Analisis de Varianza Simple
empleando el software estadistico IBM SPSS Statistics 20®. Las comparaciones
estadisticas de los valores promedio de las variables cuantificadas para cada experimento
fueron realizadas empleando una prueba de Comparacion Multiple de Medias de Tukey
(P < 0.05; Zar, 1996). El diseno experimental fue completamente aleatorio con tres

repeticiones.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Caracterizacion quimica de la harina desengrasada de Amaranthus

hypochondriacus L., Chenopodium quinoa Willd. y Salvia hispanica L.

Los resultados obtenidos de la caracterizacion fisicoquimica de la harina de
Amanranthus hypochondriacus L. antes y después del proceso de desengrasado se
muestran en la Tabla 5. Posterior a la extraccién de aceite, el contenido proteico de la
harina ha sido 15.02%, el cual oscila dentro de los valores reportados por Huerta-
Ocampo y Barba de la Rosa (2012), quienes mencionan un contenido que va del 13 al

18% de proteina para distintas especies de amaranto.

Tabla 5. Caracterizacion fisicoquimica de la harina desengrasada de Amaranthus hypochondriacus L.

Analisis Harina desiﬁl;::a da
Humedad (%) 7.63 +0.092 9.19 + 0.085
Grasa (%) 5.18+0.114 0.25 +0.025
Fibra (%) 9.30 +0.563 11.95 + 0.022
Cenizas (%) 20.63 + 0.097 8.64 +0.448
Proteinas (%) 12.91 + 0.815 15.02 + 0.186
Azucares solubles (%) 1.49 + 0.001 1.66 + 0.001
Polifenoles (%) 0.007 + 0.001 0.009 + 0.001
*QOtros 42.853 +0.000 53.281 + 0.000

Los resultados estan expresados como la media + la desviacién estdndar de

tres experimentos independientes

*Otros: principalmente almidén y pectinas



La composicién aminoacidica de la fraccion proteica de la harina antes y después
de la extracciéon de aceite de A. hypochondriacus L. (Tabla 6) presenta un perfil
equilibrado en la mayoria de los aminodcidos esenciales, e incluso estos valores son
ligeramente superiores a los descritos por otros autores en esta misma especie (Juan et
al., 2007). De este modo, la calidad nutricional de las proteinas de las harinas de
especies de Amaranthus, ha sido comparada con la proteina de otros vegetales como el
trigo, el arroz, la avena y el maiz, presentando inclusive valores superiores a estos
(Grobelnik Mlakar et al., 2009). Esto representa un 4rea de oportunidad para la

obtencion de productos proteicos de alto valor afiadido a partir de este subproducto.

Tabla 6. Composicion aminoacidica de la harina desengrasada de Amaranthus hypochondriacus L.

Aminoacidos Harina desgiz:::ada FAO, 1985
(mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g)

Asp + Asn 8.166 + 0.023 8.749 + 0.118

Glu + GIn 17.189 + 0.093 17.279 + 0.028

Serina 7.563 + 0.207 7.527+0.172

Histidina 3.072 + 0.018 3.318 + 0.003 1.9

Glicina 9.355 +0.109 8.456 + 0.095

Treonina 4.564 + 0.065 4.273 + 0.059 34

Arginina 9.636 + 0.086 9.146 + 0.097

Alanina 4.251 +0.044 4.047 + 0.094

Prolina 0.312+0.018 2.013 +0.001

Tirosina 6.837 +0.185 6.498 + 0.169

Valina 4.073 + 0.040 3.866 + 0.078 3.5

Metionina 0.882 + 0.001 1.204 + 0.001 2.5%

Cisteina 2.286 + 0.044 2.286 + 0.059

Isoleucina 3.756 + 0.034 3.512 + 0.053 2.8

Leucina 6.867 + 0.079 6.302 + 0.107 6.6

Fenilalanina 4.978 + 0.066 4.578 + 0.069 6.3°

Lisina 6.764 + 0.048 6.274 +0.110 5.8

a: Metionina + Cisteina

b: Fenilalanina + Tirosina
Los resultados (mg/100 g) estdn expresados como la media + la desviacion estdndar
de tres experimentos independientes

102



El componente mayoritario de las harinas de A. hypochondriacus L. se atribuye a
la fraccién de hidratos de carbono con un 53.28%, correspondiente principalmente a
almidén y pectinas. Estos valores son ligeramente superiores a los reportados por
Ogrodowska et al. (2014) para especies del mismo género con un 49.5%, pero
inferiores de acuerdo con otros autores para la misma especie con un 67.9% (Grobelnik
Milakar et al., 2009). Por otra parte, se ha determinado el contenido de azucares solubles
con un 1.66% del total, siendo de suma importancia la reduccién de este componente
debido a que las denominadas reacciones de Maillard pueden disminuir la digestibilidad
de las proteinas, asi como la cantidad de lisina disponible, entre otros aminodcidos
(Badui, 2006).

La fibra de la harina de A. hypochondriacus L. se encuentra en un porcentaje
aproximado al 12% y es superior al observado por otros autores para la especie
(Grobelnik Mlakar et al., 2009) y para el género (Akubugwo et al., 2007). Schnetzler
y Breene (1994) describieron que la semilla oscura de amaranto contiene el doble de
fibra dietética en comparacion a la semilla palida (16 y 8%, respectivamente), mientras
que la tasa de fibra soluble es menor (18 respecto a 40%). Aunque en el presente estudio
no se le puede atribuir del todo estos resultados a la coloracion de la semilla, resulta
interesante la forma en la que estd se puede relacionar con el contenido de fibra y las
implicaciones que conllevaria para la seleccién de la misma en futuras investigaciones.

El componente minoritario presente en la harina desengrasada de A.
hypochondriacus L. son los polifenoles con un valor de 0.009%. De acuerdo a lo
reportado por Lopez-Mejia et al. (2014), mediante una extraccién con Etanol al 100%
se obtienen (.18 equivalentes de &acido gédlico (EAG)/g materia seca. Este valor

representado en porcentaje no difiere respecto al resultado obtenido pese a que se
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determino por una metodologia distinta. Barba de la Rosa et al. (2009) identificaron y
cuantificaron tres polifenoles (rutina, isoquecitrina y nicotiflorin) en cuatro variedades
de harina de A. hypochondriacus L., los cuales tienen potenciales benéficos en la salud
humana. Se ha demostrado que los compuestos fendlicos tienen actividad antioxidante,
siendo correlacionada estd con la presencia de rutina, 4cido vanilico, dcido ferulico y
quercetina en muestras de vino de arroz (Que et al., 2006).

El contenido en materia grasa de la semilla de A. hypochondriacus L. en la harina
fue de 5.18%), el cual es ligeramente inferior al reportado por otros autores para la misma
especie (Grobelnik Mlakar et al., 2009) y similar para otras especies del género
(Palombini et al., 2013). A pesar de que la semilla de A. hypochondriacus L. no es
considerada oleaginosa, ha sido identificada como uno de los nuevos cultivos que
pueden considerarse una rica fuente de escualeno (Lehmann, 1996; Budin, ef al., 1996;
Sun, et al., 1997). Por otra parte, tras el proceso de desengrasado se ha conseguido una
harina con un 0.25% de grasa residual, siendo de gran relevancia tal reduccion debido al
papel que ejercen las grasas en la estabilidad y conservacion de los alimentos.

El contenido en los acidos grasos saturados mayoritarios, dcido palmitico (Cie.0)
y 4cido estedrico (Cis.0), representa cerca del 22% de la grasa total (18.78 y 3.59%,
respectivamente) (Tabla 7). Estos valores son ligeramente inferiores a lo reportado por
Jahaniaval et al., (2000) sobre el contenido de 4cidos grasos saturados para la misma
especie, asi como ligeramente superiores a los descritos por Palombini et al. (2013) para
el mismo género (Tabla 8), y para otros aceites comestibles de acuerdo con Gunstone et

al. (2007).
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Tabla 7. Composicion de dcidos grasos de Amaranthus hypochondriacus L.

>

b S R R S

. Palmitico

. Palmitoleico
. Estedrico

. Oleico

. Linoleico

. Linolénico

. Araquidico

. Gadoleico

. Behénico

A.

Erdcico

(Ci60)
(Ci61)
(Cis0)
(Cis1)
(Cis2)
(Cis3)
(C200)
(Ca0:1)
(Cx20)
(Cx2:1)

18.78 + 0.1
0.34+0.0
3.59+0.2

2597 +0.1

42.69 +0.2
0.96 +0.1
0.76 £ 0.0
0.25+0.0
0.38 +0.1
0.00+0.0

Los resultados (mg/100 g) estdn expresados como la media + la
desviacion estdndar de tres experimentos independientes

Tabla 8. Composicién de 4cidos grasos de Amaranthus hypochondriacus L.y de los principales aceites

vegetales comestibles (Gunstone et al., 2007)

A. hypochondriacus L. Girasol Oliva Palma Soya
A. Palmitico (Ci60) 18.78 + 0.1 56-7.6 7.5-20.0 40.1-475 8.0-13.3
A. Palmitoleico  (Cig,1) 0.34+0.0 0.0-0.3 0.3-35 0.0-0.6 0.0-0.2
A. Estedrico (Cis0) 359+0.2 2.7-6.5 0.5-5.0 35-6.0 24-54
A. Oleico (Cis.1) 2597+0.1 14.0-394 55.0-83.0 36.0-440 17.7-26.1
A. Linoleico (Cis) 42.69+0.2 483-74.0 35-21.0 6.5-12.0 49.8-57.1
A. Linolénico (Cig:3) 0.96 + 0.1 0.0-0.2 <15 0.0-0.5 5.5-95
A. Araquidico (Coo0) 0.76 + 0.0 02-04 <0.8 0.0-1.0 0.1-0.6
A. Gadoleico (Cooi1) 0.25+0.0 0.0-0.2 n.d. n.d. 0.0-0.3
A. Behénico (Coz0) 0.38 + 0.01 05-1.3 <0.2 n.d. 0.3-0.7
A. Erdcico (Coz1) 0.00 +0.0 0.0-0.2 n.d. n.d. 0.0-0.3

Los resultados (mg/100 g) estdn expresados en porcentaje (%) como la media + la desviacion estdndar
n.d.: no detectado
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El contenido en &4cidos grasos poliinsaturados estd determinado por el alto
contenido en 4cido linoleico con un 42.69%, caracteristico de los pseudocereales en los
cuales sus semillas y aceites son mds ricos en omega 6, y por el bajo contenido en dcido
linolenico con un 0.96%. Jahaniaval ef al., (2000) describe valores muy similares para
la misma especie, donde el contenido de acido linoleico oscila de 39.4 a 49.1%, mientras
que el 4cido linolenico de 0.65 a 0.93%. Existe una relacion inversa entre el contenido
en 4cido linoleico y 4cido linolénico ya que se ha comprobado que el dcido linoleico y
otros acidos grasos omega 6 compiten con los omega 3 para formar parte de las
membranas celulares. Otro factor de interés es que sus semillas practicamente no tienen
factores antinutricionales tan frecuentes como en las leguminosas. En lo que respecta al
contenido de 4cidos grasos monoinsaturados, el 4cido oleico es ligeramente superior a lo
descrito por algunos autores para la misma especie (Jahaniaval et al., 2000) e inferior
para otras especies del mismo género (Palombini et al., 2013).

En lo que respecta a la harina de Chenopodium quinoa Willd., los resultados
obtenidos de la caracterizacion fisicoquimica antes y después del proceso de
desengrasado se muestran en la Tabla 9. Tras la extraccion de aceite, el contenido
proteico de la harina ha sido 18.64%, el cual es ligeramente superior a lo observado por
otros autores, quienes reportan valores que oscilan entre el 11 y el 17% para la misma
especie (Abugoch et al., 2008; Repo y Serna, 2011; Vega-Galvez et al., 2010), asi
como para seis ecotipos en distintas dreas geogréaficas de Chile (Miranda, et al., 2012).
Este alto contenido proteico resalta la importancia del aprovechamiento de este

subproducto para la obtencion de aislados e hidrolizados proteicos.
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Tabla 9. Caracterizacion fisicoquimica de la harina desengrasada de Chenopodium quinoa Willd.

Analisis Harina desg:gli::a da
Humedad (%) 12.37 + 0.04 9.82 +0.02
Grasa (%) 5.78 +0.21 3.00+0.14
Fibra (%) 8.40 + 0.06 7.13+0.19
Cenizas (%) 5.44 +0.08 5.11 +0.10
Proteinas (%) 16.55 + 0.03 18.64 + 0.17
Azucares solubles (%) 1.02 + 0.00 1.28 + 0.00
Polifenoles (%) 0.009 + 0.00 0.024 + 0.00
*Qtros 50.4310 + 0.00 54.9960 + 0.00

Los resultados estan expresados como la media + la desviacidn estandar de
tres experimentos independientes
*Otros: principalmente almidén y pectinas

El perfil aminoacidico de la fraccion proteica de la harina antes y después de la
extraccion de aceite de C. quinoa Willd. (Tabla 10) presenta una composicion
equilibrada en la mayoria de los aminodcidos esenciales, incluyendo la lisina, siendo
estos valores similares a los descritos por otros autores en esta misma especie (Koziol,
1992; Dini et al., 1992; Repo-Carrasco et al., 2003; Wright et al., 2002; Gonzalez et
al., 1989). Por ello, la calidad nutricional de las proteinas de la harina de C. quinoa
Willd., ha sido comparada con la de otros vegetales como el trigo, la avena, el centeno,
la cebada y el maiz, presentando valores superiores a estos (Valencia-Chamorro,

2003).
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Tabla 10. Composiciéon aminoacidica de la harina desengrasada de Chenopodium quinoa Willd.

Aminoacidos Harina desg:g:::ada FAO, 1985
(mg/100 g) (o100 &) (mg/100 g)

Asp + Asn 7.782 + 0.097 8.298 +0.219

Glu + GIn 15.585 + 0.000 16.108 + 0.072

Serina 5.435+0.121 5.519 + 0.049

Histidina 3.354 +0.113 3.378 + 0.046 1.9

Glicina 6.254 + 0.288 6.665 + 0.031

Treonina 4706 + 0.178 4.487 + 0.049 34

Arginina 10.323 + 0.231 10.173 + 0.060

Alanina 4.389 + 0.038 4.994 + 0.050

Prolina 4.452 +0.019 1.349 + 0.000

Tirosina 7.629 +0.176 6.381 +0.104

Valina 6.102 + 0.254 5.232 + 0.000 3.5

Metionina 1.362 + 0.031 1.412 + 0.087 2.5°

Cisteina 1.269 + 0.032 1.520 + 0.040

Isoleucina 4.118 +0.084 4.195+0.051 2.8

Leucina 7.761 + 0.091 7.841 + 0.090 6.6

Fenilalanina 5.143 + 0.090 5.102 + 0.125 6.3°

Lisina 6.445 + 0.096 6.588 + 0.071 5.8

a: Metionina + Cisteina
b: Fenilalanina + Tirosina

Los resultados (mg/100 g) estdn expresados como la media + la desviacién estdndar
de tres experimentos independientes

El componente mayoritario de la harina desengrasada de C. quinoa Willd. son los
hidratos de carbono con un porcentaje de 54.99%, el cual es inferior a lo descrito por
Repo y Serna, (2011) para distintas variedades de esta especie. Estas diferencias pueden
atribuirse a la metodologia empleada, puesto que Ruales y Nair, (1994) mencionan que
el almidén de la quinoa se encuentra embebido en una matriz proteica, la cual reduce la
velocidad de hidrélisis enzimética del almidén y, por tanto, es necesario un tratamiento
con enzimas proteoliticas previo a la hidrélisis con a-amilasa, para la determinacién no
solo de su cantidad, sino también de su disponibilidad. En lo que respecta al contenido
de azucares solubles, esta presenta un 1.28% del total, valor de suma importancia puesto

que un alto contenido de este podria modificar las propiedades funcionales de las
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proteinas, asi como ejercer un efecto negativo en la disponibilidad de ciertos
aminoacidos (Badui, 2006).

La fibra de la harina de C. quinoa Willd. se encuentra en un porcentaje
aproximado al 7% vy es ligeramente superior a lo observado por otros autores para la
misma especie (Repo y Serna, 2011; Koziol, 1992; Dini et al., 1992; De Bruin, 1963).
De acuerdo con Gualberto et al., (1997) que describe el efecto del proceso de coccién y
extrusion sobre el contenido de fibra dietética insoluble respecto a la soluble, estas
ligeras diferencias pueden atribuirse a que la exposicion a una alta temperatura causa la
rotura de enlaces quimicos creando particulas mds pequefas las cuales son mas solubles,
ocasionando por tanto una transformacion de algunos componentes de fibra insolubles
en fibra solubles durante dichos procesos.

Con aproximadamente un 0.024%, el componente minoritario presente en la
harina desengrasada de C. quinoa Willd. son los polifenoles. Estos resultados son
similares a los descritos por otros autores para la misma especie (Palombini et al., 2013)
y para diferentes variedades de la misma (Repo y Serna, 2011). De acuerdo con lo
observado por Dewanto, Wu y Hai Liu (2002), el contenido de compuestos fendlicos
totales aumentan durante el proceso térmico, tal y como se describi6 con la fibra. Estos
investigadores han demostrado que el aumento de la actividad antioxidante total se
relaciona con el aumento de los compuestos fendlicos solubles liberados durante el
proceso térmico, siendo que los compuestos fendlicos en los cereales se pueden
encontrar libres, esterificados o unidos en formas insolubles.

El contenido en materia grasa de la semilla de C. quinoa Willd. fue de 5.78%, el
cual es ligeramente inferior al reportado por otros autores para la misma especie (Repo y

Serna, 2011; Miranda, et al., 2012; Koziol, 1992; Dini et al., 1992; De Bruin, 1963;
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Wright et al., 2002). Pese a no ser considerada como una semilla oleaginosa, su

contenido de aceite se encuentra por encima del de algunos cereales. Tras el proceso de

extraccion de aceite se ha conseguido una harina con un 3% de grasa residual, siendo de

suma importancia este valor puesto que un alto contenido puede ejercer un efecto

negativo en la estabilidad de la misma.

El contenido mayoritario de dcidos grasos saturados, el 4cido palmitico (Cie.0) y

el dcido estedrico (Cis.), representa cerca del 10% de la grasa total (9.50 y 0.73%,

respectivamente) (Tabla 11). Estos valores son ligeramente superiores a lo reportado

por Palombini et al. (2013) sobre el contenido de dcidos grasos saturados para la misma

especie (Tabla 12), asi como para otros aceites comestibles (Gunstone et al., 2007).

Tabla 11. Composicién de dcidos grasos de Chenopodium quinoa Willd.

P S e A

. Palmitico

. Palmitoleico
. Estedrico

. Oleico

. Linoleico

. Linolénico

. Araquidico

. Gadoleico

. Behénico

A.

