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1 INTRODUCCION

1.1 Elamaranto
1.1.1 Historiadeun cultivo ancestral americano

El amaranto, también conocido como kiwicha en la region andina, se cultiva en
el continente americano desde hace mas de 10.000 afios. Su cultivo fue desarrollado por
los pueblos mayas, aztecas e incas. Estos pueblos consumian sus hojas verdes en la
forma de hortalizas y sus semillas en la forma de harinas. Con la llegada de los
espanoles a continente americano a finales del siglo XV, € cultivo de amaranto junto
con € de otras especies autoctonas fue sustituido por € de otras especies provenientes
del Vigilo Mundo y sdlo se mantuvo su cultivo en pequefia escala para consumo propio.

1.1.2 Caracteristicasdelaplantay su cultivo

El amaranto es una planta dicotiledonea perteneciente a la familia de las
amarantaceas. El género Amaranthus esta compuesto por méas de 60 especies, siendo las
mas importantes y las que actuamente se utilizan para la produccion de grano:
Amaranthus caudatus, Amaranthus hypochondriacus y Amaranthus cruentus. Los
amarantos pertenecen a grupo de plantas “C4”, una modalidad fotosintética de alta
eficiencia en € aprovechamiento de la radiaciéon solar y de la fijacion del didxido de
carbono presente en la atmésfera. Esta caracteristica le confiere adaptacion a diversas
condiciones agroecolégicas muy adversas tales como la sequia, atas y bagas
temperaturas y suelos salinos (Segura-Nieto y col., 1994).

Al igua que la quinua, e amaranto fue calificado por la NASA como cultivo
CELSS (Controlled Ecologica Life Support System). Este programa de la NASA se
caracteriza por la busgueda y seleccion de sistemas biorregenerativos capaces de
suministrar alimento, agua purificada y una atmésfera respirable para las tripulaciones
humanas durante futuras misiones espaciades de larga duracion (Wallace y Powers,
1990). Entre los criterios que deben cumplir estos cultivos se incluyen rendimiento,
calidad nutricional, indice de cosecha y requerimientos nutricionales durante su
crecimiento (Qin y col., 2007). Del amaranto se pueden consumir tanto sus hojas como
sus semillas, ambas con un elevado contenido de proteinas. Ademéas la planta es capaz
de crecer en un amplio rango de condiciones ambientales, incluida la acumulacion de
sales (Macler y MacElroy, 1989; Qiny col., 2013).
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La planta puede alcanzar una altura de 2-2,5 metros. Las hojas pueden ser
ovaladas o lipticas, de borde entero, con un tamafio que varia de los 6,5-15 cm. Sus
inflorescencias pueden ser terminales o axilares, varian desde totalmente erectas hasta
decumbentes, con colores que van del amarillo, anaranjado, rosado hasta € purpura
(Figural.l).

Figural.1. a) y b) Plantas de amaranto en cultivos a campo abierto.

1.1.3 Usosdelasdiferentes partesdelaplanta

El amaranto tiene mdltiples usos tanto en la aimentacién humana y anima
como en laindustria, medicinay en la ornamentacion.

Para la alimentacién humana se utiliza €l grano entero o0 molido en forma de
harinas, ya sea tostada, reventada o hervida. Las hojas tiernas reemplazan a las
hortalizas de hoja, y las plantulas también se utilizan para consumo. La planta en estado
fresco se utiliza como forrgje parala aimentacion del ganado sobre todo para combinar
con otras especies forrgjeras. También se utiliza para la produccion de concentrados
proteicos foliares debido a su ato rendimiento en biomasa verde y ato rendimiento de
proteina

Las semillas hacen una excelente combinacion con otros granos para alimentar
aves de corral, o para preparar cualquier otro tipo de aimento balanceado para uso
animal.

En laindustria, e amaranto se utiliza para la obtencién de pigmentos vegetales
rojo-violetas denominados betacianinas, principamente la amarantina y la
isoamarantina que se utilizan parala coloracion de alimentos (Cai y col., 1998).
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Ademés, por los colores vistosos y las formas variadas que presenta la
inflorescencia del amaranto, se utiliza como planta ornamental en jardines y parques
(Figura 1.2).

Figural.2. a) ad) Diversas formas de inflorescencias del amaranto.

1.1.4 Semillas

Las semillas de amaranto son granos en forma de discos que tienen un tamafio
de entre 1 y 2 mm de diametro. Su color varia del blanco a negro, pasando por €
dorado y morado, dependiendo de la especie de la cua provengan (Figura1.3).

El componente principal de la semilla de amaranto es el aimidon, que representa
entre € 50 y 60% de su peso seco. El diametro del granulo de almidén posee un tamafio
de entre 1-3 micrones, mucho menor que el de otras especies vegetales, motivo por €

cual su digestion se ve facilitada.
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Figura 1.3 Semillas de amaranto a) tamafio real, b) aumento 5x.

Las semillas de amaranto presentan un interesante contenido de proteinas (12-18
% p/p) y mayores niveles de lisina que los ceredles (Barba de la Rosa y col., 1992). El
contenido de proteinas se incrementa hasta el 20% en las harinas desgrasadas y hasta el
75% en los aislados proteicos de amaranto. Asimismo, € contenido lipidico de las
semillas de amaranto presenta un atractivo balance de é&cidos grasos saturados,
monoinsaturados y poliinsaturados junto con elevados niveles de escualeno (Berganzay
col., 2003; Rodas y Bressani, 2009).

115 Proteinasdelassemillasde amaranto
1.1.5.1 Clasificaciéon segun solubilidad

La clasificacion de Osborne (Osborne, 1924) permite dividir a las proteinas en 4
grupos seguin su solubilidad:

a) Albuminas, que eslafraccion extraible con agua.

b) Globulinas, que es lafraccién extraible con soluciones salinas diluidas.

¢) Prolaminas, que eslafraccion extraible con soluciones alcohdlicas.

d) Glutdinas, que eslafraccion extraible con soluciones &cidas o acalinas.

En e amaranto se encuentran representantes de las albiminas, de las globulinas
y las glutelinas siendo insignificante la proporcién de prolaminas.

1.1.5.2 Caracteristicas estructurales de las proteinas de amar anto
La fraccion abuminas estd compuesta por polipéptidos de diversos tamarios la
mayoria entre 10 y 43 kDa (Marcone, 2000; Segura-Nieto y col., 1992), encontrandose

10
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también algunos polipéptidos de mayor peso molecular, hasta 94 kDa (Martinez y
AR, 1996; Barba de la Rosa y col., 1992; Konishi y col., 1991). La mayoria de los
polipéptidos son monoméricos y no disociables por B-mercaptoetanol.

Las globulinas son las proteinas mayoritarias en el amaranto, del 20 a 60% del
total de las proteinas. Las globulinas de amaranto estan principa mente constituidas por
cantidades equivaentes de globulina 11S (Segura-Nieto y col., 1994; Chen y Paredes-
Lopez, 1997; Martinez y col., 1997) y globulina-P, que también pertenece a la familia
11S, pero presenta gran tendencia a polimerizarse y posee menor solubilidad en
soluciones sdlinas neutras (Martinez y col., 1997). En mucha menor proporcion se
encuentra una globulina 7S descripta por Barba de la Rosa y col. (1992) y Martinez y
col. (1997). Los estudios realizados por Marcone y Kakuda (1999) sobre esta fraccion
indican que es un heteroligdbmero de 186 kDa constituido por ocho subunidades, de
diferentes tamafios entre 15 y 90 kDa, unidas de modo no covalente.

De laglobulina 11S se han determinado caracteristicas estructurales (Marcone y
col., 1998; Salnikow y col., 1998) y se ha clonado y secuenciado € cDNA que codifica
para uno de sus polipéptidos (Osuna-Castro y col., 2000). Esta globulina esta
constituida por subunidades polipeptidicas de diferentes tamafios. En € estado nativo
estos polipéptidos se encuentran interaccionando para formar un heteroligdbmero
(Salnikow y cal., 1998). Como otras globulinas de lafamiliade las 11S, las subunidades
estan formadas por un polipéptido acido (A) y uno basico (B) unidos por enlaces puente
disulfuro.