Erdcico

(Ci60)
(Cie:1)
(Cis0)
(Cis)
(Cis2)
(Cis:3)
(Ca0:0)
(Ca0:1)
(Ca20)
(Ca2:1)

9.50 + 0.0
0.00+0.0
0.73+0.2
21.66 + 0.0
48.60 + 0.1
6.54 +0.0
0.36 +0.0
1.33 +0.1
0.51 +0.01
0.00+0.0

Los resultados (mg/100 g) estdn expresados como la media * la
desviacién estdndar de tres experimentos independientes
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Tabla 12. Composicion de acidos grasos de Chenopodium quinoa Willd. y de los principales aceites

vegetales comestibles (Gunstone et al., 2007)

C. quinoa Willd. Girasol Oliva Palma Soya
A. Palmitico (Cie0) 9.50+0.0 56-7.6 7.5-20.0 40.1-47.5 8.0-13.3
A. Palmitoleico  (Cye.1) 0.00 +0.0 0.0-0.3 0.3-35 0.0-0.6 0.0-0.2
A. Estearico (Cis0) 0.73+0.2 2.7-6.5 0.5-5.0 35-6.0 24-54
A. Oleico (Cis.1) 21.66+00 14.0-394 55.0-83.0 36.0-440 17.7-26.1
A. Linoleico (Cis2) 48.60+0.1 48.3-74.0 35-21.0 6.5-12.0 49.8-57.1
A. Linolénico (Cis3) 6.54 + 0.0 0.0-0.2 <15 0.0-0.5 55-95
A. Araquidico (Cao0) 0.36 + 0.0 02-04 <0.8 0.0-1.0 0.1-0.6
A. Gadoleico (Cao.1) 1.33+0.1 0.0-0.2 n.d. n.d. 0.0-0.3
A. Behénico (Cazo) 0.51 +0.01 05-1.3 <02 n.d. 0.3-0.7
A. Erdcico (Caz1) 0.00 + 0.0 0.0-0.2 n.d. n.d. 0.0-0.3

Los resultados (mg/100 g) estan expresados en porcentaje (%) como la media + la desviacion estandar

n.d.: no detectado

El contenido en 4cidos grasos insaturados (fraccion nutritiva y de alta calidad,

basado en el hecho de que tiene un alto grado de insaturacion, con un indice de 3.9 a 4.7)

esta determinado por el alto contenido en acido linoleico con un 48.60%, seguido por el

acido oleico con un 21.66%, y por un bajo contenido en acido linolénico con un 6.54%.

Estos valores son bastante similares a los reportados por distintos autores para la misma

especie (Koziol, 1992; Repo-Carrasco et al., 2003; Ruales y Nair, 1994; Palombini e?

al., 2013), quienes describen con un 48-53%, 22-29% y 4-8%, el contenido en acido

linoleico, oleico y linolénico, respectivamente. El acido linoleico (Cis,) es uno de los

acidos grasos poliinsaturados mas abundantes identificados en esta especie. Ademas,

todos los &dcidos grasos presentes en la quinoa se encuentran bien protegidos por la

presencia de la vitamina E, la cual actiia como un antioxidante natural (Ng, et al., 2007).
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Los resultados de la caracterizacién fisicoquimica de la harina de Salvia
hispanica L. antes y después del proceso de desengrasado se muestran en la Tabla 13.
Tras la extraccion de aceite, el contenido proteico de la harina fue 31.76%, el cual es
superior a los reportes realizados por otros autores para la especie, quienes mencionan
valores que van del 21 al 25% de proteina (Marineli et al., 2014; Segura-Campos et

al., 2014; Sargi et al., 2013).

Tabla 13. Caracterizacion fisicoquimica de la harina desengrasada de

Salvia hispanica L.

Analisis Harina desiﬁgli::a da
Humedad (%) 5.99 +0.02 1.32 +0.03
Grasa (%) 37.82 +0.09 5.1+0.15
Fibra (%) 25.40 +0.01 49.39 + 0.46
Cenizas (%) 5.24 +0.04 7.22 4+ 0.08
Proteinas (%) 19.64 + 0.05 31.76 + 0.09
Azucares solubles (%) 5.86 + 0.01 5.12 +0.05
Polifenoles (%) 0.0167 + 0.01 0.0399 + 0.01
*QOtros 0.0333 + 0.00 0.0501 + 0.00

Los resultados estdn expresados como la media + la desviacion estandar de
tres experimentos independientes
*QOtros: principalmente almidén y pectinas

El perfil de aminodcidos de la fraccion proteica de la harina antes y después de la
extraccion de aceite de S. hispanica L. (Tabla 14) presenta una composicion equilibrada
en la mayoria de los aminodcidos esenciales, incluyendo a la lisina. Estos valores son
bastante similares a los descritos por otros autores en esta misma especie (Melo-Ruiz ef

al., 2016; Nitrayova et al., 2014). Por consiguiente, la calidad nutricional de las
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proteinas de la harina de Salvia hispanica L., pudiera compararse con la de otros
vegetales como el trigo, el arroz y el maiz (Koziol, 1992), y ser el predmbulo para el
aprovechamiento de este subproducto con la finalidad de obtener productos proteicos de

alto valor afiadido.

Tabla 14. Composiciéon aminoacidica de la harina desengrasada de Salvia hispanica L.

Harina

Aminoacidos Harina desengrasada FAQ, 1985
(mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g)

Asp + Asn 7.238 +0.076 8.555+0.118

Glu + GIn 17.467 + 0.133 18.038 + 0.048

Serina 6.237 + 0.032 6.639 + 0.029

Histidina 3.085 + 0.091 3.314 + 0.092 1.9

Glicina 4.881 + 0.091 5.789 + 0.085

Treonina 3.848 + 0.065 4.366 + 0.045 34

Arginina 9.808 + 0.003 10.465 + 0.006

Alanina 4.783 + 0.010 5.582 + 0.034

Prolina 0.625 + 0.004 2.237 + 0.000

Tirosina 6.043 + 0.094 5.531 + 0.094

Valina 4.540 + 0.092 4.403 +0.078 3.5

Metionina 0.904 + 0.039 1.516 + 0.000 2.5°

Cisteina 2.712 + 0.003 2.376 + 0.034

Isoleucina 4.099 + 0.073 3.359 + 0.052 2.8

Leucina 7.868 + 0.070 7.261 +0.135 6.6

Fenilalanina 6.166 + 0.022 5.505 + 0.097 6.3"

Lisina 5.519 + 0.060 5.166 + 0.094 5.8

a: Metionina + Cisteina

b: Fenilalanina + Tirosina

Los resultados (mg/100 g) estan expresados como la media + la desviacién estandar
de tres experimentos independientes

El componente mayoritario de la harina desengrasada de S. hispanica L. se
atribuye a la fibra con un 49.39%. Ayerza y Coates, (1999), describen que la harina
desengrasada de chia tiene contenidos de fibra y proteina similares a los de otras
semillas oleaginosas utilizadas actualmente en la industria alimentaria (22 gy 17 g/ 100

g, respectivamente), lo cual lo convierte en un subproducto de gran interés en el drea de
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investigacion. El valor obtenido de la harina desengrasada es bastante superior a lo
descrito por otros autores para esta especie (Marineli et al., 2014; Segura-Campos et
al., 2014; Melo-Ruiz et al., 2016), quienes mencionan valores aproximadamente del 24-
37%, pero inferior a lo reportado por Vazquez-Ovando et al., (2009) sobre el contenido
de fibra dietaria total, describiendo valores cercanos al 57%. Por otra parte, es
importante mencionar que este alto contenido de fibra puede influir negativamente en la
digestibilidad de las proteinas, asi como en la disponibilidad de ciertos minerales (Bell,
1993).

En lo que respecta al contenido de azucares solubles, la harina desengrasada
presenta 5.12% del total, siendo un valor que difiere significativamente con lo reportado
por Melo-Ruiz ef al. (2016) con un valor cercano al 20%, pero muy similar a lo descrito
por Segura-Campos et al. (2014) con un 1.51%. Como se ha mencionado
anteriormente, el reducir el contenido de los azucares resulta de gran importancia para
que la digestibilidad de las proteinas no se vea afectada, evitando con esto que ocurran
las reacciones de Maillard (Badui, 2006).

El componente minoritario presente en la harina desengrasada de S. hispanica L.
son los polifenoles con un valor de 0.0399%. De acuerdo a lo reportado por Reyes-
Caudillo et al. (2008), emplearon dos diferentes métodos de extraccion para determinar
el contenido total de compuestos fendlicos. Estos investigadores han obtenido valores
que oscilan entre 0.757 y 0.881 expresados en EAG/g materia seca. Por su parte,
Marineli et al., (2014) describe 0.94 EAG/g materia seca para la misma especie, ademas
de identificar la presencia de algunos compuestos fendlicos en la semilla, tales como
quercetina, acido clorogenico, miricetina y dcido decarboximetil elenolico unido a

hidroxitirisol (3,4-DHPEA-EDA) a los cuales se les atribuye actividad antioxidante.
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Estos valores son superiores a los obtenidos en el estudio, diferencias que pudieran
deberse a las metodologias de extracciéon empleadas, perdidas que ocurren durante su
procesamiento e incluso al sitio de origen de la semilla, afectando de forma significativa
la concentracion de estos compuestos bioactivos (Ayerza y Coates, 2011).

El contenido en materia grasa de la semilla de S. hispanica L. fue de 37.82%, el
cual es ligeramente superior al reportado por otros autores para la misma especie (Silva
et al., 2016; Ayerza, R., 2011; Marineli et al., 2014; Segura-Campos ef al. 2014;
Melo-Ruiz et al., 2016) quienes describen valores entre el 25-35%. De acuerdo con esto,
multiples investigaciones sustentan el hecho de que esta especie pueda ser recomendada
para emplearse en alimentacion humana gracias al alto contenido de &4cidos grasos,
ademds de su contenido de proteinas, antioxidantes y fibra dietaria, los cuales son
benéficos para la salud (Marineli et al., 2014). Por otra parte, tras el proceso de
desengrasado se ha conseguido una harina con un 5.1% de grasa residual.

El contenido mayoritario en acidos grasos saturados, acido palmitico (Cie) y
acido estedrico (Cig), representa cerca del 11% de la grasa total (6.88 y 4.13%,
respectivamente) (Tabla 15). Estos valores son bastante similares con lo reportado por
otros autores (Marineli ef al., 2014; Melo-Ruiz et al., 2016; Nitrayova ef al., 2014),
pero ligeramente inferiores a lo descrito por Silva ef al. (2016) y Ayerza (2011), quienes
evaluaron el efecto que ejerce el uso de diferentes solventes, asi como el empleo de

semillas de diferentes localidades, sobre el perfil de dcidos grasos.
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Tabla 15. Composicion de acidos grasos de Salvia hispanica L.

A. Palmitico (Ci6:0) 6.88 + 0.1
A. Palmitoleico  (Cig.1) 0.00 + 0.0
A. Estearico (Cis.0) 4.13+0.1
A. Oleico (Cis:1) 8.23 +0.1
A. Linoleico (Cis2) 19.39+0.2
A. Linolénico (Cig:3) 54.66 + 0.1
A. Araquidico (Cs0:0) 0.56 +0.0
A. Gadoleico (Cy0:1) 0.00+0.0
A. Behénico (Ca20) 0.00 + 0.0
A. Eruicico (Ca.1) 0.00+ 0.0

Los resultados (mg/100 g) estdn expresados como la media + la
desviacion estdndar de tres experimentos independientes
El contenido en &4cidos grasos poliinsaturados estd determinado por el alto
contenido en 4cido linolénico con un 54.66%. Se ha demostrado que la chia es una de las
fuentes de omega-3 mads eficientes para enriquecer alimentos (Ayerza y Coates, 2001).
Este valor es inferior a lo descrito por otros autores (Segura-Campos ef al. 2014;
Marineli et al., 2014; Melo-Ruiz ef al. 2016; Nitrayova et al., 2014; Silva et al., 2016;
Ayerza y Coates, 2011), quienes describen valores entre 62-68%. Estas variaciones en
la concentracion de dcidos grasos en la semilla de chia pueden atribuirse a diversos
factores, siendo el drea de cultivo de la misma uno de los mds influyentes. Ali et al.
(2012), describe que las diferencias en el medio ambiente, los cambios climéticos, la
disponibilidad de nutrientes, el afio de cultivo o las condiciones del suelo, juegan un
papel crucial en dichas variaciones. En otro estudio, se estableci6 la existencia de una
relacion inversa entre la altitud y el contenido de acidos grasos saturados, siendo que a

baja altura, se observé un aumento en la saturacion de acidos grasos en dreas con alta
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temperatura (Ayerza, 2010). Ademads, se ha demostrado que la temperatura contribuye
en gran medida al tipo de acido graso que se pueda encontrar en el aceite, dado que
durante la etapa del desarrollo de las semillas (durante abril a mayo), un aumento en la
temperatura del medio ambiente ocasioné una disminucién en el contenido de acidos
grasos poliinsaturados (Ayerza, 1995). Otro factor que puede contribuir a las diferencias
encontradas en la composicion quimica de la semilla es la etapa de desarrollo de la
planta, ya que se ha demostrado que el contenido de acido a-linolénico disminuyé en un
23% de la etapa inicial a la etapa de maduracién de la semilla (Peiretti y Gai, 2009). En
cuanto al contenido de acido linoleico y acido oleico, estos presentan un 19.39 y 8.23%,
respectivamente, los cuales son bastante similares al descrito por algunos autores (Silva
et al., 2016; Sargi et al., 2013; Melo-Ruiz ef al. 2016; Nitrayova ef al., 2014; Marineli
et al., 2014; Ayerza y Coates, 2011), quienes mencionan valores cercanos al 20% para
el 4cido linoleico y entre el 6-7% para el 4cido oleico. Por sus amplios beneficios para la
salud, el perfil de 4cidos grasos de S. hispanica L. (Tabla 16) se ha comparado con el de

otros aceites comestibles (Gunstone et al., 2007).
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Tabla 16. Composicion de acidos grasos de Salvia hispanica L. y de los principales aceites vegetales

comestibles (Gunstone et al., 2007)

S. hispanica L. Girasol Oliva Palma Soya
A. Palmitico (Cis0) 6.88 + 0.1 5.6-7.6 7.5-20.0 40.1-475 8.0-13.3
A. Palmitoleico  (Cyg1) 0.00 + 0.0 0.0-0.3 0.3-35 0.0-0.6 0.0-0.2
A. Estedrico (Cis0) 4.13+0.1 2.7-6.5 0.5-5.0 35-6.0 24-54
A. Oleico (Cis.1) 823+0.1 140-394 550-83.0 36.0-44.0 17.7-26.1
A. Linoleico (Cis2) 1939+0.2 483-74.0 3.5-21.0 6.5-12.0 49.8-57.1
A. Linolénico (Cig:3) 54.66 + 0.1 0.0-0.2 <15 0.0-0.5 5.5-95
A. Araquidico (Coo0) 0.56 + 0.0 02-04 <0.8 0.0-1.0 0.1-0.6
A. Gadoleico (Coo.1) 0.00 + 0.0 0.0-0.2 n.d. n.d. 0.0-0.3
A. Behénico (Caz0) 0.00 + 0.0 05-1.3 <02 n.d. 0.3-0.7
A. Erdcico (Ca21) 0.00 + 0.0 0.0-0.2 n.d. n.d. 0.0-0.3

Los resultados (mg/100 g) estan expresados en porcentaje (%) como la media + la desviacion estandar

n.d.: no detectado
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7.1.1. Propiedades funcionales de la harina desengrasada de Amaranthus

hypochondriacus L., Chenopodium quinoa Willd. y Salvia hispanica L.

Para determinar el potencial de la harina desengrasada de Amaranthus
hypochondriacus L., Chenopodium quinoa Willd. y Salvia hispanica L. como
componente que puede mejorar las propiedades funcionales de un alimento, se evaluaron
algunas de sus propiedades tecno-funcionales como solubilidad, absorcién de agua y
aceite, capacidad gelificante y de hinchamiento, asi como capacidad y estabilidad
emulsificante y espumante.

Una de las caracteristicas mds importantes y que puede llegar a afectar
directamente a las propiedades tecno-funcionales de un material es su solubilidad, la
cual esta relacionada con el equilibrio hidrofilico-hidrofébico de las proteinas y con la
termodindmica de su interaccién con el disolvente. En la Figura 17, se muestra el
comportamiento de la solubilidad proteica de la harina desengrasada de Amaranthus
hypochondriacus L., Chenopodium quinoa Willd. y Salvia hispanica L. frente al pH,
donde a pH neutro o dcido es sumamente baja, y esta va en aumento conforme el pH se
vuelve mds bdsico. De acuerdo con la composiciéon proximal de las harinas
desengrasadas evualuadas, el caracter heterogéneo de estas puede generar interacciones
entre la fraccion proteica y sus demds componentes, lo cual puede llegar a afectar tanto a
la carga neta como a la hidrofobicidad del conjunto proteico, influyendo directamente en
su solubilidad. Estos resultados son inferiores a los descritos por Ogungbenle (2003) y
Oshodi et al. (1999), quienes estudiaron la solubilidad proteica de la harina de quinoa

con respecto al pH y obtuvieron valores entre el 15 y el 52%, donde los valores menores
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de solubilidad corresponden al pH 6 y los valores mas elevados al pH 10. Partiendo de
ello, los valores de solubilidad de la harina desengrasada de quinoa en la region dcida de
pH implica que las proteinas pueden ser utilizadas para la elaboracion de bebidas, sopas
deshidratadas y salsas, entre otros. No obstante, el método de desengradado de la harina
puede incluso afectar la configuracién y estructura fisicoquimica de las proteinas

ocasionando una baja solubilidad proteica.
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Figura 17. Solubilidad proteica de la harina desengrasada de Amaranthus hypochondriacus L.,

Chenopodium quinoa Willd. y Salvia hispanica L.

En la Tabla 17, se muestran los resultados del resto de las propiedades
tecnofuncionales de las harinas desengrasadas de Amaranthus hypochondriacus L.,
Chenopodium quinoa Willd. y Salvia hispanica L., presentando valores aceptables de
absorcion de agua para el amaranto y la quinoa, y absorcion de aceite para la chia. Por
otra parte, no se observa actividad emulsificante ni espumante relevante en ninguna

harina.
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Tabla 17. Propiedades tecnofuncionales de la harina desengrasada de Amaranthus hypochondriacus L.,

Chenopodium quinoa Willd. y Salvia hispanica L.

Amaranto Quinoa Chia
Absorcion de agua (%) 220.00 + 0.00 240.00 + 0.00 No Aplica
Absorcion de aceite (%) 162.83 +0.53 162.71 +9.88  252.47 +5.10
Actividad emulsificante (%) 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00

Estabilidad emulsificante (%) - - -
Capacidad de hinchamiento (mL/g) 5.00 + 0.00 4.00 + 0.00 No Aplica

Capacidad gelificante (+/-) ++ +++ ++++
Capacidad espumante (%) 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 +0.00
Tiempo
. 15’ - - -
Estabilidad espumante ,
(%) 30 ' ' '
60" - - -
1207 - - -
Los resultados estdn expresados como la media + la desviacion estdndar de tres experimentos

independientes

Los valores de capacidad de absorcion de agua son superiores a los descritos pos

Ogungbenle (2003) y Ogungbenle et al. (2009) quienes reportaron 147% para la harina

de quinoa. Por otra parte, estos mismos autores mencionan que la harina de quinoa no es

un buen agente gelificante, la cual requiere de la adicion de pequefas concentraciones de

sales para mejorar la formacion del gel. En lo que respecta a la actividad espumante,

Ogungbenle (2003) describié valores sumamente bajos, cercanos al 9% con una

estabilidad del 4%, por lo que no representa una buena opcién como agente espumante.

En cambio, la actividad emulsificante reportada por estos autores alcanzé valores del

104% con una estabilidad del 45%, lo cual es sumamente superior a lo obtenido. Por

ultimo, la capacidad de absorcion de aceite es superior a la descrita por estos autores,

quienes obtuvieron un 46%, y disminuye conforme aumente la concentracion de sales,

razon por la cual se justifica los valores obtenidos. Estos valores de absorcion de agua y
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aceite resaltan el empleo de estas materias para ser utilizadas en la formulacién de
bebidas, salsas, postres y salchichas.

Resulta importante recalcar que no puede ser considerada la fraccién proteica
como la unica responsable de las propiedades funcionales observadas. En este sentido,
estudios realizados sobre el efecto de los polifenoles en las propiedades funcionales
concluyeron que intervienen en la estabilizacién de los complejos proteina-proteina de
B-lactoglobulina en las interfaces agua-aire aumentando la capacidad y estabilidad
espumante frente a la accion de surfactantes. Los polifenoles también son responsables
de la disminucion de la solubilidad proteica al ocasionar la precipitacion de estas debido
al aumento de la hidrofobicidad del complejo proteina-polifenol (Sarker et al., 1995).
Por tanto, resulta complicado el aseverar que el contenido proteico de la harina es el
unico responsable del desarrollo de las propiedades funcionales y que partiendo de un
material tan heterogéneo los otros componentes no proteicos no influyan sobre cada

propiedad funcional.
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7.2. Obtencion de aislados proteicos de Amaranthus

hypochondriacus L., Chenopodium quinoa Willd. y Salvia hispanica L.