El amaranto posee otra fraccion globulinica, descripta por primera vez por
Konishi y cal., (1991), la cua denomind albumina-2. Es una proteina tipo 11S, soluble
en aguay soluciones salinas de bagja fuerzaionica, pero insoluble en concentraciones de
NaCl mayores que 0,1M. Su pl aparente se encuentra entre 5y 6 y su composicion
polipeptidica es igual a la de la globulina 11S pero con mayor proporcién de las
subunidades de 56 kDa no diméricas (Konishi y col., 1991, Martinez y col., 1997). Una
caracteristica particular de esta proteina es su ato grado de polimerizacion con solo
aproximadamente un tercio de sus moléculas no agregadas. Las mismas mostraron una
masa molecular cercana a 300 kDa. Teniendo en cuenta sus aspectos moleculares y su
presencia en cuerpos proteicos se sugirié la denominaciéon de globulina polimerizada
(Gp) (Martinez y col., 1997; Castellani y col., 1998; Castellani y col., 2000).

La fraccion prolaminas se encuentra en muy baja proporciéon en € amaranto. Se

ha descripto que esta fraccion esta constituida por polipéptidos de baja masa molecular

11
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(entre 10 y 22 kDa), aunque existen agunas discrepancias en estudios realizados acerca
de los componentes mayoritarios (Castellani, 2000).

Las glutelinas de amaranto (18%), si bien se diferencian de las globulinas por ser
solubles sdlo a pHs extremos presentan composicion polipeptidica y caracteristicas
estructurales similares a la globulina-P (Abugoch, 2006). En medio desnaturalizante en
presencia de 2-mercaptoetanol se observan polipéptidos de masas moleculares
semegantes a las globulinas, en general se detecta una banda entre 54-60 kDa, y entre
dosy tres bandas en las regiones de 35-38 kDa y 24-26 kDa respectivamente, junto con
una baja proporcion de polipéptidos agregados que no entran a gel (Gorinstein y col.,
1998 y 2001; BarbadelaRosay col., 1992).

12  Kéfir
121 Caracteristicasdel kefir

El kefir es una leche écida fermentada que se consume desde hace miles de afios.
Esta bebida tiene su origen en las montafias del Caucaso situadas en €l limite entre
Europa y Asia. El kefir se distingue de otras bebidas fermentadas en que se elabora a
partir de granulos de kefir que contienen una mezcla compleja de bacterias y levaduras
(Saoff-Coste, 2005).

El kefir posee caracteristicas organolépticas distintivas debidas a pequefias
cantidades de dioxido de carbono, alcohol y moléculas arométicas como diacetilo y
acetaldehido, que son producidos durante la fermentacion de la leche. Ademas, durante
el proceso de fermentacién se produce una reduccion en e contenido de lactosa y un
ligero incremento en la protedlisis generando un aumento de péptidos y aminoacidos
libres (Zourari y Anifantakis, 1988).

1.2.2 Granulosdekefir

Los grénulos de kefir son masas irregulares, gelatinosas que presentan un color
blanco a ligeramente amarillo. Su matriz estd compuesta por proteinas y polisacaridos.
Contiene bacterias y levaduras que estan involucradas en el proceso de fermentacion. La
microbiota del granulo se mantiene relativamente estable en el tiempo estableciéndose
entre ellos una complearelacion simbidtica (Farnworth, 2005).

El tamafio de los granulos es variable, yendo desde varios milimetros a 2-3 cm
de diametro. Su forma es similar a las flores de la coliflor o a maiz inflado (Garrote y
col., 2001) (Figural.4).

12
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Figura1.4. Granulos de kefir utilizados en este trabajo.

1.2.3 Composicion microbiologica de los granulos de kefir

Lamicroflora dd kefir depende del origen de los granulos, de las condiciones de
cultivo y de las condiciones de conservacion de los granulos, entre otras (Garrote y col.,
1997; Garrote y col., 1998). La microbiota de los granulos de kefir esta compuesta por
bacterias lacticas, bacterias acido acéticas y levaduras fermentadoras y no
fermentadores de la lactosa. Las bacterias acido lacticas estén representadas por
lactobacilos que pueden ser homofermentativos y heterofermentativos, lactococos y
leuconostoc. Las especies microbianas que mas frecuentemente se aislan de los granulos

de kefir se presentan enlaTabla1.1.

Tabla1.1. Bacterias y levaduras encontradas en granulos de kefir y leche fermentada.