Previo a la obtencién de los aislados proteicos a partir de la harina desengrasada
de cada una de las especies (Amaranthus hypochondriacus L., Chenopodium quinoa
Willd. y Salvia hispanica L.), se determiné el punto isoeléctrico (pI) de las proteinas
contenidas en ellas.

El menor porcentaje de nitrégeno soluble en A. hypochondriacus L. se observo a
pH 4 (Figura 18). Este valor es similar al descrito por Cordero de los Santos, et al.
(2005) para la misma especie, quien obtuvo un contenido proteico de 56.40% empleando
un pH de precipitacion de 4.5. Por otra parte, en comparacion a lo observado por otros
autores en distintas especies del género, este resultado es ligeramente superior, puesto
que mencionan valores que van de un 15-50% de proteinas solubles bajo diferentes pH’s
de extraccion y precipitacion (Acosta ef al, 2016; Salcedo-Chavez, et al., 2002;
Srivastava y Roy, 2011). Cabe resaltar el papel que ejerce la solubilidad en la
funcionalidad de las proteinas, puesto que durante los procesos de extraccién y
precipitacion, que para las proteinas vegetales se suele tener un tnico punto isoeléctrico
que oscila entre el pH 4-5, generalmente ocurren cambios en la misma, comunmente
atribuidos al pH y a la temperatura, pero también relacionados con el estado
fisicoquimico de las moléculas proteicas y de la técnica de aislamiento empleada (Vani
y Zayas, 1995). La obtencién de los aislados proteicos se realizé de acuerdo a lo

descrito en el apartado 6.3.13 de Métodos.
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Figura 18. Curva de solubilidad proteica de la harina desengrasada de A. hypochondriacus L.
Los balances de materia y de proteina obtenidos durante la solubilizacion alcalina
de las proteinas a pH 10.5 y su posterior precipitacion isoeléctrica a pH 4 de Amaranthus

hypochondriacus L. se presentan en la Tabla 18.

Tabla 18. Balance de materia y de proteina en la obtencion del aislado proteico a partir de la harina de A.

hypochondriacus L.
Balance de materia (mg) Balance de proteinas (mg)
Sobrenadante 1 1283.5 + 0.1 520.14 + 0.1
Sobrenadante 2 95.0+0.0 2431 +0.1
Sobrenadante 3 1491.2 + 0.1 214.79 + 0.1
Aislado proteico 522.8 +0.1 467.0 + 0.1
Extraccion proteica 31.09%

Los datos estdn expresados en mg respecto al contenido total de materia y de proteina de la

harina
Los resultados estdn expresados como la media + la desviacion estdndar de tres

experimentos independientes
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El rendimiento de solubilidad observado oscila alrededor del 36%, mientras que
el rendimiento de precipitacién se encuentra cercano al 90%. De acuerdo con estos
datos, el porcentaje de recuperacion de la proteina de partida es aproximado al 31%. Sin
duda, el rendimiento deficiente de extraccién proteica es reflejo de la baja solubilidad
presente, la cual puede atribuirse a que durante el proceso de molienda no se ha
conseguido mantener uniforme el tamafio de particula de la harina de partida,
ocasionando con esto que gran parte de las proteinas no puedan extraerse eficientemente,
a lo que adicionalmente se agrega una pérdida considerable de proteinas existente
durante su precipitacion. Estos valores son ligeramente inferiores a lo reportado por
otros autores que han empleado el mismo procedimiento de extraccion en otras especies
vegetales (Gongalves et al., 1997; Villanueva et al., 1999), lo cual puede deberse a lo
antes mencionado, asi como a la presencia de un mayor contenido de albuminas en la
harina de A. hypochondriacus L.

Una de las caracteristicas que diferencia un aislado proteico de la harina
desengrasada de partida es el incremento en su contenido proteico (Tabla 19).

El aislado presenta una riqueza proteica proxima al 90% en materia seca, lo cual
representa un incremento de casi seis veces el contenido de proteina de la harina
desengrasada. Ademds, puede observarse como los demds componentes no proteicos han
disminuido considerablemente, lo cual contribuye en gran forma a que la digestibilidad

de las proteinas no se vea afectada.

125



Tabla 19. Caracterizacidn fisicoquimica del aislado proteico de Amaranthus hypochondriacus L.

Analisis Aislado proteico
Humedad (%) 2.34 +0.040
Grasa (%) 0.01 +0.001
Fibra (%) 3.97 + 0.067
Cenizas (%) 2.09 +0.177
Proteinas (%) 89.25 +0.918
Azucares solubles (%) 0.52 + 0.001
Polifenoles (%) 0.011 +0.001
*QOtros 1.809 + 0.000

Los resultados estidn expresados como la media + la

desviacién estandar de tres experimentos independientes

*Otros: principalmente almidén y pectinas

Con respecto a C. quinoa Willd., el porcentaje menor de solubilidad proteica se

observo a pH 4 (Figura 19). Este resultado es similar al reportado por Abugoch, et al.
(2008) para la misma especie, quien obtuvo una solubilidad cercana al 10% empleando
un rango de pH de precipitacion entre 3-4. Por otra parte, con un pH de extraccion de
10.5, se obtuvo una solubilidad cercana al 25%, siendo este valor ligeramente superior al
reportado por estos autores al emplear un extracto proteico obtenido a pH 11, el cual es
proximo al 22%, mientras que es inferior al mostrado empleando un extracto proteico a
pH 9, con el cual han conseguido solubilizar la proteina casi hasta un 77% (Abugoch, et
al., 2008). Se ha demostrado que las proteinas extraidas a pH alcalino tienen una
preponderancia de especies cargadas negativamente debido a la ionizacién de los grupos
carboxilo y la desprotonacién de los grupos amina, un fenémeno que mejora la

interaccion proteina-disolvente. De aqui que la repulsion electrostética resultante entre
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las proteinas de carga similar las mantiene separadas y estimula su interaccién con el
disolvente, aumentando de este modo la solubilidad de la proteina (Lawal, 2004). De
acuerdo a lo anterior, Valenzuela et al. (2013) evaluaron el efecto del pH alcalino en la
extraccion proteica de C. quinoa Willd., y observaron que conforme hay un aumento en
el pH ocurre lo mismo con la solubilidad proteica. Por ello, entre los factores que
pudieron influir en los resultados obtenidos de solubilidad proteica se encuentran el pH
de extraccién empleado, la naturaleza de las proteinas de quinoa, asi como el tamaiio de
particula de la harina desengrasada de partida. La obtencion de los aislados proteicos se

realiz6 de acuerdo a lo descrito en el apartado 6.3.13 de Métodos.
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Figura 19. Curva de solubilidad proteica de la harina desengrasada de C. quinoa Willd.
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Los balances de materia y de proteina obtenidos durante la solubilizacién alcalina
de las proteinas de Chenopodium quinoa Willd. a pH 10.5 y su posterior precipitacion

isoeléctrica a pH 4 se presentan en la Tabla 20.

Tabla 20. Balance de materia y de proteina en la obtencion del aislado proteico a partir de la harina de C.

quinoa Willd.

Balance de materia Balance de proteinas

Sobrenadante 1 1130.9 + 0.1 498.26 + 0.1
Sobrenadante 2 331.5+0.0 70.44 + 0.1
Sobrenadante 3 1046.63 + 0.1 279.4 + 0.1
Aislado proteico 548.5+ 0.1 392.0+0.1
Extraccién proteica 20.88%

Los datos estan expresados en mg respecto al contenido total de materia y

de proteina de la harina

Los resultados estan expresados como la media + la desviacién estandar de

tres experimentos independientes

El rendimiento de solubilidad observado se aproxima al 28%, mientras que el

rendimiento de precipitacion se encuentra alrededor del 70%. De acuerdo con estos
datos, el porcentaje de recuperacion de la proteina de partida es cercano al 21%. Estos
valores son inferiores a lo descrito por otros autores que han utilizado el mismo
procedimiento de extraccién en otras especies vegetales (Gongalves et al, 1997;
Villanueva et al., 1999). Tal déficit, como se mencioné anteriormente, puede deberse al
pH de extraccion, el tamafio de particula de la harina desengrasada, asi como a la
presencia de un mayor contenido de albuminas en la harina de C. quinoa Willd.

Una de las caracteristicas distintivas de un aislado proteico es el incremento en el

contenido de proteinas de este respecto a la harina desengrasada (Tabla 21).
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Tabla 21. Caracterizacion fisicoquimica del aislado proteico de C. guinoa Willd.

Andlisis Aislado proteico
Humedad (%) 4.06 + 0.044
Grasa (%) 1.087 + 0.004
Fibra (%) 10.68 +0.193
Cenizas (%) 5.79 + 0.088
Proteinas (%) 71.50 + 0.792
Azucares solubles (%) 3.18 + 0.000
Polifenoles (%) 0.010 + 0.000
*QOtros 3.693 + 0.000

Los resultados estan expresados como la media + la
desviacién estandar de tres experimentos independientes
*Otros: principalmente almidén y pectinas

El aislado presenta una riqueza proteica en torno al 70% en materia seca, lo cual
representa un incremento de casi cuatro veces el contenido de proteina de la harina
desengrasada. Ademads, puede observarse como la mayoria de los deméds componentes
no proteicos han disminuido considerablemente, con excepcion de la fibra, la cual
pudiera afectar la digestibilidad de las proteinas.

Al igual que en las especies descritas anteriormente, se observd el menor
porcentaje de solubilidad proteica en S. hispanica L. a pH 4 (Figura 20). Esto en
concordancia con lo observado por Vazquez-Ovando et al. (2013), quienes describen
valores ligeramente superiores a lo obtenido, donde el menor porcentaje de solubilidad
se presenta a pH 4 con un 11.71%, y el mayor porcentaje de solubilidad a pH 10 con un
60.01%. Estos porcentajes de solubilidad, baja a pH acido y alta a pH alcalino, se

atribuye a la alta interaccion hidrofilica de las proteinas de S. hispanica L. Otros autores
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evaluaron el contenido de proteina en funcién del pH de extraccion y de precipitacion de
aislados proteicos de S. hispanica L. y mencionan que el mayor contenido de proteina
(69.31%) corresponde a las condiciones de pH de extraccion y de precipitacién de 10 y
4.5, respectivamente, mientras que el menor (40.53%) se obtuvo a los pH 8 y 3 (Cruz et
al., 2013). Este resultado es ligeramente inferior al obtenido, donde con un pH de
extraccion de 10.5 y un pH de precipitacién de 4 se ha conseguido un aislado proteico de
75.58%. Por otro lado, este porcentaje es inferior al reportado por Timilsena et al.,
(2015), quienes obtuvieron un aislado con 92,5% de proteinas con un pH de extraccion y
pH de precipitacion de 12 y 3, respectivamente. Un factor que sin duda afectd la
solubilidad proteica de S. hispanica L. ha sido la presencia de mucilago, con el cual se
requiere de una proporciéon de agua mayor a la de la harina desengrasada para poder
extraer las proteinas de forma mas eficiente. La obtencion de los aislados proteicos se

realiz6 de acuerdo a lo descrito en el apartado 6.3.13 de Métodos.
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Figura 20. Curva de solubilidad proteica de la harina desengrasada de S. hispanica L.
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Los balances de materia y de proteina obtenidos durante la solubilizacién alcalina
de las proteinas de Salvia hispanica L. a pH 10.5 y su posterior precipitacion isoeléctrica

a pH 4 se presentan en la Tabla 22.

Tabla 22. Balance de materia y de proteina en la obtencién del aislado proteico a partir de la harina de S.

hispanica L.

Balance de materia Balance de proteinas

Sobrenadante 1 1056.0 + 0.1 576.0 + 0.1
Sobrenadante 2 48.3+ 0.0 15.09 + 0.1
Sobrenadante 3 174.6 + 0.1 26.675 + 0.1
Aislado proteico 2175.6 + 0.1 1644.0 + 0.1
Extraccién proteica 51.76%

Los datos estan expresados en mg respecto al contenido total de materia y

de proteina de la harina

Los resultados estian expresados como la media + la desviacién estandar de

tres experimentos independientes

El rendimiento de solubilidad observado ronda el 19%, mientras que el

rendimiento de precipitaciéon se aproxima al 76%. De acuerdo con estos datos, el
porcentaje de recuperacion de la proteina de partida es en torno al 52%. Estos valores
son ligeramente inferiores a lo reportado por otros autores que han empleado el mismo
procedimiento de extraccién en otras especies vegetales (Gongalves et al, 1997;
Villanueva ef al., 1999). Estas diferencias pueden deberse a la presencia del mucilago al
momento de interaccionar con el agua, el cual no permite que la harina desengrasada
pueda solubilizarse adecuadamente.

Una de las caracteristicas que distingue un aislado proteico respecto de la harina

desengrasada de partida es el incremento en su contenido proteico (Tabla 23).
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Tabla 23. Caracterizacién fisicoquimica del aislado proteico de S. hispanica L.

Analisis Aislado proteico
Humedad (%) 3.90 + 0.08
Grasa (%) 4.1 +0.01
Fibra (%) 11.54 + 0.01
Cenizas (%) 2.91+0.03
Proteinas (%) 75.58 + 0.02
Azucares solubles (%) 1.92 +0.03
Polifenoles (%) 0.0123 + 0.01
*QOtros 0.0377 + 0.00

Los resultados estidn expresados como la media + la
desviacién estandar de tres experimentos independientes
*Otros: principalmente almidén y pectinas
El aislado presenta una riqueza proteica en torno al 75% en materia seca, lo cual
representa un incremento de casi el doble del contenido de proteina de la harina
desengrasada. Puede observarse como la mayoria de los componentes no proteicos han
disminuido de forma considerable. Sin embargo, la gran excepcion es la fibra, la cual,

como se ha mencionado anteriormente, puede llegar a afectar la digestibilidad de las

proteinas.
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7.2.1. Propiedades funcionales de los aislados proteicos de Amaranthus

hypochondriacus L., Chenopodium quinoa Willd. y Salvia hispanica L.

En la Figura 21 se muestran las curvas de solubilidad tanto de la harina
desengrasada como del aislado proteico de las tres especies obtenidas a diferente pH. En
ella puede observarse que en los puntos cercanos al punto isoeléctrico los valores de
solubilidad disminuyen, mientras que conforme se vuelve el pH mds bdésico la
solubilidad aumenta. El comportamiento de ambas es muy similar, siendo la solubilidad
del aislado proteico ligeramente inferior a la de la harina desengrasada. Estos resultados
son inferiores a los reportados por Marcone y Kakuda (1999) en amaranto, Aluko y
Monu (2003) en quinoa, y Vazquez-Ovando et al. (2013) en chia, los cuales deben ser
considerados, dado que las propiedades funcionales dependen en gran medida del grado
de solubilidad que presenten los productos proteicos analizados, y por otra parte, la baja
solubilidad de las muestras a pH 4cido puede limitar en cierta medida la utilizacién de
estos productos en la elaboracién de alimentos, como es el caso de bebidas o jugos, los
cuales requieren de pH dcidos para su formulacion.

Con respecto a las demds propiedades funcionales, en la Tabla 24 se puede
observar como los aislados proteicos presentaron un mejor comportamiento en la
mayoria de las propiedades con respecto a la harina desengrasada en las tres especies
analizadas. Los valores de absorcion de agua son superiores a los descritos en la harina
desengrasada, sin embargo, los valores de absorcion de aceite son inferiores,
evidenciando el hecho de que la interaccion de la proteina con la fraccion oleica puede

afectar su comportamiento.
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Figura 21. Solubilidad proteica de la harina desengrasada y el aislado proteico de Amaranthus

hypochondriacus L., Chenopodium quinoa Willd. y Salvia hispanica L. frente al pH
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Tabla 24. Propiedades tecnofuncionales del aislado proteico de Amaranthus hypochondriacus L.,

Chenopodium quinoa Willd. y Salvia hispanica L.

Amaranto Quinoa Chia

Absorcion de agua (%) 333.33+17.78 613.33+22.22  500.00 + 26.67
Absorcion de aceite (%) 162.83 + 6.94 120.72 + 3.96 114.41 + 4.18
Actividad emulsificante (%) 90.00 + 3.33 90.00 + 0.00 87.50 + 1.67
Estabilidad emulsificante (%) 85.00 + 0.00 30.00 + 0.00 90.00 + 0.00
Capacidad de hinchamiento (mL/g) 3.67 +0.44 2.00 + 0.00 2.00 + 0.00

Capacidad gelificante (+/-) - - -
Capacidad espumante (%) 21.75 + 0.89 56.50 + 0.44 21.75 +0.89
Tiempo

Estabilidad espumante 15: 20.00 + 0.44 76.92 + 0.44 20.00 + 0.44
(%) 30 0.00 + 0.00 76.92 + 0.44 0.00 + 0.00
60° 0.00 + 0.00 69.23 + 0.67 0.00 + 0.00
120° 0.00 + 0.00 69.23 + 0.67 0.00 + 0.00

Los resultados estdn expresados como la media + la desviacion estdndar de tres experimentos independientes

Por otra parte, a diferencia de lo observado en la harina desengrasada, los
aislados proteicos presentaron actividad emulsificante y espumante. Estos valores son
ligeramente superiores a los reportados en amaranto por Marcone y Kakuda (1999),
quienes obtuvieron un 24% y 15.6% de capacidad y estabilidad espumante
respectivamente, mientras que consiguieron un 79.3% y 93.7% de capacidad y
estabilidad emulsificante. En cambio, en quinoa los valores de capacidad espumante y
emulsificante son sumamente superiores a los observados por Aluko y Monu (2003),
quienes reportaron valores proximos al 20% en ambas propiedades. En la chia, los
resultados obtenidos para la capacidad emulsificante son superiores a los descritos por
Vazquez-Ovando et al. (2013), quienes reportaron un 55%, mientras que la capacidad
espumante presenta valores ligeramente inferiores, donde ellos alcanzaron un 28.68%.

Puesto que los aislados tienen una elevada concentracion proteica, entre 80-90%,

los resultados evidencian el comportamiento proteico de cada especie en particular.
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7.2.2. Composicion aminoacidica de los aislados proteicos de Amaranthus

hypochondriacus L., Chenopodium quinoa Willd. y Salvia hispanica L.

El estudio de la composicion aminoacidica del aislado proteico de A.
hypochondriacus L. (Tabla 25) muestra un déficit en lisina en comparaciéon con la

composicién equilibrada que presenta la harina en la mayoria de los aminodcidos

esenciales.
Tabla 25. Composiciéon aminoacidica de la harina y del aislado proteico de
Amaranthus hypochondriacus L.
o Harina Harina Aislado FAO, 1985
Aminoacidos (mg/100 ) desengrasada proteico (mg/100 g)
(mg/100 g) (mg/100 g)
Asp + Asn 8.166 + 0.023 8.749 + 0.118 9.077 + 0.164
Glu + GIn 17.189 + 0.093 17.279 £ 0.028  19.015 + 0.164
Serina 7.563 + 0.207 7.527 +0.172 6.167 + 0.023
Histidina 3.072 +0.018 3.318 + 0.003 3.551 +0.052 1.9
Glicina 9.355 +0.109 8.456 + 0.095 6.049 + 0.181
Treonina 4.564 + 0.065 4.273 +0.059 4.190 + 0.089 3.4
Arginina 9.636 + 0.086 9.146 + 0.097 10.686 + 0.151
Alanina 4.251 +0.044 4.047 + 0.094 3.803 +0.051
Prolina 0.312+0.018 2.013 +0.001 3.839 + 0.001
Tirosina 6.837 + 0.185 6.498 + 0.169 5.294 + 0.101
Valina 4.073 + 0.040 3.866 + 0.078 3.931 + 0.040 3.5
Metionina 0.882 + 0.001 1.204 + 0.001 0.515 +0.075 2.5%
Cisteina 2.286 + 0.044 2.286 + 0.059 2.077 + 0.028
Isoleucina 3.756 + 0.034 3.512 +0.053 3.894 + 0.039 2.8
Leucina 6.867 + 0.079 6.302 + 0.107 6.849 + 0.070 6.6
Fenilalanina 4.978 + 0.066 4.578 + 0.069 5.735 + 0.055 6.3
Lisina 6.764 + 0.048 6.274 + 0.110 4.639 + 0.084 5.8

a: Metionina + Cisteina
b: Fenilalanina + Tirosina

Los resultados (mg/100 g) estdn expresados como la media * la desviacion estdndar de tres experimentos

independientes
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El déficit observado en el contenido de lisina puede deberse a multiples factores.
Uno de los més importantes es debido al proceso de extraccién de las proteinas, en el
cual durante la precipitaciéon de las mismas y tras varios lavados puede perderse una
fracciéon importante de albiminas ricas en lisina. Tal como describe Ivanova et al.
(2013), la disminucién de lisina en los aislados proteicos puede también estar
relacionada a la interaccién de este aminodcido con otros componentes de la planta
durante el procesamiento de la harina desengrasada, dando como resultado que los
radicales de lisina formen compuestos complejos igual a los que forman las proteinas
insolubles en medio alcalino, el cual se utilizo para la obtencion del aislado. Otro factor
es la formacion de productos secundarios de la oxidacion de polifenoles de la harina los
cuales pueden reaccionar con las proteinas durante el proceso de extraccion
disminuyendo la biodisponibilidad de algunos aminodcidos, principalmente lisina
(Gassmann, 1983).