L actobacilos

Lactibacillus kefir Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus kefiranofaciens Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus kefirgranum Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus parakefir Lactobacillus casei
Lactobacillus brevis Lactobacillus paracasei
Lactobacillus plantarum Lactobacillus fructivorans
Lactobacillus helveticus Lactobacillus viridescens
L actococos

Lactococcus lactis subesp. Lactis Lactococcus lactis subesp. cremoris
Estreptococos

Streptococcus thermophilus

Enter ococos
Enterococcus durans

13
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L euconostoc

Leuconostoc sp.
Leuconostoc mesenteroides
Bacterias acido acéticas
Acetobacter sp.
Acetobacter pasteurianus
Otras bacterias

Bacillus sp.

Bacillus subtilis

Levaduras
Kluyveromyces marxianus
Saccharomyces sp.
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces unisporus
Saccharomyces exiguous
Saccharomyces turicensis
Saccharomyces delbrueckii
Saccharomyces dairensis
Torulaspora delbrueckii
Brettanomyces anomalus
Issatchenkia occidentalis

Acetobacter aceti

Micrococcus sp.

Escherichia coli

Candida friedrichii
Candida pseudotropicalis
Candida tenuis
Candida inconspicua
Candida maris
Candida lambica
Candida tannotelerans
Candida valida
Candida kefyr
Candida holmii

Pichia fermentans

Adaptado de Farnworth E. R., 2005.

1.2.4 Elaboracion delalechefermentada

Para elaborar €l kefir, se colocan 50 a 100 gramos de granulos en 1 litro de leche
fluida pasteurizada, en un recipiente de plastico o vidrio bien limpio y tapado. Se dejala
leche con los granulos a temperatura ambiente (preferentemente 20°C), durante 24-48
horas. Luego, se separan los granulos de la leche con un colador de plastico obteniendo
la leche fermentada que esta lista consumir. Los granulos recuperados se lavan solo con
agua potable (a temperatura ambiente) y se utilizan para preparar leche fermentada
nuevamente. Los granulos de kefir aumentan de peso durante los sucesivos subcultivos
en leche, debido a aumento de la biomasa de microorganismos, junto con un aumento
de la cantidad de matriz. Los granulos se conservan congelados a —20°C sumergidos en

leche.

1.25 Caracteristicas de la leche fermentada: cambios en macrocomponentes
debido alafermentacion
Cuando se adicionan a la leche los granulos de kefir los microorganismos

presenten en e granulo pasan a la leche. Tanto los microorganismos contenidos en la
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matriz como los presenten en la leche, crecen produciendo distintos metabolitos entre
los cuales se pueden mencionar acidos lactico, acético, férmico, pirtvico, CO; y etanol,
gue otorgan las caracteristicas organol épticas a producto fermentado.

Durante la fermentacion se generan ademas productos de degradacion de la
matriz alimentaria, como pueden ser ciertos péptidos, que poseen efectos benéficos
sobre la salud del consumidor. Las bacterias lacticas poseen enzimas, peptidasas y
proteinasas que son capaces de hidrolizar las proteinas del medio produciendo
aminoacidos y péptidos necesarios para su Optimo desarrollo en medios como la leche
(Séverin y Wenshui, 2005). Debido a la gran variedad de enzimas proteoliticas
presentes en los distintos fermentos es posible considerar que se generan una gran
variedad de péptidos que podrian tener actividad bioldgica. Varias bacterias aisladas de
granulos de kefir presentan un incremento en la actividad de proteasas, que aumentan la

posibilidad de encontrar péptidos bioactivos en €l kefir (Farnworth, 2005).

1.2.6 Fermentacion de otros substratos no lacteos por kefir

Los granulos de kefir norma mente se utilizan para fermentar leche de diferentes
mamiferos, entre ellas de vaca, cabra y oveja. Ademas los granulos pueden fermentar
sustitutos de la leche como leche de soja (Abraham y de Antoni, 1999; Liu y col.,
2005), leche de coco, leche de nuez (Cui y col., 2013) y pulpa de cacao (Puerari y col.,
2012).

Asimismo se ha encontrado que algunos de estos productos fermentados sobre
sustratos no lacteos poseen actividad biologica. Se ha descripto que la leche de soja
fermentada con granulos de kefir presenta actividad antimutagénica evaluada mediante
el ensayo de mutagenicidad sobre Salmonella y actividad antioxidante evaluada
mediante la disminucion de la peroxidacion del &cido linoleico y la capacidad de

captura de compuestos radicalarios (Liuy col., 2005).