Por ello, la disminucién o eliminacion de los componentes minoritarios durante
el procesamiento de la harina resulta de gran importancia no solo para evitar algin
efecto antinutricional sino también cualquier posible interaccidon con las proteinas,

manteniendo por més tiempo el valor nutricional de los aislados proteicos.
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El perfil aminoacidico del aislado proteico de C. quinoa Willd. (Tabla 26)

muestra una composiciéon sumamente equilibrada en la mayoria de los aminodcidos

esenciales, incluido la lisina, lo cual eleva el valor nutricional del producto obtenido.

Tabla 26. Composicién aminoacidica de la harina y del aislado proteico de C. quinoa Willd.

o Harina Harina Aislado FAO, 1985
Aminoacidos (mg/100 g) desengrasada proteico (mg/100 g)
(mg/100 g) (mg/100 g)

Asp + Asn 7.782 + 0.097 8.298 +0.219  10.783 + 0.203

Glu + GIn 15.585 + 0.000 16.108 + 0.072  17.175 +0.108

Serina 5.435+0.121 5.519 + 0.049 5.970 + 0.041

Histidina 3.354+0.113 3.378 + 0.046 3.789 + 0.141 1.9
Glicina 6.254 + 0.288 6.665 + 0.031 5.146 + 0.016

Treonina 4.706 + 0.178 4.487 + 0.049 4.414 + 0.037 34
Arginina 10.323 + 0.231 10.173 + 0.060 8.833 + 0.020

Alanina 4.389 + 0.038 4.994 + 0.050 4.919 + 0.026

Prolina 4.452 +0.019 1.349 + 0.000 1.267 + 0.070

Tirosina 7.629 +0.176 6.381 +0.104 7.130 +0.194

Valina 6.102 + 0.254 5.232 + 0.000 4783 +0.113 3.5
Metionina 1.362 + 0.031 1.412 +0.087 0.395 +0.016 2.5%
Cisteina 1.269 + 0.032 1.520 + 0.040 2.304 + 0.052

Isoleucina 4.118 + 0.084 4.195 + 0.051 3.696 + 0.075 2.8
Leucina 7.761 + 0.091 7.841 4+ 0.090 8.416 +0.173 6.6
Fenilalanina 5.143 + 0.090 5.102 + 0.125 5.224 + 0.007 6.3"
Lisina 6.445 + 0.096 6.588 + 0.071 5.960 + 0.056 5.8

a: Metionina + Cisteina
b: Fenilalanina + Tirosina
Los resultados (mg/100 g) estdn expresados como la media * la desviacion estdndar de tres experimentos

independientes

En concordancia a lo descrito por Abugoch et al. (2008), quienes compararon el

contenido de aminodcidos esenciales de dos extractos proteicos de C. quinoa Willd.

obtenidos a diferente pH de extraccion, los valores son bastante similares, incluyendo la

lisina, lo cual resalta la importancia nutricional del producto obtenido.
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La composiciéon de aminodcidos del aislado proteico de S. hispanica L. (Tabla

27), en comparacion al contenido de aminodcidos esenciales presentes en la harina,

muestra un déficit en algunos de ellos, dentro de los cuales se encuentra la lisina.

Tabla 27. Composicién aminoacidica de la harina y del aislado proteico de S. hispanica L.

o Harina Harina Aislado FAO, 1985
Aminoacidos (mg/100 g) desengrasada proteico (mg/100 g)
(mg/100 g) (mg/100 g)

Asp + Asn 7.238 + 0.076 8.555+0.118 9.391 +0.196

Glu + GIn 17.467 + 0.133 18.038 +0.048 19.367 + 0.130

Serina 6.237 + 0.032 6.639 + 0.029 6.505 + 0.135

Histidina 3.085 + 0.091 3.314 + 0.092 4.076 + 0.102 1.9
Glicina 4.881 +0.091 5.789 + 0.085 4.950 + 0.103

Treonina 3.848 + 0.065 4.366 + 0.045 3.726 + 0.114 34
Arginina 9.808 + 0.003 10.465 + 0.006 9.775 + 0.169

Alanina 4.783 + 0.010 5.582 +0.034 4.962 + 0.040

Prolina 0.625 + 0.004 2.237 + 0.000 2.698 + 0.000

Tirosina 6.043 + 0.094 5.531 +0.094 8.735 + 0.000

Valina 4.540 + 0.092 4.403 + 0.078 4.015+0.158 3.5
Metionina 0.904 + 0.039 1.516 + 0.000 0.761 + 0.021 2.5%
Cisteina 2.712 + 0.003 2.376 + 0.034 2.467 + 0.068

Isoleucina 4.099 + 0.073 3.359 + 0.052 2.424 + 0.084 2.8
Leucina 7.868 + 0.070 7.261 +0.135 6.639 + 0.015 6.6
Fenilalanina 6.166 + 0.022 5.505 + 0.097 5.222 +0.003 6.3
Lisina 5.519 + 0.060 5.166 + 0.094 4.716 + 0.000 5.8

a: Metionina + Cisteina
b: Fenilalanina + Tirosina
Los resultados (mg/100 g) estdn expresados como la media * la desviacion estdndar de tres experimentos

independientes

Estos valores son similares a los reportados por Vazquez-Ovando et al. (2010),
inclusive en el contenido de lisina. Pese a la mejora en el contenido proteico del aislado,
alguno de los factores antes descritos puede estar relacionado con la pérdida de

aminodcidos, lisina en particular, lo cual disminuye la calidad general de sus proteinas.
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7.3. Obtencion de hidrolizados proteicos de Amaranthus
hypochondriacus L., Chenopodium quinoa Willd. y Salvia hispanica L.

mediante la hidroélisis con Alcalasa y Flavorzima

La solubilidad de las proteinas suele verse afectada por las altas temperaturas y
concentraciones de solventes orgdnicos empleados durante el proceso de extraccién del
aceite de la harina, ocasionando una disminucién en los rendimientos de extraccion
proteica durante la obtencién de los aislados proteicos. Es de esperarse que resulte un
parametro determinante para otras propiedades funcionales, por tanto se pretende
obtener un producto parcialmente hidrolizado con mejores propiedades funcionales que
la harina de partida que no limite su empleo para la obtencién de péptidos bioactivos,
que puedan ser empleados para el tratamiento de enfermedades crénicas, o bien, para
utilizarse en la elaboracién de suplementos alimentarios.

Para la obtencion de los hidrolizados proteicos, se han seleccionado dos enzimas
de grado alimentario, la Alcalasa® 2.4L y la Flavorzima® 1000MG, una endo- y exo-
proteasa, respectivamente. De ambas enzimas se conocen bien las condiciones Optimas
de temperatura y pH, lo cual las convierte en interesantes productos comerciales, ademas
de econdmicos, que ayuden a mejorar la solubilidad de estas proteinas.

La hidrolisis enzimética se realiz6 de acuerdo al procedimiento previamente
descrito en la metodologia (ver apartado 6.3.15 de Métodos).

Las condiciones del ensayo de hidrdlisis proteica, empleando tanto Alcalasa®

2.4L como Flavorzima® 1000MG, fueron las siguientes:
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Hidrdlisis extensiva con Alcalasa® 2.4L
= Concentracion del sustrato: 5%
= Relacién enzima/sustrato: 0.3 AU/g proteina
= Temperatura: 50°C
= pH:8
= Tiempo de hidrélisis: 60 minutos (tomando alicuotas cada 15 minutos)
= Inactivacion enzimatica: 85°C/15 minutos
Hidrdlisis extensiva con Flavorzima® 1000MG
= Concentracion del sustrato: 5%
= Relacién enzima/sustrato: 50 ULAP/g proteina
= Temperatura: 50°C
= pH:7
= Tiempo de hidrélisis: 120 minutos (tomando alicuotas cada 15 minutos)
= Inactivacion enzimatica: 85°C/15 minutos
Hidrolisis secuencial (Alcalasa® 2.4L y Flavorzima® 1000MG)
= Hidrdlisis extensiva con Alcalasa® 2.4L seguida de una hidrdlisis
extensiva con Flavorzima® 1000MG (empleando las mismas
condiciones)

= Tiempo de hidrdlisis: 180 minutos (tomando alicuotas cada 15 minutos)

El grado de hidrélisis obtenido de forma extensiva y secuencial en A.

hypochondriacus L. puede observarse en la Figura 22.

141



100

90

80

(%]

S 60 /

S

2

T 50

S /

S 40 /

o /

9 3 =———ALCALASA
RS

// —— ALCALASA-FLAVORZIMA
20 / FLAVORZIMA
10

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180
Tiempo (min)

Figura 22. Grado de hidro6lisis a través del tiempo de A. hypochondriacus L. obtenidos mediante el

empleo de Alcalasa y Flavorzima

Como era de esperarse, el mayor grado de hidrélisis se alcanzé a los 60 minutos
(26.59%), a los 120 minutos (44.73%) y a los 180 minutos (73.15%) empleando
Alcalasa, Flavorzima y ambas, respectivamente. Favorablemente, se ha conseguido un
grado de hidrélisis superior al 10% en los tres ensayos, con lo que se prevee que en el
hidrolizado obtenido se encuentren presentes péptidos bioactivos que puedan ser
evaluados para conocer su uso potencial, ya sea en el tratamiento de enfermedades
crénicas, o para la incorporaciéon como suplemento alimentario, con el cual se consiga

mejorar las propiedades funcionales del mismo.
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Por otra parte, el hidrolizado obtenido empleando Alcalasa durante 60 minutos
de hidrdlisis ha sido, en comparacién con los demds, el que ha presentado la mayor
riqueza proteica, con un valor cercano al 80%, y mejor rendimiento, con 41.28 mg
prot/mL. Por este motivo, se selecciond para determinar su caracterizacion fisicoquimica

(Tabla 28) y evaluar sus propiedades funcionales.

Tabla 28. Caracterizacién fisicoquimica del hidrolizado proteico obtenido a los 60 minutos con Alcalasa

de A. hypochondriacus L.

AMISS s proteico protico
Humedad (%) 9.19 + 0.085 2.34 +0.040 1.94 + 0.035
Grasa (%) 0.25 + 0.025 0.01 +0.001 9.2 + 0.000
Fibra (%) 11.95 + 0.022 3.97 + 0.067 4.36 + 0.551
Cenizas (%) 8.64 +0.448 2.09 +0.177 2.12 + 0.067
Proteinas (%) 15.02 + 0.186 89.25 +0.918 81.38 + 0.563
Azucares solubles (%) 1.66 + 0.001 0.52 + 0.001 0.27 + 0.001
Polifenoles (%) 0.009 + 0.001 0.011 £0.001  0.0427 +0.001
*Qtros 53.281 + 0.000 1.809 + 0.000  0.6873 + 0.000

Los resultados estian expresados como la media + la desviacidn estindar de tres experimentos
independientes
*Otros: principalmente almidén y pectinas
Como se puede observar, la riqueza proteica del hidrolizado obtenido (81.38%)
es bastante superior al de la harina desengrasada (15.02%), pero ha disminuido su
contenido respecto al aislado proteico (89.25%). El hidrolizado presenta valores mads

altos de proteina, respecto a los demés componentes, lo cual se debe a la disolucion de

las mismas durante la hidrélisis, seguida de la centrifugacion para separar la materia
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insoluble y no digerida. Sin embargo, acorde a lo descrito por Jamdar et al. (2010),
durante la hidrdlisis ha aumentado el contenido de grasa, lo cual puede deberse a la

formacién de una emulsién junto con proteinas y péptidos, provocando la retencidon de

grasa en los hidrolizados y afectando el rendimiento de la fraccién proteica.

Por otra parte, el grado de hidrélisis obtenido de forma extensiva y secuencial en

C. quinoa Willd. puede observarse en la Figura 23.
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Figura 23. Grado de hidrdlisis a través del tiempo de C. quinoa Willd. obtenidos mediante el empleo de

Alcalasa y Flavorzima
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El grado mayor de hidrélisis se observd a los 60 minutos (31.22%), a los 75

minutos (82.11%) y a los 180 minutos (87.08%) empleando Alcalasa, Flavorzima y

ambas, respectivamente. Por otra parte, el hidrolizado obtenido empleando Alcalasa

durante 60 minutos de hidrélisis, en comparacién con los demads, presenta la mayor

riqueza proteica, con un valor cercano al 75.44%, y el mejor rendimiento, con 34.93 mg

prot/mL. Por ello, ha sido elegido para determinar su caracterizacién fisicoquimica

(Tabla 29) y evaluar sus propiedades funcionales.

Tabla 29. Caracterizacion fisicoquimica del hidrolizado proteico obtenido a los 60 minutos con Alcalasa

de C. quinoa Willd.

Andlisis des:rg"ri::‘a & I?rls:zﬂ:, Hﬁl;otl;izfodo
Humedad (%) 98240020  406+0044 477 +0.028
Grasa (%) 3.00+0.141  1.087 +0.004 9.5 +0.000
Fibra (%) 7.13+0.188  10.68 +0.193 3.89 +0.059
Cenizas (%) 5.11+0.103 5.79 + 0.088 7.69 + 0.269
Proteinas (%) 18.64+0.172 7150 +0.792  72.13 +0.442
Azucares solubles (%) 1.28 + 0.000 3.18 + 0.000 0.83 +0.001
Polifenoles (%) 0.024 +0.000  0.010 + 0.000 0.16 + 0.001
*Otros 54.996 +0.000  3.693+0.000  1.8517 +0.000

Los resultados estian expresados como la media + la desviacién estdndar de tres experimentos

independientes
*Otros: principalmente almidén y pectinas

A diferencia de lo observado en amaranto, la riqueza proteica del hidrolizado

obtenido (72.13%) es superior tanto a la riqueza proteica de la harina desengrasada

(18.64%) como a la del aislado proteico (71.50%). A pesar de esto, el contenido proteico
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del hidrolizado es inferior al de un aislado proteico convencional, el cual presenta

valores cercanos al 90%. Esto puede estar relacionado, tal como se menciond

anteriormente, a la grasa retenida debido a la formacién de una emulsién junto con las

proteinas, pero también puede atribuirse a las sales afiadidas durante la solubilizacién de

las proteinas, asi como de la sosa adicionada para el ajuste del pH durante la hidrdlisis

enzimatica, las cuales ocasionan un incremento en la concentracion de cenizas. Esto en

concordancia a lo descrito por SliZyte et al. (2005), quienes mencionan que una parte de

las cenizas, como componente mineral, es soluble en agua y por tanto influye en el

rendimiento de la fraccion proteica hidrolizada.

En lo que respecta a la chia, su grado de hidrdlisis obtenido de forma extensiva y

secuencial puede observarse en la Figura 24.

100

90

80

70

60

50

/N

)

40

30

>
e

== ALCALASA

% Grado de Hidr+olisis

== ALCALASA-FLAVORZIMA
FLAVORZIMA

20

10

0 15

45 60 75 90 105 120 135 150 165 180
Tiempo (min)

30

Figura 24. Grado de hidrdlisis a través del tiempo de S. hispanica L. obtenidos mediante el empleo de

Alcalasa y Flavorzima
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En S. hispanica L. el mayor grado de hidrdlisis se observé a los 60 minutos
(18.89%), a los 120 minutos (40.36%) y a los 165 minutos (55.23%) empleando
Alcalasa, Flavorzima y ambas, respectivamente.

En el hidrolizado obtenido empleando Alcalasa durante 60 minutos de hidrélisis
se observd la mayor riqueza proteica, con un valor cercano al 78.50%, y el mejor
rendimiento, con 36.82 mg prot/mL, en comparacién con los demds hidrolizados. Por
esta razon, se selecciond para caracterizarlo fisicoquimicamente (Tabla 30), y ademds se

evaluaran sus propiedades funcionales.

Tabla 30. Caracterizacion fisicoquimica del hidrolizado proteico obtenido a los 60 minutos con Alcalasa

de S. hispanica L.

AN rada protedo | Droteico
Humedad (%) 1.32+0.03 3.90 + 0.08 3.95+0.010
Grasa (%) 5.1+0.15 4.1 +0.01 6.3 + 0.000
Fibra (%) 49.39 + 0.46 11.54 + 0.01 10.68 + 0.399
Cenizas (%) 7.22 +0.08 291 +0.03 3.64 + 0.057
Proteinas (%) 31.76 + 0.09 75.58 +0.02 73.31 +0.088
Azucares solubles (%) 5.12+0.05 1.92 +0.03 1.11 + 0.001
Polifenoles (%) 0.0399 + 0.01 0.0123 + 0.01 0.13 +0.001
*Qtros 0.0501 + 0.00 0.0377 + 0.00 0.88 + 0.000

Los resultados estan expresados como la media + la desviacién estandar de tres experimentos
independientes
*Otros: principalmente almidén y pectinas

Aunque la riqueza proteica del hidrolizado (73.31%) mejora el contenido

proteico de la harina (31.76%) es ligeramente inferior a la del aislado proteico (75.58%).
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Como se ha mencionado en otros apartados, la digestibilidad de las proteinas de S.
hispanica L. suele verse afectada por el alto contenido en fibra que presenta, dentro del
cual un porcentaje importante es soluble, lo cual complica su separacioén de la fraccion
proteica al momento de centrifugar los hidrolizados. Ademds, otro factor que se debe
considerar es el alto contenido de grasa que esta misma presenta, ocasionando la

formacion de emulsiones que afectaran el contenido proteico del hidrolizado.

7.3.1. Propiedades funcionales de los hidrolizados proteicos de Amaranthus

hypochondriacus L., Chenopodium quinoa Willd. y Salvia hispanica L.

Por otra parte, el grado de hidrdlisis tiende a influir en las propiedades
funcionales del hidrolizado obtenido. De ahi que resulte importante resaltar la alta
solubilidad presente en el hidrolizado obtenido con Alcalasa en el rango de pH entre 2-
12 (Figura 25) en comparacién con la harina y el aislado proteico. Estos resultados son
similares a los descritos por Aluko y Monu (2003) en quinoa, quienes observaron que la
hidrélisis enzimatica mejora la solubilidad del producto alcanzando valores de hasta
80%. Sin embargo, este aumento de solubilidad no siempre va acompafiado de una
mejora global de las propiedades funcionales debido probablemente al pequefio tamafo
de los péptidos que no permiten estabilizar las interfaces aire/agua en el caso de la

propiedad espumante o aceite/agua en el de la emulsificante.
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Por ejemplo, en la Tabla 31, se muestran los resultados de las propiedades

funcionales de las tres especies, donde la capacidad de absorcién de agua es una prueba

que no aplica para este tipo de productos debido a la alta solubilidad, mientras que la

capacidad de absorcién de aceite muestra un mejor comportamiento que la harina y el

aislado en las tres especies.