1.3  Péptidos bioactivos obtenidos a partir de proteinas alimentarias
1.3.1 Péptidos bioactivos: definicion

En los dltimos afios, se ha estudiado y comprobado que las proteinas
alimentarias son una fuente importante de péptidos bioldgicamente activos. Los
péptidos bioactivos se definen como fragmentos especificos de proteinas que tienen un
impacto positivo sobre las funciones corporales beneficiando al organismo (Kitts y
Weiler, 2003).
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Se han encontrado péptidos bioactivos a partir de diversas fuentes proteicas

siendo las més estudiadas |os provenientes de leche, trigo, carne 'y soja (Tabla 1.2).

Tabla 1.2. Péptidos bioactivos derivados de alimentos.

Efecto

Antihipertensivo
(Inhibidora de ACE)

Inmunomodul atorio

Citomodulatorio

Agonista opioide

Antagonista opioide

Antimicrobiano
Antitrombotico
Quelante de minerales

Hipocolesterolémico

Antioxidante

Adaptado de Hartmann y Meisel, 2007.

Alimento deorigen Origen del péptido

Soja
Pescado
Carne vacuna
Leche
Huevo
Trigo
Brocoli
Arroz
Huevo
Leche
Trigo
Leche
Trigo
Leche
Leche
Huevo
Leche
Leche
Leche
Soja
Leche
Pescado
Trigo

Leche

Hidrolizados de proteina de soja
Hidrolizados de pasta de pescado
Hidrolizados de proteina muscular
a-lactoalblimina, B-lactoglobulina, a-, B- y K-caseinas
Ovotransferrina, ovoalbumina
Gliadina

Extracto de brdcoli

AlbUmina de arroz

Ovoalbimina

o-lactoalblmina, 0-, B- y k-caseinas
Gluten de trigo

0- y B-caseinas

Gluten de trigo

a-lactoalbtimina, B-lactoglobulina, a- y B-caseinas
Lactoferrina, K-caseina
Ovotransferring, lisozima
Lactoferrina, a-, B- y k-caseinas
K-caseina

-, B-caseinas

Glicinina

B-lactoglobulina

Mdsculo de sardina

Proteina de germen de trigo

a-lactoal biimina, B-lactoglobulina

1.3.2 Obtencion de péptidos bioactivos

Los péptidos potencialmente activos gque se encuentran encriptados en las

proteinas aimentarias ejercerian su accion una vez liberados de las mismas. Los

posi bles mecanismos para liberarlos son:
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a) Hidrdlisis con enzimas digestivas, durante laingesta o in vitro,
b) Hidrdlisis con microorganismos proteoliticos (fermentaciones),
c) Accion de enzimas proteoliticas derivadas de microorganismos o plantas.

d) Combinacién de métodos

1.3.3 Efectossobre e organismo

Los péptidos bioactivos gercen su efecto sobre los principales sistemas del
organismo: cardiovascular, digestivo, inmune y neurolégico. Para ser bioactivo un
componente dietario debe impartir efectos biolégicos mesurables a un nivel
fisiol6gicamente razonable. Ademas la bioactividad medida debe tener al menos €
potencial suficiente para afectar la salud de una manera benéfica, excluyendo posibles
dafios para la misma, como por g emplo toxicidad, alergenicidad y mutagenicidad. Otro
punto importante sobre los péptidos bioactivos es que para que gerzan su actividad
tienen que alcanzar intactos € tejido diana en cuestion, es decir, ser resistentes durante
ladigestion del alimento. La mayoria de los péptidos con actividad biol gica son cortos,
de s0lo 2-9 aminoéacidos.

Los efectos positivos sobre la salud se manifiestan como actividades biol 6gicas
entre las que se pueden mencionar las actividades antimicrobiana, antioxidante,

antitrombdtica, antihipertensiva, inmunomodulatoria, entre otras (Tabla 1.3).

Tablal.3 Efectos de los péptidos bioactivos sobre los principales sistemas del organismo.
Sistema Sistema Sistema Sistema
Cardiovascular Nervioso Gastrointestinal Inmune
Antihipertensiva Quelante de minerales Inmunomodul atoria
Antitrombdtica Regulacion del apetito Citomodulatoria
Hipocol esterolémica Antimicrobiana
Antioxidante Agonista/Antagonista opioide

Adaptado de Korhonen y Pihlanto, 2006; Hartmann y Meisel,2007.

Actividad antihipertensiva

En los Ultimos afios, agunas proteinas de los alimentos se han identificado como
fuentes de péptidos inhibidores de la enzima ACE, impidiendo de esta manera la
conversion de angiotensina | en angiotensina Il, potente agonista vasoconstrictor

(FitzGerald y col., 2004), 1o que conduce a descenso de la presion arterial. Si bien se
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han identificado varias fuentes proteicas, 10s péptidos derivados de las proteinas de la
leche presentan potencia antihipertensiva moderada, menor que las drogas utilizadas
con ese fin. Ademés debido a la incompleta biodisponibilidad de los péptidos tras la
administracion oral, es dificil predecir e efecto antihipertensivo in vivo sobre la base de
la actividad inhibitoria medida in vitro, debido a que estos componentes deben ser
absorbidos intactos en €l intestino y llegar a sistema cardiovascular en forma activa. En

este sentido, las propiedades estructurales de |os mismos juegan un papel importante.

Actividad antioxidante

El estrés oxidativo es otro de los factores de riesgo de enfermedades
cardiovasculares. Las especies reactivas al oxigeno (ROS) pueden causar grandes dafios
a las macromol éculas bioldgicas como e ADN, las proteinas y los lipidos. El consumo
de antioxidantes presentes en alimentos parece ofrecer mayores beneficios contra el
estrés oxidativo (Fang y col., 2002). La actividad antioxidante se ha atribuido a ciertas
secuencias de aminoacidos como atas cantidades de histidina y la presencia de
aminoacidos hidrofébicos (Suetsuna y col. 2000; Pefia-Ramos y col., 2004). Se cree que
la actividad antioxidante de los péptidos que contienen histidina esté relacionada con la
capacidad de este aminoacido a donar hidrégeno y con la capacidad quelante de iones
metdlicos del grupo imidazol. La hidrofobicidad de los péptidos parece ser un factor
importante para su actividad antioxidante debido a la mayor accesibilidad a grupos

hidrof dbicos, como los écidos grasos lipofilicos (Chen y col., 1998).

Actividad inmunomodulatoria

L os péptidos inmunomodulatorios modulan las funciones del sistema inmune ya
sea activando |la respuesta contra la presencia de microorganismo patdégenos o evitando
la respuesta inflamatoria. Su accién se evidencia mediante la medida de la proliferacion
de linfocitos, la actividad de las células NK (natural Kkiller), la produccion de
anticuerpos y la regulacion de la produccion de citoquinas. Ademas, reducen la

respuesta inflamatoria en reacciones a érgicas y modulan lainmunidad de mucosas.

Actividad antitrombdética
Se considera trombosis a la coagul acion intravascular que reduce u obtura la luz
vascular con detencién de la circulacion, pudiendo generar isquemia o infarto de

organos. En la génesis de latrombosis, la formacion del codgulo tiene lugar de un modo
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similar acomo ocurre para evitar o cesar la hemorragia en casos de disrupcion vascular,
en donde intervienen dos procesos relacionados entre si: la formacion de un agregado o
trombo de plaquetas y laformacion de fibrina.

La formaciéon de fibras de fibrina 0 coagulacion plasmética, consiste en la
transformacion del fibrindgeno, que es soluble, en una proteina insoluble a través de la
accion de la trombina, una enzima proteolitica que se forma por activacion de la
protrombina. El fibrinbgeno es una glucoproteina de peso molecular relativamente
elevado. La transformacion del fibrindgeno en fibrina se debe a la accion de la
trombina, que libera de la molécula de fibrinbgeno cuatro péptidos de bajo peso
molecular llamados fibrinopéptidos A y B de las cadenas a y [ respectivamente. Una
vez liberados los fibrinopéptidos, € resto del fibrindgeno constituye e mondémero de
fibrina, que mediante uniones e ectrostaticas forma el polimero (Mateo y col., 2006).

Una vez formado € trombo existe un sistema fibrinolitico que tiene como
objetivo la lisis de la fibrina depositada. Su componente principal es la plasmina, una
serin-proteasa de 85 kDa que se encarga de degradar alafibrina, a fibrinGgeno y otros
varios factores de la coagulacion.