Tabla 31. Propiedades tecnofuncionales del hidrolizado proteico de Amaranthus hypochondriacus L.,

Chenopodium quinoa Willd. y Salvia hispanica L.

Amaranto Quinoa Chia
Absorcién de agua (%) No Aplica No Aplica No Aplica
Absorcién de aceite (%) 207.01 +3.32 210.03 +9.12 330.27 + 16.60
Actividad emulsificante (%) 86.67 + 1.11 89.17 +4.44 75.00 + 0.00
Estabilidad emulsificante (%) 40.00 + 0.00 90.00 + 0.00 50.00 + 0.00
Capacidad de hinchamiento (mL/g) No Aplica No Aplica No Aplica
Capacidad gelificante (+/-) No Aplica No Aplica No Aplica
Capacidad espumante (%) 4346 +1.11 4346 +1.11 43.46 + 1.33
Tiempo
Estabilidad espumante 15: 70.00 + 1.11 60.00 + 1.33 70.00 + 1.11
(%) 30 60.00 + 0.67 40.00 + 1.11 60.00 + 0.67
60° 60.00 + 0.67 20.00 + 0.89 60.00 + 0.67
120° 40.00 + 0.44 10.00 + 0.44 40.00 + 0.44

Los resultados estan expresados como la media + la desviacion estandar de tres experimentos independientes

En lo que respecta a la actividad emulsificante, las tres especies mostraron

valores similares e incluso inferiores que el aislado proteico, y su estabilidad no fue

Optima salvo en quinoa, la cual alcanz6 hasta un 90%. Esto resulta acorde a lo observado

por Aluko y Monu (2003) quienes reportaron que los hidrolizados proteicos de quinoa

presentan una alta estabilidad, pero su actividad es baja, por lo que su empleo para la
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elaboracion de emulsiones alimenticias no es tan bueno como el caso de los
concentrados proteicos.

Un comportamiento similar ocurre con la capacidad espumante, en donde tanto
en amaranto como en chia se observa mejor actividad y estabilidad, mientras que en la
quinoa se muestra una actividad ligeramente inferior y una estabilidad muy por debajo
de lo alcanzado en el concentrado proteico. Por ultimo, cabe resaltar la elevada
absorcién de aceite observada en los hidrolizados proteicos causada probablemente por
una mayor exposicion de los grupos hidrofobicos a causa de la destruccion de las
estructuras secundarias y terciarias de las proteinas.

En la Figura 26, se observa el cambio en el perfil de proteinas del aislado
proteico por efecto de la hidrélisis enzimdtica empleando Alcalasa, con la cual se
generaron pequefios peptidos que fueron identificados en el cromatograma.
Considerando que los hidrolizados proteicos obtenidos presentan una mejor solubilidad
que la harina desengrasada y el aislado proteico, otros factores a parte de la solubilidad

deben estar afectando a las propiedades funcionales.
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A continuacidn se presenta la estadistica descriptiva y ANOVA para cada una de

las propiedades tecnofuncionales de las harinas, aislados e hidrolizados proteicos de

amaranto (Tabla 32):

Tabla 32. Estadistica descriptiva y ANOVA de las propiedades tecnofuncionales de las diferentes
materias primas en Amaranto

Propiedad
tecnofuncional

Capacidad de

absorcion de agua

Capacidad de
absorcion de aceite

Capacidad de
hinchamiento

Capacidad
emulsificante

Capacidad
espumante

Materia prima

Harina
Aislado proteico

Hidrolizado proteico

Harina
Aislado proteico

Hidrolizado proteico

Harina
Aislado proteico

Hidrolizado proteico

Harina
Aislado proteico

Hidrolizado proteico

Harina
Aislado proteico

Hidrolizado proteico

X + DE

0.4882 + 0.00000
0.6153 £ 0.02439
1.5708 + 0.00000
0.4154 + 0.00098
0.4153 £0.01213
0.4723 £ 0.00569
0.2255 + 0.00000
0.1923 £ 0.15750
0.0000 + 0.00000
0.0000 £ 0.00000
1.2547 £0.07844
1.1973 £ 0.02098
0.0000 + 0.00000
0.4856 + 0.00070
0.7205 + 0.00116

Tukey

O O 0 M o000 M oo

Valor P

p<0.01

p<0.01

p<0.01

p<0.01

p<0.01

Letras diferentes marcan diferencia significativa (p<0.05)

La capacidad de absorcion de agua, la capacidad de absorcion de aceite, la

capacidad de hinchamiento, la capacidad emulsificante y la capacidad espumante de las

distintas materias primas empleadas de Amaranto difieren en forma altamente

significativa (p<0.01) debido a su naturaleza proteica.

153



A continuacion se presentan la estadistica descriptiva y ANOVA para cada una

de las propiedades tecnofuncionales de las harinas, aislados e hidrolizados proteicos de

quinoa (Tabla 33):

Tabla 33. Estadistica descriptiva y ANOVA de las propiedades tecnofuncionales de las diferentes

materias primas en Quinoa

Propiedad
tecnofuncional

Capacidad de

absorcion de agua

Capacidad de
absorcion de aceite

Capacidad de
hinchamiento

Capacidad
emulsificante

Capacidad
espumante

Materia prima

Harina
Aislado proteico

Hidrolizado proteico

Harina
Aislado proteico

Hidrolizado proteico

Harina
Aislado proteico

Hidrolizado proteico

Harina
Aislado proteico

Hidrolizado proteico

Harina
Aislado proteico

Hidrolizado proteico

X + DE

0.5120 £ 0.00000
0.8999 + 0.03132
1.5708 + 0.00000
0.4150 £ 0.01861
0.3548 + 0.00806
0.4760 + 0.01500
0.2055 £ 0.00716
0.1475 £ 0.00975
0.0000 + 0.00000
0.0000 £ 0.00000
1.2490 £ 0.00000
1.2420 + 0.08903
0.0000 + 0.00000
0.8509 + 0.00058
0.7201 + 0.00058

Tukey

o0 ®» OO0 Mo 00 0 o

Valor P

p<0.01

p<0.01

p<0.01

p<0.01

p<0.01

Letras diferentes marcan diferencia significativa (p<0.05)

La capacidad de absorcion de agua, la capacidad de absorcion de aceite, la

capacidad de hinchamiento, la capacidad emulsificante y la capacidad espumante de las

distintas materias primas empleadas de quinoa difieren en forma altamente significativa

(p<0.01) debido a su naturaleza proteica.
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A continuacién se presentan la estadistica descriptiva y ANOVA para cada una

de las propiedades tecnofuncionales de las harinas, aislados e hidrolizados proteicos de

chia (Tabla 34):

Tabla 34. Estadistica descriptiva y ANOVA de las propiedades tecnofuncionales de las diferentes

materias primas en Chia

Propiedad
tecnofuncional

Capacidad de

absorcion de agua

Capacidad de
absorcion de aceite

Capacidad de
hinchamiento

Capacidad
emulsificante

Capacidad
espumante

Materia prima

Harina
Aislado proteico

Hidrolizado proteico

Harina
Aislado proteico

Hidrolizado proteico

Harina
Aislado proteico

Hidrolizado proteico

Harina
Aislado proteico

Hidrolizado proteico

Harina
Aislado proteico

Hidrolizado proteico

X + DE

1.5708 £ 0.00000
0.7854 £ 0.03467
1.5708 + 0.00000
0.5264 + 0.00774
0.3450 = 0.00905
0.6121 £ 0.02313
0.0000 = 0.00000
1.2105 £ 0.03799
1.0472 + 0.00000
0.0000 £ 0.00000
1.2105 £ 0.03799
1.0472 £+ 0.00000
0.0000 + 0.00000
0.4856 + 0.00070
0.7201 + 0.00058

Tukey

on

O O o0 OO0 o oc o

Valor P

p<0.01

p<0.01

p<0.01

p<0.01

p<0.01

Letras diferentes marcan diferencia significativa (p<0.05)

La capacidad de absorcion de agua, la capacidad de absorcion de aceite, la

capacidad de hinchamiento, la capacidad emulsificante y la capacidad espumante de las

distintas materias primas empleadas de Chia difieren en forma altamente significativa

(p<0.01) debido a su naturaleza proteica.
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7.4. Electroforesis en geles de poliacrilamida de las harinas, aislados e
hidrolizados proteicos de Amaranthus hypochondriacus L.,

Chenopodium quinoa Willd. y Salvia hispanica L.

El contenido proteico de la harina desengrasada de A. hypochondriacus L., C.
quinoa Willd. y S. hispanica L. es 15.02%, 18.64% y 31.76%, respectivamente (Tabla 5,
9 y 13). Estas proteinas pueden agruparse en dos fracciones principales : globulinas y
albiminas. Como puede observarse en el andlisis por PAGE-SDS (Figura 27), las
proteinas del extracto crudo estan caracterizadas por una serie de bandas comprendidas
entre 39-31 kD y 27-22 kDa que corresponden a las subunidades o y B de las globulinas,
respectivamente (Figura 27, carril 2 para amaranto, 5 para quinoa y 8 para chia). Por
otro lado, tambien pueden observarse otras bandas de pesos moleculares comprendidas

entre 13-16 kDa que pertenecen a las albdminas (Figura 27, carril 2, 5 y 8).

Figura 27. Gel de poliacrilamida con dodecilhidrogenosulfato sédico (SDS-PAGE) de las harinas,

aislados e hidrolizados proteicos de A. hypochondriacus L., C. quinoa Willd. y S. hispanica L.

156



En lo que respecta a los aislados proteicos de A. hypochondriacus L., C. quinoa
Willd. y S. hispanica L., su contenido proteico es de 89.25%, 71.50% y 75.58%,
respectivamente (Tabla 19, 21 y 23). En los carriles 3 (amaranto), 6 (quinoa) y 9 (chia)
se pueden observar bandas de pesos moleculares comprendidas entre 16-12 kDa que
pertenecen a las albiminas (Figura 27, carril 3, 6 y 9).

El contenido proteico de los hidrolizados proteicos de A. hypochondriacus L., C.
quinoa Willd. y S. hispanica L. es de 81.38%, 72.13% y 73.31%, respectivamente
(Tabla 28, 29 y 30). Como consecuencia de la hidrdlisis, en ellos comienzan a
distinguirse fracciones entre 15-10 kDa, desapareciendo las bandas electroforéticas de
mayor peso molecular. En el PAGE-SDS realizado, no se aprecia ninguna banda entre 5-
3 kDa, observada anteriormente por FPLC (Figura 26), debido probablemente a la

incapacidad del Coomassie de tefiir péptidos de bajo peso molecular.
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7.5. Ensayos de actividad bioldgica de los hidrolizados proteicos de
Amaranthus hypochondriacus L., Chenopodium quinoa Willd. y Salvia

hispanica L. obtenidos mediante Alcalasa y Flavorzima

Las propiedades de los hidrolizados dependen de una serie de factores, entre los
que se incluyen el tipo de proteina, el grado de hidrdlisis de la enzima empleada en ella,
las condiciones ambientales, asi como cualquier pretratamiento que haya ocurrido en el
sustrato. Como se ha mencionado previamente, las enzimas Alcalasa® 2.4L vy
Flavorzima® 1000MG fueron utilizadas para la obtencion de los hidrolizados proteicos
constituidos por una amplia gama de péptidos con diferentes pesos moleculares. La
importancia de este apartado es determinar si en alguno de ellos existe actividad

bioldgica y evaluar su funcionalidad como antioxidante o antihipertensivo.

7.5.1. Actividad antioxidante.

En la industria alimentaria, los antioxidantes representan uno de los aditivos
utilizados mas importantes por sus multiples ventajas. Sin embargo, ha sido cuestionado
el empleo de aquellos obtenidos por via sintetica debido a su toxicidad potencial, por lo
que recientemente la busqueda de antioxidantes provenientes de fuentes naturales ha
tomado gran interés. Numerosos estudios han confirmado que una amplia gama de
hidrolizados proteicos poseen actividad antioxidante, lo que supone que las proteinas
modificadas enzimaticamente pueden servir como fuentes naturales de antioxidantes en

los modelos alimentarios para conservar estos alimentos y extender su vida qtil.
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Existen varios métodos para evaluar las propiedades antioxidantes de los
hidrolizados, dentro de los cuales, por mencionar algunos, se encuentra la actividad
antiradical contra el DPPH y los radicales hidroxilo, el poder antioxidante reductor de

fierro (FRAP) y el barrido de la actividad superoxido, entre otros.

7.5.1.1 DPPH

Entre los métodos que miden la capacidad de eliminacién de radicales libres, el
2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH), es uno de los mds ampliamente empleados. La
capacidad de eliminar el radical libre estable DPPH, el cual presenta maxima
absorbancia a 517 nm disuelto en etanol, puede expresarse como una medida de la
actividad antioxidante. Durante el ensayo, el radical cromdgeno purpura se reduce
mediante compuestos antioxidantes/reductores a la correspondiente hidracina amarilla
palida. La reduccion del radical cromégeno purpura por los antioxidantes donadores de
hidrégeno se controla mediante la disminucién de la densidad Optica a longitudes de
onda largas (515-520 nm) (Musa et al., 2013). En otras palabras, cuando el DPPH
encuentra una sustancia donadora de protones, como un antioxidante, el radical puede
ser secuestrado y, asi, disminuye la absorbancia. Algunas ventajas de este ensayo es que
es simple, puesto que no requiere de ninguna preparacion especial, es sensible,
independientemente de la polaridad de la muestra, y no requiere de equipos sofisticados.

La evaluacion de la actividad antioxidante se llevd a cabo segin el método
descrito por Wu et al., (2003). Como control positivo se utilizé el antioxidante sintético
butil hidroxitolueno (BHT) a una concentracion de 1 mg/mL. Se evaluaron los

hidrolizados proteicos a una concentracion de 1 mg Prot/mL obtenidos a distintos
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tiempos empleando hidrélisis extensiva con Alcalasa y Flavorzima, asi como su
hidrélisis secuencial, de A. hypochondriacus L., C. quinoa Willd. y S. hispanica L.
La capacidad antioxidante (porcentaje de captaciéon del DPPH) de los

hidrolizados proteicos de A. hypochondriacus L. se muestra en la Figura 28.
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Figura 28. Cinética de captacion del DPPH de los hidrolizados proteicos de A. hypochondriacus L.

Como puede observarse, los distintos hidrolizados extensivos y secuenciales
obtenidos empleando Alcalasa y Flavorzima no muestran un notable efecto antioxidante
en comparacion al control positivo BHT (73.35%), siendo el hidrolizado Alcalasa 60
minutos el de mayor porcentaje de captacion de DPPH (30.54%). Este resultado es
inferior al obtenido por Soriano-Santos y Escalona-Buendia (2015), quienes utilizando
Alcalasa durante 2.3 horas y con una relaciéon enzima/sustrato de 0.73 como condiciones

de hidroélisis, han conseguido un 39.9% de captacion de DPPH en la misma especie.
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A continuacion se presenta la estadistica descriptiva y ANOVA de la captacion

de DPPH empleando hidrolizados proteicos de amaranto obtenidos con una hidrdlisis

extensiva y secuencial a diferentes tiempos (Tabla 35):

Tabla 35. Estadistica descriptiva y ANOVA de la cinética de captaciéon de DPPH empleando
hidrolizados proteicos de Amaranto obtenidos con diferentes enzimas a diferentes tiempos

Enzima

Alcalasa

Flavorzima

Alcalasa
+
Flavorzima

Tiempo
0
15
30
45
60
0
15
30
45
60
75
90

105
120
0
15
30
45
60
75
90
105
120
135
150
165
180

X + DE
0.3657 = 0.00060
0.4206 = 0.00000
0.2549 + 0.00020
0.3527 +£0.00015
0.5855 +0.00011
0.4492 + 0.00038
0.5510 = 0.00022
0.5239 + (0.00035
0.4823 +0.00012
0.4863 + 0.00000
0.4917 = 0.00024
0.4367 + 0.00000
0.4056 = 0.00097
0.3001 £ 0.00018
0.3657 +0.00015
0.4206 = 0.00027
0.2549 +0.00123
0.3527 +0.00031
0.5855 +0.00043
0.4700 = 0.00012
0.4140 = 0.00000
0.4803 + 0.00024
0.4835 +0.00012
0.3746 = 0.00029
0.4913 +0.00042
0.4810 = 0.00019
0.4870 = 0.00044

Tukey

—- o =, S0l —O® 0 OO0 O S = o0 o 0

Valor P

p<0.01

p<0.01

p<0.01

Letras diferentes marcan diferencia significativa (p<0.05)

La accion de la Alcalasa, la Flavorzima y la Alcalasa + Flavorzima difieren en

forma altamente significativa (p<0.01) debido a los diferentes tiempos de hidrdlisis en la

captaciéon de DPPH.
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En lo que respecta a la capacidad antioxidante de los hidrolizados proteicos de C.

quinoa Willd., esta puede observarse en la Figura 29.
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Figura 29. Cinética de captacion del DPPH de los hidrolizados proteicos de C. quinoa Willd.

En similitud con lo anteriormente descrito, se observa que en los diferentes
hidrolizados obtenidos empleando Alcalasa y Flavorzima, el efecto antioxidante es
bastante inferior en comparacién al control positivo BHT (90.58%), siendo los
hidrolizados obtenidos con Flavorzima los que han presentado un mayor porcentaje de
captacion de DPPH (cerca del 60%). La baja capacidad antioxidante se encuentra en
concordancia a lo descrito por Aluko y Monu (2003), quienes a través de la
ultrafiltraciéon demostraron que dnicamente las fracciones de bajo peso molecular de los
hidrolizados de quinoa son las que presentan una alta capacidad secuestrante del DPPH,

siendo el permeado de <5 kDa el de mayor actividad.
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A continuacion se presenta la estadistica descriptiva y ANOVA de la captacion

de DPPH empleando hidrolizados proteicos de quinoa obtenidos con una hidroélisis

extensiva y secuencial a diferentes tiempos (Tabla 36):

Tabla 36. Estadistica descriptiva y ANOVA de la cinética de captaciéon de DPPH empleando
hidrolizados proteicos de Quinoa obtenidos con diferentes enzimas a diferentes tiempos

Enzima

Alcalasa

Flavorzima

Alcalasa
+
Flavorzima

Tiempo
0
15
30
45
60
0
15
30
45
60
75
90

105
120
0
15
30
45
60
75
90
105
120
135
150
165
180

X + DE
0.6245 +0.00028
0.5966 + 0.00016
0.5241 + 0.00058
0.5129 +0.00041
0.4715 +0.00043
0.7536 += 0.00032
0.8942 + 0.00016
0.9030 + 0.00026
0.8375 = 0.00010
0.8808 + 0.00031
0.8834 + 0.00021
0.8997 + 0.00026
0.8753 = 0.00037
0.8486 + 0.00025
0.6245 +0.00028
0.5966 + 0.00016
0.5241 + 0.00058
0.5129 +0.00041
0.4715 +0.00043
0.7126 = 0.00020
0.7088 +0.00021
0.6944 + 0.00016
0.6705 +0.00016
0.7282 + 0.00020
0.6675 +0.00027
0.6878 = 0.00010
0.6702 +0.00031

Tukey

Qe S —0Q == X0 0 Q00 DS o o =01 9 v 0 a0

Valor P

p<0.01

p<0.01

p<0.01

Letras diferentes marcan diferencia significativa (p<0.05)

La accion de la Alcalasa, la Flavorzima y la Alcalasa + Flavorzima difieren en

forma altamente significativa (p<0.01) debido a los diferentes tiempos de hidrdlisis en la

captaciéon de DPPH.
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Por otra parte, la capacidad antioxidante de los hidrolizados proteicos de S.

hispanica L. se muestra en la Figura 30.

100

90

80

70 & -

60 _

50 -

40

Captacién DPPH (%)

30

20 -

10 1

© © © © © © o © © © © © © © © © © © © © © o © © © © © © © © o © © © © © o © © =

Z|E|E|Z E ER|EE R EEREEZREEZREEZREESREEREEREEBZEE-Z.EE 3
© N : © N E © N E © N "“_‘ © N ﬁ © N : © N E © N ﬁ © N E © N E © N : © N ‘b_l © N ﬁ
R I R R R R R R
© 3 m|® o © o ® ® | ® © 3 m® o © ® 3 m|® m| © m| ® & &
[ ey oo [ [ oo [ [rag ey oo [ oo [ [ oo
+ + + + + + + + + + + + +
: * : * * : * : : * : * :
o 2 2 o 2 o g 2 2 2 2 g 2
K] s s £ I K 8 s K] s o £ I
& £ & £ £ & £ & & £ & £ &
K o2 L2 o o2 K4 QL Q2 o 9 K= L Q2
< < < < < < < < < < < < <

15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 ‘CONTROL‘

Tiempo de Hidrolisis (min.)

Figura 30. Cinética de captacion del DPPH de los hidrolizados proteicos de S. hispanica L.

Caso contrario ocurre con S. hispanica L., en donde se observa que en los
hidrolizados obtenidos empleando Flavorzima, el efecto antioxidante es ligeramente
inferior en comparacién al control positivo BHT (93.12%), presentando porcentajes de
captacion de DPPH entre el 70-80%. Estos resultados son similares a los observados por
Orona-Tamayo et al. (2015), quienes describen que la fraccién proteica presente con
mayor capacidad antioxidante es la globulina seguida de la albimina, mientras que las
fracciones que requieren de una mayor concentracion peptidica para inhibir al DPPH son

las prolaminas y glutelinas.
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A continuacion se presenta la estadistica descriptiva y ANOVA de la captacion

de DPPH empleando hidrolizados proteicos de chia obtenidos con una hidroélisis

extensiva y secuencial a diferentes tiempos (Tabla 37):

Tabla 37. Estadistica descriptiva y ANOVA de la cinética de captaciéon de DPPH empleando
hidrolizados proteicos de Chia obtenidos con diferentes enzimas a diferentes tiempos

Enzima

Alcalasa

Flavorzima

Alcalasa
+
Flavorzima

Tiempo
0
15
30
45
60
0
15
30
45
60
75
90

105
120
0
15
30
45
60
75
90
105
120
135
150
165
180

X + DE
0.7703 = 0.00020
0.8184 +0.00015
0.7834 + 0.00021
0.7536 + 0.00030
0.7552 +0.00020
0.8712 + 0.00027
1.0092 + 0.00017
0.9808 + 0.00044
1.0133 = 0.00028
1.0190 + 0.00034
0.9716 = 0.00033
0.9508 + (0.00032
1.0229 + 0.00034
1.0145 + 0.00039
0.7703 = 0.00020
0.8184 +0.00015
0.7834 +0.00021
0.7536 = 0.00030
0.7552 +0.00020
1.0729 + 0.00036
1.0695 + 0.00024
1.0540 £+ 0.00036
1.0945 + 0.00032
1.0729 + 0.00018
1.0554 + 0.00023
1.0783 + 0.00025
1.0848 + 0.00018

Tukey
c

RN == = S = O 0 00 = O 0 SR O o

Valor P

p<0.01

p<0.01

p<0.01

Letras diferentes marcan diferencia significativa (p<0.05)

La accion de la Alcalasa, la Flavorzima y la Alcalasa + Flavorzima difieren en

forma altamente significativa (p<0.01) debido a los diferentes tiempos de hidrdlisis en la

captaciéon de DPPH.
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De este modo, la actividad antioxidante de estos péptidos contra DPPH podria

provenir de su hidrdlisis extensiva, lo que da lugar a la formacién de péptidos mds cortos

que podrian obstaculizar su capacidad como donadores de electrones (Siow y Gan,

2013), siendo la Flavorzima la de mayor capacidad antioxidante. Por otro lado, como

puede observarse en la Tabla 38, dicha actividad también puede estar relacionada con la

presencia de cantidades elevadas de aminodcidos hidrofébicos (Val, Pro, Gly, Ile, Tyr,

Met, Leu y Phe) ya que estos son mds susceptibles de ser oxidados, asi como con el

enriquecimiento de aminodcidos acidos y sus amidas (Glu, Asp y Ans) presentes en la

fraccion globulina de estas proteinas (Sandoval-Oliveros y Paredes-Lopez, 2013).

Tabla 38. Composicién aminoacidica de los hidrolizados proteicos Alcalasa 60 minutos de A.

hypochondriacus L, C. quinoa Willd. y S. hispanica L.

Aminoécidos A. hypochondriacus L. C. quinoa Willd. 8. hispanica L. = FAQO, 1985
(mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g)

Asp + Asn 10.341 +0.176 11.286 + 0.032 9.714 + 0.030

Glu + GIn 17.919 + 0.443 15.324 +0.155 17.743 + 0.140

Serina 6.378 + 0.044 5.790 + 0.030 6.620 + 0.052

Histidina 4.275 + 0.060 3.847 + 0.035 3.719 + 0.073 1.9

Glicina 6.355 + 0.032 5.702 + 0.060 4.957 +0.048

Treonina 3.874 +0.025 4.353 + 0.025 4.025 + 0.080 3.4

Arginina 10.211 + 0.057 8.067 +0.037  10.092 +0.120

Alanina 3.967 + 0.026 4.817 + 0.015 5.157 + 0.028

Prolina 1.621 + 0.024 1.538 + 0.028 1.201 + 0.180

Tirosina 7.984 + 0.240 7.552 +0.209 7.928 + 0.264

Valina 3.981 + 0.039 4.991 + 0.076 4.585 +0.047 3.5

Metionina 0.382 + 0.045 0.360 + 0.015 0.448 + 0.016 2.5%

Cisteina 1.820 + 0.029 1.466 + 0.038 2.380 + 0.067

Isoleucina 3.931 + 0.060 4.398 + 0.096 3.335 + 0.045 2.8

Leucina 0.001 + 0.000 0.001 + 0.000 0.001 + 0.000 6.6

Fenilalanina 6.801 + 0.067 8.422 + 0.056 7.445 + 0.044 6.3

Lisina 5.432 +0.104 5.486 + 0.134 5.679 + 0.056 5.8

a: Metionina + Cisteina
b: Fenilalanina + Tirosina

Los resultados (mg/100 g) estan expresados como la media + la desviacion estandar de tres experimentos

independientes
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7.5.1.2 Decoloracion del beta caroteno

El método mide la capacidad antioxidante para inhibir la peroxidacion lipidica,
en el que un sistema modelo de B-caroteno y 4cido linoleico experimenta una rdpida
decoloracién en ausencia de un antioxidante. El radical libre del 4cido linoleico formado
por la extraccién de un dtomo de hidrégeno de uno de sus grupos metileno ataca las
moléculas de B-caroteno, las cuales pierden los dobles enlaces y por lo tanto su color
naranja caracteristico. La velocidad de blanqueo de la solucién de B-caroteno se mide
por la diferencia entre la lectura inicial en absorbancia espectral a 470 nm (Juntachote y
Berghofer, 2005). En otras palabras, el ensayo se basa en determinar
espectrofotométricamente la decoloracién que sufre el -caroteno por la accién de los
productos de oxidacién del acido linoleico. Este método es simple, reproducible y
eficiente para una répida evaluacion de propiedades antioxidantes. La evaluacion de la
actividad antioxidante se llevé a cabo segin el método descrito por Miller (1971). Como
control positivo se utilizé el antioxidante sintético butil hidroxitolueno (BHT) a una
concentracion de 0.1 mg/mL. Se evaluaron los hidrolizados proteicos a una
concentracion de 1 mg Prot/mL obtenidos a distintos tiempos empleando hidrdlisis
extensiva con Alcalasa y Flavorzima, asi como su hidrélisis secuencial, de A.
hypochondriacus L., C. quinoa Willd. y S. hispanica L.

La capacidad antioxidante (indice de proteccion) de los hidrolizados proteicos de
A. hypochondriacus L., de C. quinoa Willd. y de S. hispanica L. se muestra en las

Figuras 31-33, 34-36 y 37-39, respectivamente.
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Como puede observarse en las Figuras 31-33, los hidrolizados de A.

hypochondriacus L. que han presentado mayor capacidad antioxidante por tratamiento

enzimdtico trascurridos 120 minutos son la Flavorzima 45 minutos (47.45%), seguido de

Alcalasa 30 minutos (42.43%) y Alcalasa-Flavorzima 30 minutos (42.43%). A pesar de

que este valor es superior al del control negativo (32.02%), no existe un notable efecto

antioxidante, puesto que el porcentaje es sumamente inferior al indice de proteccion

presente en el BHT (69.87%).

A continuacion se presenta la estadistica descriptiva y ANOVA de la

decoloracion del beta caroteno (indice de proteccion) a diferentes tiempos de

determinacion y a diferentes tiempos de hidrolisis empleando hidrolizados proteicos de

amaranto obtenidos con Alcalasa, Flavorzima y Alcalasa + Flavorzima (Tabla 39 y 40):

Tabla 39. Estadistica descriptiva y ANOVA de la decoloracion del beta caroteno a diferentes

tiempos de determinacién empleando hidrolizados proteicos de Amaranto

Enzima Tiempo
0
30
60
90
120
150
0
30
60
90
120
150
0
30
Alcalasa 60

+
. 90
Fl
avorzima 120

150

Alcalasa

Flavorzima

X + DE
1.5708 + 0.00000
1.1519 + 0.08350
0.9601 +0.10974
0.8175 +0.12241
0.7058 +0.12493
0.6197 +£0.11898
1.5708 + 0.00000
1.1559 + 0.06563
0.9735 + 0.08563
0.8341 + 0.09648
0.7311 +0.09261
0.6402 + 0.08999
1.5708 + 0.00000
1.1217 + 0.06594
0.9231 +£0.08513
0.7793 £ 0.09316
0.6694 + 0.09386
0.5854 + 0.08880

Tukey
f

O T 0 0 - OO0 0 Y 0 0

Valor P

p<0.01

p<0.01

p<0.01

Letras diferentes marcan diferencia significativa (p<0.05)
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La accion de la Alcalasa, la Flavorzima y la Alcalasa + Flavorzima difieren en
forma altamente significativa (p<0.01) debido a los diferentes tiempos de hidrélisis en

los tiempo de determinacion de la decoloracion del beta caroteno.

Tabla 40. Estadistica descriptiva y ANOVA de la decoloracion del beta caroteno empleando
hidrolizados proteicos de Amaranto obtenidos por hidrdlisis extensiva y secuencial a diferentes
tiempos de hidrolisis

Enzima Tiempo X +DE Tukey  Valor P
Control negativo 0.8960 + 0.36357 a
0 0.9066 + 0.35831 b
15 0.9315 £ 0.34595 c
Alcalasa 30 0.9735 £ 0.32768 f p<0.01
45 0.9365 £ 0.34344 d
60 0.9686 + 0.32800 e
Control positivo 1.1840 + 0.23241 g
Control negativo 0.8959 + 0.36368 a
0 0.9288 + 0.34394 b
15 0.9909 + 0.31633 h
30 0.9389 £ 0.33973 f
45 1.0102 £+ 0.30996 ]
Flavorzima 60 0.9677 £ 0.32755 e p<0.01
75 0.9920 £ 0.31661 i
90 0.9706 £ 0.32066 f
105 0.9853 £ 0.31794 g
120 0.9634 + 0.32997 d
Control positivo 1.1834 + 0.23260 k
Control negativo 0.8960 + 0.36357 d
0 0.9066 + 0.35831 e
15 0.9315 £ 0.34595 h
30 0.9735 £ 0.32768 m
45 0.9365 £ 0.34344 j
60 0.9686 + 0.32800 1
Alcalasa 75 0.9190 + 0.35137 f
+ 90 0.9452 £ 0.33846 k p<0.01
Flavorzima 105 0.8768 +0.36782 a
120 0.9453 £ 0.33986 k
135 0.8923 £ 0.36188 c
150 0.9351 £ 0.34190 i
165 0.8901 £ 0.36027 b
180 0.9242 £+ 0.34636 g
Control positivo 1.1838 £0.23263 n

Letras diferentes marcan diferencia significativa (p<0.05)

178



La accion de la Alcalasa, la Flavorzima y la Alcalasa + Flavorzima difieren en
forma altamente significativa (p<0.01) debido a los diferentes tiempos de hidr6lisis en la
decoloracion del beta caroteno.

Si hay interaccién altamente significativa (p<0.01) debido a los diferentes
tiempos de determinaciéon y de hidrélisis en la decoloracién del beta caroteno por la
accion de la Alcalasa, la Flavorzima y la Alcalasa + Flavorzima.

Con respecto a los hidrolizados de C. quinoa Willd., puede observarse en las
Figuras 34-36 que los hidrolizados con mayor capacidad antioxidante por tratamiento
enzimatico trascurridos 120 minutos son la Flavorzima 90 minutos (62.45%), seguido de
Alcalasa-Flavorzima 180 minutos (47.45%) y Alcalasa 60 minutos (46.00%). El indice
de proteccion presente en el hidrolizado obtenido con Flavorzima puede considerarse un
antioxidante con capacidad moderada, dado que su valor es superior al del control
negativo (44.54%), y bastante proximo a la capacidad antioxidante presente en el BHT

(72.3%).
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A continuacién se presenta la estadistica descriptiva y ANOVA de la
decoloracion del beta caroteno (indice de proteccion) a diferentes tiempos de
determinacion y a diferentes tiempos de hidrélisis empleando hidrolizados proteicos de

quinoa obtenidos con Alcalasa, Flavorzima y Alcalasa + Flavorzima (Tabla 41 y 42):

Tabla 41. Estadistica descriptiva y ANOVA de la decoloracion del beta caroteno a diferentes
tiempos de determinacion empleando hidrolizados proteicos de Quinoa

Enzima Tiempo X +DE Tukey  Valor P
0 1.5708 £0.00000  f
30 1.1704 +0.08484 ¢
60 0.9994 +0.09814  d
Alcalasa 90 0.8691 £0.10519 ¢ p<0.01
120 0.7606 +0.10926 b
150 0.6619+0.11485  a
0 1.5708 £0.00000  f
30 12191 £0.07253 e
Flavorgima 60 1.0698 +0.07777  d -
90 0.9525 +0.07975 ¢
120 0.8555 +0.08164 b
150 0.7655 + 0.08802  a
0 1.5708 +0.00000
30 1.1658 +0.05780 e
Alcalasa 60 0.9902 +0.06726  d 001
Flavorgima 90 0.8585 + 0.07245 c p<.
120 0.7498 +0.07531 b
150 0.6540 + 0.07904  a

Letras diferentes marcan diferencia significativa (p<0.05)
La accion de la Alcalasa, la Flavorzima y la Alcalasa + Flavorzima difieren en
forma altamente significativa (p<0.01) debido a los diferentes tiempos de hidrolisis en

los tiempo de determinacion de la decoloracion del beta caroteno.
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Tabla 42. Estadistica descriptiva y ANOVA de la decoloracién del beta caroteno empleando
hidrolizados proteicos de Quinoa obtenidos por hidrélisis extensiva y secuencial a diferentes
tiempos de hidrolisis

Enzima

Alcalasa

Flavorzima

Alcalasa
+
Flavorzima

Tiempo
Control negativo
0
15
30
45
60
Control positivo
Control negativo
0
15
30
45
60
75
90
105
120
Control positivo
Control negativo
0
15
30
45
60
75
90
105
120
135
150
165
180
Control positivo

X + DE
0.9696 + 0.32380
0.9441 +0.33169
0.9765 +0.32690
0.9924 +0.31612
0.9555 +0.33608
0.9958 +0.31440
1.2037 +0.22243
0.9696 + 0.32380
0.9619 +0.32218
1.0536 + 0.27345
1.0421 + 0.28466
1.0825 +0.26854
1.0584 +0.27747
1.1045 +0.25778
1.1163 +0.25407
1.1123 +0.26234
1.0891 + 0.27289
1.2037 + 0.27658
0.9696 + 0.32380
0.9441 + 0.33169
0.9765 +0.32690
0.9924 +0.31612
0.9555 +0.33608
0.9958 +0.31440
0.9989 +0.31450
0.9742 +0.32698
0.9760 + 0.32360
0.9987 +0.31152
0.9841 +0.32044
1.0012 + 0.30858
0.9949 +0.31521
1.0071 + 0.30890
1.2037 +0.22243

Tukey
c

T 05 000 HAa O O QY 0 QA0 an

Valor P

p<0.01

p<0.01

p<0.01

Letras diferentes marcan diferencia significativa (p<0.05)

La accion de la Alcalasa, la Flavorzima y la Alcalasa + Flavorzima difieren en

forma altamente significativa (p<0.01) debido a los diferentes tiempos de hidrdlisis en la

decoloracion del beta caroteno.
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Si hay interacciéon altamente significativa (p<0.01) debido a los diferentes
tiempos de determinaciéon y de hidrélisis en la decoloracién del beta caroteno por la
accion de la Alcalasa, la Flavorzima y la Alcalasa + Flavorzima.

En cambio, puede observarse en las Figuras 37-39 a los hidrolizados de S.
hispanica L. que presentan mayor capacidad antioxidante por tratamiento enzimético
trascurridos 120 minutos, siendo Flavorzima 75 minutos el de mayor porcentaje
(70.96%), seguido de Alcalasa 30 minutos (57.71) y Alcalasa-Flavorzima 30 minutos
(57.71%). Estos hidrolizados superan el valor del control negativo (45.27%), pero el
hidrolizado Flavorzima 75 minutos presenta un notable efecto antioxidante, siendo
ligeramente inferior al indice de proteccion presente en el BHT (72.3%), lo cual resalta

la importancia del mismo como un potente antioxidante natural.
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A continuacién se presenta la estadistica descriptiva y ANOVA de la
decoloracion del beta caroteno (indice de proteccion) a diferentes tiempos de
determinacion y a diferentes tiempos de hidrélisis empleando hidrolizados proteicos de

chia obtenidos con Alcalasa, Flavorzima y Alcalasa + Flavorzima (Tabla 43 y 44):

Tabla 43. Estadistica descriptiva y ANOVA de la decoloracion del beta caroteno a diferentes
tiempos de determinacion empleando hidrolizados proteicos de Chia

Enzima Tiempo X +DE Tukey  Valor P
0 1.5708 £0.00000 £
30 13029 +0.04161 e
60 1.0839 +0.07603  d
Alcalasa 90 0.9477 £0.08033 ¢ p<0.01
120 0.8333£0.08523 b
150 0.7248 £0.09976  a
0 15708 £0.00000
30 13302+ 0.05054 e
Flavorgima 60 11519+ 0.06278  d -
90 1.0350 £0.06817 ¢
120 0.9334£0.07622 b
150 0.8490 +0.08207  a
0 1.5708 +0.00000  f
30 12935 +0.03166 ¢
Alcalasa 60 1.0784 +0.05343  d -
Flavorgima 90 0.9395 + 0.05703 c p<.
120 0.8242 £0.06090 b
150 07230 £0.07045  a

Letras diferentes marcan diferencia significativa (p<0.05)
La accion de la Alcalasa, la Flavorzima y la Alcalasa + Flavorzima difieren en
forma altamente significativa (p<0.01) debido a los diferentes tiempos de hidrolisis en

los tiempo de determinacion de la decoloracion del beta caroteno.
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Tabla 44. Estadistica descriptiva y ANOVA de la decoloraciéon del beta caroteno empleando

hidrolizados proteicos de Chia obtenidos por hidroélisis extensiva y secuencial a diferentes tiempos

de hidrolisis

Enzima

Alcalasa

Flavorzima

Alcalasa
+
Flavorzima

Tiempo
Control negativo
0
15
30
45
60
Control positivo
Control negativo
0
15
30
45
60
75
90
105
120
Control positivo
Control negativo
0
15
30
45
60
75
90
105
120
135
150
165
180
Control positivo

X + DE
1.0098 +0.32520
1.0111 +£0.32894
1.0636 +0.30919
1.1056 + 0.28529
1.0635 +0.30719
1.0832 +0.29269
1.2038 +0.22260
1.0098 + 0.32520
1.0739 + 0.27782
1.1509 + 0.24819
1.1238 +0.26132
1.1824 + 0.23680
1.1496 + 0.24525
1.1995 + 0.23098
1.1604 + 0.23980
1.1741 + 0.24075
1.1675 + 0.24698
1.2038 + 0.22260
1.0098 +0.32520
1.0111 +£0.32894
1.0636 +0.30919
1.1056 + 0.28529
1.0635 +0.30719
1.0832 + 0.29269
1.0607 = 0.30582
1.0852 +0.29107
1.0481 +0.30761
1.0891 + 0.28588
1.0445 + 0.30837
1.0769 + 0.28999
1.0457 + 0.30634
1.0831 + 0.28579
1.2038 +0.22260

Tukey

B —aoaDo mo— =0 —03 O FIQ 5 Hh— Q=00 T ® HOLOoOO T

Valor P

p<0.01

p<0.01

p<0.01

Letras diferentes marcan diferencia significativa (p<0.05)

La accion de la Alcalasa, la Flavorzima y la Alcalasa + Flavorzima difieren en

forma altamente significativa (p<0.01) debido a los diferentes tiempos de hidrdlisis en la

decoloracion del beta caroteno.
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Si hay interacciéon altamente significativa (p<0.01) debido a los diferentes
tiempos de determinaciéon y de hidrélisis en la decoloracién del beta caroteno por la
accion de la Alcalasa, la Flavorzima y la Alcalasa + Flavorzima.