Algunos de los péptidos con actividad antitrombdtica actian como inbibidores
especificos de la trombina. Entre los compuestos que se incluyen dentro de este grupo
se encuentran la hirudina y algunos péptidos sintéticos (Szewczuk y col., 1992). Las
hirudinas naturales son un conjunto de polipéptidos de una sola cadena, con diferentes
aminoacidos en € extremo C-terminal, producidos por la sanguijuela (Hirudo
medicinalis). También pueden gercer accion inhibitoria al unirse alos sitios terminales
de fibrindgeno impidiendo la polimerizacion de los monémeros de fibrina (Laudano y
Doolittle, 1978).

Actividad antimicrobiana

Se han encontrado péptidos con actividad antimicrobiana en todos los
organismos vivos, tanto en microorganisSmos como en organismos pertenecientes a los
reinos animal y vegetal. Estos péptidos tienen un amplio espectro de actividad, matando
o neutralizando muchas bacterias Gram-negativas y Gram-positivas, incluyendo algunas
cepas resistentes a antibidticos, como también hongos, virus y parésitos (Hancock,
2001). Usuamente estdn congtituidos por 12 a 50 residuos, y mientras difieren
ampliamente en secuencia y estructura, comparten algunas caracteristicas comunes

como €l hecho de ser policationicos (Stark y col., 2002). Cerca del 50% de sus
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aminoacidos son hidrofébicos y los péptidos son anfipéticos, es decir que en la
secuencia se aternan sisteméticamente residuos hidrof6bicos y polares.

1.3.4 Péptidosbioactivos en amaranto

Existen numerosos trabajos que indican la presencia de péptidos bioactivos
encriptados en proteinas de semillas de amaranto. Se utilizaron principal mente métodos
enziméticos para producir la hidrdlisis de las proteinas y se pudo comprobar que la
accion de alcalasa y la combinacion de acalasa y tripsina sobre aislados proteicos de
amaranto permitié obtener péptidos con potencial actividad bioldgica. Entre las
actividades bioldgicas encontradas se pueden mencionar: actividad antihipertensiva
(Tovar-Pérez y col., 2009; Vecchi y Afon, 2009; Fritz y col., 2011), actividad
antioxidante (Tironi y Afon, 2010; Orsini Delgado y col., 2011), actividad antifungica
(Lipkiny col., 2005; Rizzello y cal., 2009).
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2 OBJETIVOS

21  Objetivos Generales

El objetivo genera de este trabajo fue generar conocimientos que sirvan de base
para desarrollar ingredientes biol 6gi camente activos derivados de proteinas de amaranto
mediante hidrdlisis con microorganismos proteoliticos.

Se proponen estudiar dos actividades bioldgicas: actividad antitrombética y

actividad antimicrobiana.

2.2  Objetivos Especificos
Obtener proteinas hidrolizadas mediante e empleo de microorganismos. Evaluar
el efecto de la microflora propia de la harina de amaranto y de la microflora de
granulos de kefir sobre las proteinas de amaranto. Evaluar € efecto de la
temperatura sobre la hidrélisis de proteinas.
Caracterizar los hidrolizados proteicos obtenidos tanto en aspectos estructurales
como fisicogquimicos.
Evaluar el efecto de los hidrolizados sobre € crecimiento de E. coli.

Determinar la potencial actividad antitrombaticain vitro de los hidrolizados.
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3 MATERIALESY METODOS

3.1 Muestrasy condicionesde cultivo
3.1.1 Harinadeamaranto

Se utilizd harina obtenida a partir de semillas de Amaranthus mantegazzianus.
La harina desgrasada fue obtenida a partir de suspensiones a 10% p/v en n-hexano bgo
agitacion continua durante 24 horas. Se filtré con embudo de Buchner y bomba de
vacio, posteriormente se degjo secar a aire a temperatura ambiente y se almacend a 4°C
hasta su utilizacion. Se utilizé € méodo de Kjeldahl para determinar proteinas, €
método indirecto para determinar humedad a 105°C, se cuantificaron cenizas en mufla,
lipidos por el método de Soxhlet con eter etilico como solvente de extraccion e hidratos

de carbono total es por Fehling Causse Bonnans previa hidrdlisis.

3.1.2 Cultivosiniciadores-Granulos de kefir

Se utilizaron granulos de kefir CIDCA AGK1 de origen Argentino. Los granulos
fueron mantenidos a -20°C y fueron reactivados mediante sucesivos repiques en leche
fresca La Serenisima parcialmente descremada (Mastellone Hnos.) en una relacién del
5% plv. Luego de cada repique se incub6 durante 48-72 horas a temperatura ambiente
en un lugar seco y preferentemente con poca entrada de luz. Pasado dicho tiempo, la
biomasa obtenida fue colada (siempre utilizando recipientes, coladores y cucharas de
plastico, para evitar € contacto de los granulos con material metalico) y se prosiguié
con un nuevo repique (subcultivo). La produccion de biomasa continud por un periodo

aproximado de 30 dias.