Como se ha mencionado anteriormente, este ensayo se basa en una reaccion
oxidativa en cadena en la que una molécula lipidica tras otra se oxida hasta el maximo
posible para formar peréxidos lipidicos. Por tanto, el papel que ejercen los antioxidantes
durante dicho proceso es reducir el radical peroxilo a hidroperéxido antes de que este se
pueda propagar (Schneider, 2009). De acuerdo con esto, se puede observar como varia
el efecto de inhibicién de los hidrolizados peptidicos en las tres especies, siendo los
obtenidos con Flavorzima los mas cercanos al valor que exhibe el BHT y por tanto son
los que sufren menor porcentaje de reduccion conforme transcurre el tiempo entre cada
lectura cuando se compararon con la reaccion desinhibida que ocurre en el control
negativo. Estos resultados son similares a los descritos por Piotrowicz y Mellado
(2015), quienes observaron que los hidrolizados obtenidos con Protamex y Alcalasa
mostraban una relacion directa entre la inhibicién de la peroxidacién del 4cido linoleico
y el grado de hidrélisis en Engraulis anchoita. Sin embargo, la composiciéon de
aminodcidos a menudo prevalece y caracteriza la mejor actividad antioxidante (Tabla
38), lo que puede ser evidenciado por los hidrolizados obtenidos con la enzima
Flavorzima, que presentan el grado mds alto de hidrdlisis (Figura 22-24) y la mayor
actividad antioxidante (Figuras 32, 35 y 38). Aqui se involucra el hecho de que la
Flavorzima, a diferencia de la Alcalasa, al ser una mezcla de endo- y exo- peptidasas,
actia mas rapidamente en la formacién de pequefios péptidos que son mds susceptibles a
ser oxidados, lo que podria explicar los porcentajes mas altos obtenidos en ella. Otro

hecho es el efecto del tiempo de incubacién sobre el indice de proteccion, el cual podria
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atribuirse a la inestabilidad y la descomposicién del peréxido de hidrégeno en otros
productos de oxidacién secundaria, que conducen a una disminucién de la absorbancia

después de la incubacién prolongada a 45°C durante el proceso (Chen et al., 2007).

7.5.1.3 Poder reductor

El método mide la capacidad de un antioxidante para donar electrones al Fe (III).
El ensayo se basa en determinar el aumento de absorbancia a 700 nm que sufre el
ferricianuro en presencia de un antioxidante, el cual lo reduce a ferrocianuro, que al
reaccionar con Fe3+ forma ferrocianuro férrico (color verde). Cuanto mayor sea el valor
del poder reductor del compuesto ensayado, mayor serd la actividad antioxidante.

La evaluacion de la actividad antioxidante se llevd a cabo segiun el método
descrito por Oyaizu (1986). Como control positivo se utiliz6 el antioxidante sintético
butil hidroxitolueno (BHT) a una concentracion de 0.1 mg/mL. Se evaluaron los
hidrolizados proteicos a una concentracion de 1 mg Prot/mL obtenidos a distintos
tiempos empleando hidrélisis extensiva con Alcalasa y Flavorzima, asi como su
hidrdlisis secuencial, de A. hypochondriacus L., C. quinoa Willd. y S. hispanica L.

La capacidad antioxidante (poder reductor) de los hidrolizados proteicos de A.
hypochondriacus L., de C. quinoa Willd. y de S. hispanica L. se muestran en las Figuras
40, 41 y 42, respectivamente.

Como puede observarse en las Figura 40 y 41, los hidrolizados de A.
hypochondriacus L. y de C. quinoa Willd. han mostrado una pobre capacidad
antioxidante, siendo principalmente los hidrolizados obtenidos con Flavorzima los que

han presentado mayor valor en absorbancia respecto a los demés. En ambos casos, los
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hidrolizados han alcanzado un valor cercano al 25% de poder reductor respecto del BHT
y, a pesar de que este valor es cerca del doble del control negativo, no puede ser

considerado como un efecto antioxidante de importancia.
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Figura 40. Poder reductor de los hidrolizados proteicos de A. hypochondriacus L.
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Figura 41. Poder reductor de los hidrolizados proteicos de C. quinoa Willd.
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Figura 42. Poder reductor de los hidrolizados proteicos de S. hispanica L.
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A continuacién se presenta la estadistica descriptiva y ANOVA del poder

reductor empleando hidrolizados proteicos de amaranto obtenidos extensiva y

secuencialmente a diferentes tiempos (Tabla 45):

Tabla 45. Estadistica descriptiva y ANOVA del poder reductor empleando hidrolizados proteicos
de Amaranto obtenidos extensiva y secuencialmente a diferentes tiempos

Enzima

Alcalasa

Flavorzima

Alcalasa
+
Flavorzima

Tiempo
0
15
30
45
60
0
15
30
45
60
75
90

105
120
0
15
30
45
60
75
90
105
120
135
150
165
180

X + DE
0.098900 + 0.0002000
0.087667 +0.0003215
0.087900 + 0.0002000
0.089733 +0.0004726
0.090400 = 0.0004359
0.113367 = 0.0003786
0.107500 = 0.0001732
0.101633 = 0.0005033
0.120200 = 0.0003606
0.106600 = 0.0001000
0.102267 = 0.0002082
0.101533 = 0.0003055
0.101800 = 0.0005568
0.103033 + 0.0002082
0.099267 + 0.0001528
0.088033 +0.0003215
0.088333 +0.0004933
0.089467 + 0.0004041
0.089667 + 0.0004041
0.094200 + 0.0005568
0.096667 +0.0003215
0.097533 +0.0002517
0.100167 +0.0004041
0.102200 = 0.0004359
0.100233 + 0.0005686
0.098300 + 0.0002646
0.098233 +0.0001528

Tukey

000 S0 FO0 T mON N 50N 0TS SO0

Valor P

p<0.01

p<0.01

p<0.01

Letras diferentes marcan diferencia significativa (p<0.05)

La accion de la Alcalasa, la Flavorzima y la Alcalasa + Flavorzima difieren en

forma altamente significativa (p<0.01) debido a los diferentes tiempos de hidrdlisis en el

poder reductor.
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A continuacién se presenta la estadistica descriptiva y ANOVA del poder

reductor empleando hidrolizados

proteicos

secuencialmente a diferentes tiempos (Tabla 46):

de quinoa obtenidos

extensiva y

Tabla 46. Estadistica descriptiva y ANOVA del poder reductor empleando hidrolizados proteicos
de Quinoa obtenidos extensiva y secuencialmente a diferentes tiempos

Enzima

Alcalasa

Flavorzima

Alcalasa
+
Flavorzima

Tiempo
0
15
30
45
60
0
15
30
45
60
75
90

105
120
0
15
30
45
60
75
90
105
120
135
150
165
180

X + DE
0.127467 + 0.0002517
0.111167 +0.0002082
0.113900 + 0.0002000
0.111533 +0.0003786
0.105400 = 0.0004359
0.151133 +0.0002517
0.168533 + 0.0003786
0.161400 = 0.0005000
0.146533 + 0.0005508
0.123500 * 0.0004000
0.140733 +0.0003512
0.146533 + 0.0003512
0.140700 = 0.0002646
0.147833 + 0.0001528
0.127467 + 0.0002517
0.111167 +0.0002082
0.113900 = 0.0002000
0.111533 +0.0003786
0.105400 = 0.0004359
0.113467 + 0.0004509
0.114933 +0.0001528
0.122467 + 0.0004509
0.112700 = 0.0002646
0.121767 +0.0002517
0.120167 = 0.0003055
0.118833 +0.0003786
0.120400 = 0.0002000

Tukey

0Q =h0Q 50 5 0 A T~ A0 06 O 6 i 0 v 06 T A

Valor P

p<0.01

p<0.01

p<0.01

Letras diferentes marcan diferencia significativa (p<0.05)

La accion de la Alcalasa, la Flavorzima y la Alcalasa + Flavorzima difieren en

forma altamente significativa (p<0.01) debido a los diferentes tiempos de hidrdlisis en el

poder reductor.
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A continuacién se presenta la estadistica descriptiva y ANOVA del poder

reductor empleando hidrolizados

secuencialmente a diferentes tiempos (Tabla 47):

proteicos de chia obtenidos

extensiva 'y

Tabla 47. Estadistica descriptiva y ANOVA del poder reductor empleando hidrolizados proteicos

de Chia obtenidos extensiva y secuencialmente a diferentes tiempos

Enzima

Alcalasa

Flavorzima

Alcalasa
+
Flavorzima

Tiempo
0
15
30
45
60
0
15
30
45
60
75
90

105
120
0
15
30
45
60
75
90
105
120
135
150
165
180

X + DE
0.388933 + (0.0002082
0.326633 +0.0001528
0.315867 +0.0001528
0.325800 = 0.0002646
0.367533 +(0.0002082
0.657300 = 0.0001000
0.655767 = 0.0002309
0.619333 + 0.0001528
0.539033 + 0.0002517
0.529500 + 0.0001000
0.496567 + 0.0001528
0.443567 + 0.0002082
0.457033 + 0.0001528
0.444367 + 0.0003055
0.388933 + 0.0002052
0.326633 +0.0001528
0.315867 +0.0001528
0.325800 + 0.0002646
0.367533 +0.0002082
0.335433 +£0.0002517
0.351200 = 0.0005292
0.346767 +0.0002082
0.290433 + 0.0002082
0.329433 +0.0002517
0.303300 = 0.0002000
0.310967 + 0.0002517
0.305433 + 0.0003055

Tukey

0O OO ST — T~ 00 53 T 0 ® OO0 Hig 5S~,OT ™00

Valor P

p<0.01

p<0.01

p<0.01

Letras diferentes marcan diferencia significativa (p<0.05)

La accion de la Alcalasa, la Flavorzima y la Alcalasa + Flavorzima difieren en

forma altamente significativa (p<0.01) debido a los diferentes tiempos de hidrdlisis en el

poder reductor.
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Estos resultados son bastante similares a los descritos por Soriano-Santos y
Escalona-Buendia (2015), quienes evaluaron la capacidad antioxidante de hidrolizados
de la fraccién albumina y globulina de A. hypochondriacus L. y observaron que en todos
ellos el poder reductor era sumamente inferior al del control positivo, reportando valores
de absorbancia entre 0.05 y 0.1. Esto demuestra la limitada capacidad para donar
electrones por parte de estos hidrolizados, lo cual puede deberse a que la estructura
terciaria de estas fracciones proteicas no tenga la suficiente exposicion de los residuos
aminoacidicos que son mayormente susceptibles de ser oxidados.

Por otra parte, en la Figura 42 se observa el contraste respecto a los resultados
anteriormente descritos, donde los hidrolizados de S. hispanica L. han mostrado
absorbancias muy por encima de las de A. hypochondriacus L. y C. quinoa Willd., lo
que presume su gran poder reductor, llegando a presentar valores incluso superiores a
los del control positivo BHT en los hidrolizados obtenidos con Flavorzima, lo cual
resalta su importancia como un potente antioxidante natural gracias a su notable
capacidad donadora de electrones. Este resultado indica que el poder reductor de los
hidrolizados proteicos es influenciado principalmente por el tipo de enzima empleada
durante la hidrélisis.

Ambigaipalan et al. (2015) observaron un comportamiento similar empleando
hidrolizados proteicos obtenidos con Alcalasa, Flavorzima y Termolisina en semillas de
datil (Phoenix dactylifera L). Ellos demostraron que la combinacién de enzimas
producia hidrolizados proteicos con alto poder reductor. Por tanto, el aumento de la
actividad antioxidante de sus péptidos debe estar relacionado con las propiedades que le
proporciona su composicion quimica y fisica. Esto puede sugerir que los péptidos de S.

hispanica L. podrian ser empleados como fuente potencial de antioxidantes naturales.
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En resumen, la actividad antioxidante de los péptidos puede verse influenciada
por la secuencia de sus aminodcidos, por la cantidad de aminoécidos libres presentes,
por el grado de hidrélisis, y por el peso molecular de los péptidos (Intarasirisawat et
al., 2012).

De acuerdo con Elias et al. (2008), la actividad antioxidante de las proteinas,
como se ha mencionado anteriormente, estd relacionada con su composicion
aminoacidica. No obstante, esta propiedad puede estar un tanto restringida por su
estructura terciaria, dado que muchos aminodcidos con potencial antioxidante (siendo
los mas reactivos aquellos que contienen cadenas laterales nucledfilas que contienen
azufre, tales como Cys y Met, o cadenas laterales aromaticas, como Trp, Tyr y Phe)
pueden estar encerrados dentro del nucleo proteico, donde son inaccesibles a los pro-
oxidantes. Por tanto, la hidrdlisis enzimatica favorece su exposicion aumentando con
ello la actividad antioxidante de los péptidos.

De forma general, los resultados de los tres ensayos empleados para evaluar la
capacidad antioxidante han indicado que las propiedades antioxidantes de los
hidrolizados dependen de las enzimas empleadas durante la hidrdlisis. Por ejemplo, los
hidrolizados preparados a partir de la proteina de S. hispanica L. usando Flavorzima
mostraron mayor actividad antioxidante, mientras que los hidrolizados preparados con
una combinacién de Alcalasa y Flavorzima no difieren en la eficacia antioxidante de los
generados tnicamente por Alcalasa.

Otros factores que deben ser considerados durante la evaluacion de la capacidad
antioxidante son la genética, los procesos agrotécnicos y las condiciones ambientales de

las semillas que se empleen.
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7.5.2 Actividad inhibidora de la enzima convertidora de angiotensina
(ECA)

La enzima convertidora de angiotensina (ECA) es una enzima clave del sistema
renina-angiotensina que regula la presiéon sanguinea en el organismo debido a que
escinde la angiotensina I en el potente vasoconstrictor angiotensina II, que también
promueve la retencion de sal. La ECA también inactiva la bradiquinina vasodilatadora
mediante la eliminacién secuencial de dos dipeptidos C-terminales (Sentandreu y
Toldra, 2006). Por lo tanto, el efecto general de la actividad ECA es una elevacién de la
presion arterial. En este sentido, el descubrimiento de compuestos capaces de suprimir
fuertemente la actividad ECA representa una estrategia exitosa para el tratamiento de la
hipertension, una de las enfermedades cronicas mas extendidas en los paises
desarrollados (Houston, 2002).

El método se basa en el empleo del tripeptido fluorescente inmovilizado
intramolecularmente o-aminobenzoylglycyl-p-nitro-L-phenylalanyl-L-proline (Abz-Gly-
Phe(NO»)-Pro). La hidrolisis de este sustrato por la accion de ECA genera el producto
fluorescente o-aminobenzoilglicina (Abz-Gly), que puede cuantificarse facilmente
fluorimétricamente usando longitudes de onda de excitacién y emision apropiadas. Entre
las ventajas que presenta el empleo de este método se pueden mencionar las siguientes:
a) implica solo un reactivo, evitando la derivatizacion adicional, extraccién con
disolventes orgénicos o separaciones cromatogréficas de los productos de reaccion; b) la
deteccion por fluorescencia de los productos de reacciéon da como resultado una alta
sensibilidad y precision; c) ademds del hecho de que todos los reactivos se encuentran

comercialmente disponibles (Sentandreu y Toldra, 2006).
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La evaluacion de la actividad inhibidora de la enzima convertidora de
angiotensina se llevé a cabo segtn el método descrito por Sentandreu y Toldra (2006).
Como control positivo se utiliz6 ECA de pulmén de conejo (A-6778 Sigma) a una
concentracion de una unidad/mL. Se evaluaron los hidrolizados proteicos a una
concentracion de 1 mg Prot/mL obtenidos a distintos tiempos empleando hidrdlisis
extensiva con Alcalasa y Flavorzima, asi como su hidrdlisis secuencial, de A.
hypochondriacus L., C. quinoa Willd. y S. hispanica L.

La actividad inhibidora de la ECA de los hidrolizados proteicos de A.
hypochondriacus L., C. quinoa Willd. y S. hispanica L. se muestra en las Figuras 43, 44
y 45, respectivamente.

En las Figuras 43-45, puede observarse claramente la influencia que ejerce el
tipo de enzima empleada durante la hidrdlisis sobre la capacidad inhibitoria de la enzima
convertidora de angiotensina. Caso contrario a lo descrito en la actividad antioxidante,
los valores mas elevados son los mostrados en los hidrolizados obtenidos con Alcalasa,
los cuales rondan el 80-90% en las tres especies, mientras que los valores mas
deficientes son los mostrados con Flavorzima, oscilando entre el 40-50%, con excepcion
de los hidrolizados de A. hypochondriacus L., los cuales presentan una pobre actividad
antihipertensiva alcanzando unicamente hasta 25%.

Estos resultados difieren a lo descrito en A. hypochondriacus L. por Soriano-
Santos y Escalona-Buendia (2015), quienes bajo condiciones similares de hidrélisis
empleando Alcalasa reportaron valores entre un 18-20% de capacidad inhibitoria en
hidrolizados de la fraccién albumina y globulina, mientras que al aumentar el tiempo de
hidrdlisis y la relacién enzima sustrato observaron porcentajes que alcanzaban el 80% de

inhibicion.
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Figura 43. Actividad inhibidora de la ECA de los hidrolizados proteicos de A. hypochondriacus L.
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Figura 44. Actividad inhibidora de la ECA de los hidrolizados proteicos de C. quinoa Willd.
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Figura 45. Actividad inhibidora de la ECA de los hidrolizados proteicos de S. hispanica L.
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En comparacion a lo descrito por Tovar-Perez et al. (2009), quienes observaron
que al afiadir la Alcalasa, la actividad inhibidora de ECA aumenta gradualmente a
medida que la hidrdlisis prosigue (alcanzando valores de hasta un 40%), los porcentajes
inhibitorios conseguidos son muy superiores, ademds de que el tiempo de hidrélisis es
mucho menor respecto al de estos investigadores, dado que emplearon cerca de 18 horas
para conseguir esta actividad inhibitoria.

Con respecto a la actividad inhibitoria de C. quinoa Willd., los resultados son
muy similares a los descritos por Aluko y Monu (2003), quienes observaron que la
reduccion del tamano del péptido aumenta significativamente la capacidad del
hidrolizado para inhibir la actividad de la ECA, reportando valores que van de un 15 a
un 10% de actividad residual empleando alcalasa, por lo que la ultrafiltracion podria ser
sin duda una alternativa potencial para la obtencion de péptidos con mayor actividad
antihipertensiva. Esto es apoyado por un trabajo previo en que se mostré que los
péptidos de mayor tamafno (aproximadamente de 10 aminodcidos) no tenian efecto
inhibitorio sobre la ECA (Oshima ef al., 1979).

Segura-Campos et al. (2013), evaluaron la capacidad inhibitoria de hidrolizados
de S. hispanica L. empleando una hidrdlisis secuencial Alcalasa-Flavorzima y
obtuvieron valores inferiores a los descritos en este ensayo. Observaron que en las
distintas fracciones empleadas la capacidad inhibitoria disminuia conforme aumentaba el
peso molecular de los péptidos, donde los menores a 1 kDa presentaron 69.3% de
inhibicién, mientras que los mayores a 10 kDa alcanzaban un 53.8%. Esto evidencia
nuevamente el hecho de que los péptidos de bajo peso molecular presentan mayor
capacidad inhibitoria de la ECA respecto a las proteinas intactas, lo que resalta la

importancia del empleo de proteasas en los ensayos de actividad bioldgica.
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A continuacién se presenta la estadistica descriptiva y ANOVA de la inhibicion

de la ECA empleando hidrolizados proteicos de Amaranto obtenidos extensiva y

secuencialmente a diferentes tiempos (Tabla 48):

Tabla 48. Estadistica descriptiva y ANOVA de la inhibicién de la ECA empleando hidrolizados
proteicos de Amaranto obtenidos extensiva y secuencialmente a diferentes tiempos

Enzima

Alcalasa

Flavorzima

Alcalasa
+
Flavorzima

Tiempo
0
15
30
45
60
0
15
30
45
60
75
90

105
120
0
15
30
45
60
75
90
105
120
135
150
165
180

X + DE
0.4364 +0.00015
1.1121 +0.00015
1.1254 +0.00013
1.1268 + 0.00039
1.1344 + 0.00027
0.5013 +0.00018
0.5102 +0.00018
0.4778 £ 0.00028
0.4783 + 0.00067
0.5228 +0.00018
0.4719 = 0.00014
0.5272 + 0.00034
0.5314 + 0.00052
0.4495 + 0.00101
0.4367 +0.00069
1.1125 +0.00048
1.1255 +0.00022
1.1266 + 0.00064
1.1348 + 0.00020
1.1149 + 0.00033
1.1142 + 0.00081
1.0809 + 0.00025
1.1291 + 0.00045
1.1151 £ 0.00048
1.0904 + 0.00053
1.0860 + 0.00092
1.0559 + 0.00076

Tukey

T TS0 - =0Q0e e 50 RO OO0 0 a0 oW

Valor P

p<0.01

p<0.01

p<0.01

Letras diferentes marcan diferencia significativa (p<0.05)

La accion de la Alcalasa, la Flavorzima y la Alcalasa + Flavorzima difieren en

forma altamente significativa (p<0.01) debido a los diferentes tiempos de hidrdlisis en la

inhibicién de la ECA.
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A continuacién se presenta la estadistica descriptiva y ANOVA de la inhibicién

de la ECA empleando hidrolizados proteicos de quinoa obtenidos extensiva y

secuencialmente a diferentes tiempos (Tabla 49):

Tabla 49. Estadistica descriptiva y ANOVA de la inhibicién de la ECA empleando hidrolizados
proteicos de Quinoa obtenidos extensiva y secuencialmente a diferentes tiempos

Enzima

Alcalasa

Flavorzima

Alcalasa
+
Flavorzima

Tiempo
0
15
30
45
60
0
15
30
45
60
75
90

105
120
0
15
30
45
60
75
90
105
120
135
150
165
180

X + DE
0.1298 + 0.00060
1.1294 + 0.00020
1.1357 +£0.00053
1.1755 + 0.00028
1.2161 + 0.00046
0.5036 = 0.00024
0.6964 + 0.00041
0.7398 + 0.00041
0.7575 = 0.00025
0.7002 = 0.00030
0.6832 + 0.00026
0.7667 = 0.00044
0.6413 = 0.00022
0.7066 + 0.00020
0.1298 + 0.00060
1.1294 + 0.00020
1.1357 +0.00053
1.1755 + 0.00028
1.2161 + 0.00046
1.1528 + 0.00036
1.1580 + 0.00034
1.1277 + 0.00039
1.1027 = 0.00012
1.1067 + 0.00063
1.1063 + 0.00026
1.0647 + 0.00038
0.9548 + 0.00038

Tukey

T L0 RSO0 = =0Q0Q = KT =00 S0 Q& 00 O

Valor P

p<0.01

p<0.01

p<0.01

Letras diferentes marcan diferencia significativa (p<0.05)

La accion de la Alcalasa, la Flavorzima y la Alcalasa + Flavorzima difieren en

forma altamente significativa (p<0.01) debido a los diferentes tiempos de hidrdlisis en la

inhibicién de la ECA.
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A continuacién se presenta la estadistica descriptiva y ANOVA de la inhibicion

de la ECA empleando hidrolizados proteicos de chia obtenidos extensiva y

secuencialmente a diferentes tiempos (Tabla 50):

Tabla 50. Estadistica descriptiva y ANOVA de la inhibicion de la ECA empleando hidrolizados

proteicos de Chia obtenidos extensiva y secuencialmente a diferentes tiempos

Enzima

Alcalasa

Flavorzima

Alcalasa
+
Flavorzima

Tiempo
0
15
30
45
60
0
15
30
45
60
75
90

105
120
0
15
30
45
60
75
90
105
120
135
150
165
180

X + DE
0.2269 +0.00114
1.0916 + 0.00051
1.0586 + 0.00654
1.1108 + 0.00025
1.1639 + 0.00057
0.5577 = 0.00034
0.7744 + 0.00023
0.8268 + 0.00036
0.6930 = 0.00020
0.7914 + 0.00031
0.6897 + 0.00021
0.5865 + 0.00023
0.6649 + 0.00037
0.6621 +0.00016
0.2269 +0.00114
1.0916 + 0.00051
1.0586 = 0.00654
1.1108 + 0.00025
1.1639 + 0.00057
1.1142 + 0.00026
1.0960 + 0.00062
1.0529 + 0.00007
0.9930 = 0.00028
1.0300 = 0.00017
0.9661 + 0.00034
0.9677 +0.00028
1.0156 = 0.00036

Tukey
a

QT T 0 0 === Xm0 o 06 C 0 5 = =0 & 0 QT 0

Valor P

p<0.01

p<0.01

p<0.01

Letras diferentes marcan diferencia significativa (p<0.05)

La accion de la Alcalasa, la Flavorzima y la Alcalasa + Flavorzima difieren en

forma altamente significativa (p<0.01) debido a los diferentes tiempos de hidrdlisis en la

inhibicién de la ECA.
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De forma general, el hidrolizado que mostré mayor actividad inhibitoria de ECA
fue el obtenido a los 60 minutos de hidrdlisis con Alcalasa en C. quinoa Willd. con un
87.94% (GH=31.22%), seguido de S. hispanica L. con 84.37% (GH=18.89%) y A.
hypochondriacus L. con un 82.15% (GH=26.59%). En comparacién con otras proteinas
alimentarias, por ejemplo el garbanzo (ECA= 40%; GH=30%, a los 30 minutos;
Pedroche et al., 2002) y el frijol mungo (ECA= 80%; GH=16%, a los 120 minutos; Li
et al., 2005) los valores obtenidos son superiores. Sin embargo, a pesar de que los
péptidos evaluados proceden de un proceso de hidrélisis extensiva, se observa que un
grado de hidrdlisis mas elevado no siempre estd relacionado con una mayor inhibicién
de la ECA.

Matsufuji et al. (1994) describieron que a partir de la hidrélisis de proteinas
contenidas en el musculo de sardina empleando Alcalasa, los péptidos con capacidad
inhibitoria de la ECA eran resistentes a la hidrolisis gastrointestinal, debido
principalmente a la reduccién en el tamafio de los péptidos. Por consiguiente, esto
sugiere que los péptidos con bajo peso molecular podrian ser absorbidos facilmente por
el cuerpo y ser capaces de ejercer funciones fisioldgicas tales como la inhibicién de la
actividad de la ECA y la eliminacién de radicales libres, lo cual resulta en un efecto

prometedor que ayude a contrarrestar problemas de salud.
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7.5.3. Simulacién gastrointestinal in vitro de los péptidos obtenidos
de Amaranthus hypochondriacus L., Chenopodium quinoa Willd. y Salvia

hispanica L.

Los alimentos proporcionan una fuente rica de peptidos bioactivos, los cuales
pueden influir positivamente en la salud (Kitts y Weiler, 2003). Estos peptidos se
encuentran codificados en las proteinas y pueden liberarse in vitro durante el
procesamiento de los alimentos o in vivo despues de la digestion gastrointestinal. Los
peptidos bioactivos pueden ejercer sus efectos sobre el sistema gastrointestinal o ser
absorbidos a traves del tracto intestinal y actuar sobre sistemas importantes. En los
ultimos afios, diversos investigadores han intentado identificar los componentes
alimentarios con beneficios potencialmente terapéuticos (Hernandez-Ledesma et al.,
2014), en particular los peptidos bioactivos como componentes fisiolégicamente activos
(Korhonen y Pihlanto, 2006).

Por esta razén, resulté importante evaluar el comportamiento del hidrolizado a
través de una simulacion gastrointestinal in vitro, mediante la cual puede observarse el
efecto del pH y de las enzimas digestivas sobre los peptidos bioactivos empleados.

La simulacion gastrointestinal de los hidrolizados proteicos obtenidos con
Alcalasa durante 60 minutos de hidrolisis de A. hypochondriacus L, de C. quinoa Willd.

y S. hispanica L. se muestra en las Figuras 46, 47 y 48.
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Figura 46. Simulacién gastrointestinal del hidrolizado proteico de A. hypochondriacus L.
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Figura 47. Simulacién gastrointestinal del hidrolizado proteico de C. quinoa Willd.
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Figura 48. Simulacién gastrointestinal del hidrolizado proteico de S. hispanica L.

En las Figuras 46-48, puede observarse el comportamiento de los péptidos de A.
hypochondriacus L., C. quinoa Willd. y S. hispanica L. bajo el tratamiento con enzimas
digestivas, pepsina y tripsina-pancreatina. El porcentaje mdas bajo de hidrdlisis se
observa en S. hispanica L. (GH=36.99%), seguido de A. hypochondriacus L.
(GH=37.48%) y C. quinoa Willd. (GH=43.94%).

Estos resultados son bastante similares a los descritos por Orsini ef al. (2011),
quienes evaluaron el efecto de diferentes condiciones de simulacidén gastrointestinal
sobre el grado de hidrdlisis en proteinas de Amaranthus mantegazzianus L., obteniendo
valores proximos al 42.0%. De acuerdo con estos resultados, la accion de las enzimas

gastrointestinales se redujo cuando se realiz0 una hidrdlisis previa con alcalasa,
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presentando un porcentaje de hidrdlisis de 29.2%, el cual, como ya se ha mencionado en
apartados previos, es bastante parecido al obtenido en A. hypochondriacus L. (26.59%) y
C. quinoa Willd. (31.22%), pero superior al de S. hispanica L. (18.89%). Ellos
observaron que un aumento en las relaciones pepsina/proteina y pancreatina/proteina
producia un aumento significativo en el grado de hidrélisis. Sin embargo, un aumento en
el tiempo de reaccion (de 60 a 90 minutos para la pepsina y de 30 a 60 minutos para la
pancreatina) no afectaba a este pardmetro.

La pancreatina, en particular, mostré una actividad muy limitada sobre este
sustrato, siendo una posible explicacion el hecho de que la Alcalasa, similar a varias
proteasas digestivas, es una serina proteasa, pero con una amplia gama de especificidad
(Chabanon et al., 2007). De este modo, la Alcalasa podria escindir algunos sitios que

constituyen objetivos especificos para la accion de la pancreatina.

209



7.5.4. Digestibilidad in vitro de las proteinas de Amaranthus
hypochondriacus L., Chenopodium quinoa Willd. y Salvia hispanica L. tras

su incubacion con proteasas digestivas

Previamente, se ha hablado sobre el contenido aminoacidico que presentan las
proteinas de las especies en estudio, pero una de las propiedades mas importantes de una
proteina comestible es que debe de tener una buena digestibilidad (FAO/WHO, 1991).
De acuerdo con Monroy-Torres et al. (2008), la digestibilidad de las proteinas in vivo
puede clasificarse de la siguiente manera: a) alta (93-100%), representada por proteinas
de origen animal (carne, pescado, leche, huevo) y algunas de origen vegetal (harina de
trigo baja en fibra, aislado proteico de soya); b) intermedia (86-92%), tales como harinas
integrales (maiz, soya, trigo, avena); y c) baja (70-85%), donde se encuentran cereales
procesados para consumo directo (maiz, trigo, avena, etc.). Por tanto, la digestibilidad es
un parametro determinante en la calidad de una proteina, mejorando con ello su valor
bioldgico, donde una buena digestibilidad podria significar que una proteina es
absorbida y finalmente empleada por el organismo.

Partiendo de esto, la hidrdlisis enzimatica de las proteinas puede ser una forma
de mejorar su valor biologico y propiedades funcionales, la cual ya ha sido utilizada en
la industria alimentaria (Nielsen y Olsen, 2002; Clemente, 2000; Adler-Nissen, 1986).
Algunas de las aplicaciones mas conocidas de las proteasas en la industria alimentaria
han tenido la finalidad de modificar estructuras proteicas, mejorar la solubilizacién de

concentrados de proteinas de pescado, reblandecer la carne, hidrolizar la caseina de la
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leche y cambiar la textura de quesos, mejorando con ello la calidad y el valor nutricional
de los productos finales (Nielsen y Olsen, 2002; Godfrey, 1996; Pearce, 1995).
La digestibilidad de la harina, del aislado y del hidrolizado proteico de A.

hypochondriacus L, de C. quinoa Willd. y S. hispanica L. se muestra en la Figura 49.

B HARINA DESENGRASADA M AISLADO PROTEICO [ HIDROLIZADO (A60)
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Figura 49. Porcentaje de digestibilidad de la harina, aislado e hidrolizado proteico de A. hypochondriacus

L., C. quinoa Willd. y S. hispanica L.

A continuacion se presenta la estadistica descriptiva y ANOVA de la
digestibilidad in vitro por materia prima y por especie de amaranto, quinoa y chia (Tabla

51y52):
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Tabla 51. Estadistica descriptiva y ANOVA de la digestibilidad de la harina, aislado e hidrolizado
proteico de Amaranto, Quinoa y Chia

Materia prima Especie X +DE Tukey  Valor P
Amaranto 1.0480 = 0.19420 c

Harina Quinoa 0.7642 + 0.02283 a p<0.01
Chia 0.9281 +0.12434 b
Amaranto 1.1154 £ 0.00146 b

Aislado Quinoa 1.0100 £ 0.03367 a p<0.01
Chia 1.0332 + 0.1444 a
Amaranto 1.1299 + 0.04461 b

Hidrolizado Quinoa 1.1296 £ 0.01075 b p<0.05
Chia 1.0422 +0.01016 a

Letras diferentes marcan diferencia significativa (p<0.05)
La digestibilidad de las harinas y los aislados proteicos difieren en forma
altamente significativa (p<0.01), mientras que los hidrolizados proteicos difieren en

forma significativa (p<0.05) debido a las diferentes especies analizadas.

Tabla 52. Estadistica descriptiva y ANOVA de la digestibilidad por especie de la harina, aislado e
hidrolizado proteico de Amaranto, Quinoa y Chia

Especie Materia prima X +DE Tukey  Valor P
Harina 1.0480 + 0.19420 a

Amaranto Aislado 1.1154 £0.00146 b p<0.05
Hidrolizado 1.1299 + 0.04461 b
Harina 0.7642 £ 0.02283 a

Quinoa Aislado 1.0100 £ 0.03367 b p<0.01
Hidrolizado 1.1296 £ 0.01075 c
Harina 0.9281 £ 0.00495 a

Chia Aislado 1.0332 £0.01444 b p<0.01
Hidrolizado 1.0422 £ 0.01016 b

Letras diferentes marcan diferencia significativa (p<0.05)

La digestibilidad de las distintas materias primas empleadas de quinoa y chia
difieren en forma altamente significativa (p<0.01), mientras que las distintas materias
empleadas de Amaranto difieren en forma significativa (p<0.05) debido a su naturaleza

proteica.
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La digestibilidad es uno de los aspectos mds importantes que deben evaluarse para la
elaboracion de alimentos biofuncionales. En la Figura 49, puede observarse que el valor
mds bajo de digestibilidad se presenta en la harina desengrasada, lo cual se encuentra en
concordancia a lo exhibido con la deficiente solubilidad proteica previamente descrita.
En lo que respecta a los aislados proteicos, los valores son superiores a la harina
desengrasada, pero aun no representan una notable mejoria en su porcentaje, lo cual
puede estar relacionado a que ha ocurrido una desnaturalizacion parcial de las proteinas
durante el proceso de obtencion del mismo. Con respecto a los hidrolizados proteicos, a
pesar de presentar los valores mds altos de digestibilidad (entre el 70-80%), no se
observa una notable mejoria respecto a los aislados proteicos. Es por ello que una buena
digestibilidad y absorcion intestinal de los hidrolizados extensivos obtenidos es algo
deseable, ya que pueden ser empleados en pacientes que presenten alguna actividad

gastrointestinal deficiente.
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8. CONCLUSIONES

La obtencién de péptidos bioactivos por hidrdlisis enzimdtica a partir de las
harinas desengrasadas de amaranto, quinoa y chia, resulta ser una alternativa interesante
para el aprovechamiento no solo de estos, sino también de una amplia gama de residuos
agroindustriales producidos lo cual ayudara en gran medida a la preservaciéon de la
calidad del medio ambiente, y de igual forma permitird orientar la implementacion de

nuevas tecnologias hacia una transformacion sustentable de los recursos naturales.

Los hidrolizados proteicos obtenidos del aislado de chia han resultado con mayor

actividad antioxidante que los de amaranto y quinoa.

La enzima convertidora de angiotensina (ECA) ha presentado mayor grado de

inhibicién con los hidrolizados obtenidos empleando endoproteasa (Alcalasa).

Los péptidos obtenidos por hidrdlisis extensiva con Alcalasa durante 60 minutos
de amaranto, quinoa y chia han mostrado mayor porcentaje de solubilidad y

digestibilidad que las harinas y aislados proteicos correspondientes.

La elaboracién de un alimento funcional (sustituto alimentario) a partir de
hidrolizados proteicos puede ser una alternativa agroalimentaria de interés por las

caracteristicas bioactivas y tecnofuncionales potenciales en el mismo.
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9. PERSPECTIVAS

En una sociedad donde en la actualidad la generacion de desechos por parte de
las industrias va en aumento, ya sea por satisfacer las necesidades humanas que resultan
volverse cada vez mas demandantes, o bien, por que no se ha implemantado algun
programa que busque la optimizacion de los recursos subutilizados, el aprovechamiento
de toda clase de residuos agroindustriales resulta clave para fomentar la preservacién del
medio ambiente, asi como alentar a las futuras generaciones a la busqueda de
alternativas que permitan el desarrollo sustentable de los recursos naturales. Respecto a
los péptidos bioactivos, resulta interesante el empleo potencial de ellos para el
tratamiento de enfermedades crénicas en humanos asi como en la elaboraciéon de
suplementos proteicos para deportistas o dietas especializadas para personas de la tercera
edad, por lo que la investigacion a futuro debe de ir encaminada a la bisqueda de nuevas
fuentes vegetales que puedan ser objeto de estudio para la obtencién de nuevos
compuestos bioactivos, y que a su vez puedan ser empleados en la elaboracién de

alimentos funcionales como sustitutos alimentarios con funcionalidad especifica.

Es por ello que la obtencién de péptidos bioactivos vid hidrélisis enzimatica a
partir de las harinas desengrasadas de amaranto, quinoa y chia, resulta ser una alternativa
interesante para el aprovechamiento no solo de estos, sino también de una amplia gama
de residuos agroindustriales producidos, lo cual ayudard en gran medida a la
preservacion de la calidad del medio ambiente, y de igual forma permitird orientar la
implementacién de nuevas tecnologias hacian una transformacién sustentable de los

recursos naturales.
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