3.1.3 Tratamiento dela harina con granulos de kefir

Se utilizaron suspensiones de la harina desgrasada de amaranto en agua destilada
de manera de obtener una concentracion final de proteinas de 0,5% p/v. En algunos
experimentos esta suspension fue sometida a un tratamiento térmico en autoclave con
calor himedo a 121°C y 1 atmésfera de sobrepresion durante 15 min. Las suspensiones
se adicionaron con granulos de kefir y se incubaron a 20°C. Al inicio de los
experimentos, los granulos de kefir que se encontraban creciendo en leche, se filtraron
utilizando un colador plastico para separarlos del sobrenadante, se lavaron con agua
destilada, se secaron con papel absorbente y se inocularon en las suspensiones de harina

desgrasada de amaranto a razén de 5 g de granulos en 100 ml de suspension. Los
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cultivos se mantuvieron a una temperatura controlada de 20°C durante todo e
experimento y se monitorearon cada 24 horas. Simultaneamente se utiliz6 como control

la misma suspension de harina de amaranto en agua sin el agregado de los granul os.

3.2 Caracterizacion delasmuestras
3.2.1 Caracterizacion microbiolégica
3.2.1.1 Mediosde cultivoy dedilucion
Diluyente pararecuentos
Se utilizé como diluyente solucion de triptona 1 g/l esterilizada en autoclave a
121°C a1 atm de sobrepresion durante 15 minutos.

Agar nutritivo

Este medio de cultivo se utilizO para € recuento de microorganismos
heterotrofos totales. Su composicion estd dada por:

- triptona 10 g/l

- extracto decarne5 g/l

- NaCl 59/l

- agar enpolvo 15 g/l

Se esterilizo en autoclave a 121°C a 1 atm de sobrepresion durante 15 minutos.

El medio se plaqued en condiciones de esterilidad en placas de Petri estériles.

Agar glucosa-cloranfenicol (YGC)

Este medio de cultivo selectivo se utilizo para e recuento de hongos y levaduras.
Su composicion esta dada por:

- glucosa20 g/l

- extracto decarne5 g/l

- cloranfenicol 0,1 g/l

- agar enpolvo 15 g/l

Se esterilizo en autoclave a 121°C a 1 atm de sobrepresion durante 15 minutos.

El medio se plagued en condiciones de esterilidad en placas de Petri estériles.

3.2.1.2 Recuento de microor ganismos
Se determind el contenido de microorganismos viables totales, bacterias |acticas,

hongos y levaduras en la harina desgrasada de amaranto por plaqueo de diluciones
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seriadas 1/10 preparadas en triptona (1 g/l) en placas de agar nutritivo y agar YGC. Una
vez redlizada la siembra, |as placas de Petri con medios Agar nutritivo y Agar glucosa-
cloranfenicol se incubaron en estufa a 30°C durante 24 a 72 horas, 0 hasta observar
desarrollo visible de colonias.

L os resultados fueron expresados como unidades formadoras de colonias (ufc)/g
de harina de amaranto.

3.2.1.3Tincidn y observacion microscopica
3.2.1.3.1 Tincion de Gram

Se rediz6 la tincion diferencial de Gram que permite distinguir los
microorganismos en Gram (+) y Gram (-) debido a diferencias en la estructura y
composicion de la pared celular bacteriana. Las soluciones utilizadas fueron las
siguientes:

- Solucion de Cristal Violeta: 10 g/l

- Solucion de Lugol: lodo 10 g/l y KI 20 ¢/l

- Solucion decolorante: 4 partes de etanol y 1 parte de acetona

- Solucion de Safranina: 2,5 g/l

El procedimiento seguido para redlizar la coloracion de Gram consistio en
colocar solucion de Cristal Violeta sobre e extendido fijado dgando actuar 2 minutos.
A continuacion se realizaron dos agregados sucesivos de solucion de Lugol durante 30
segundos cada uno. Posteriormente se realizé un lavado con agua. Luego se aplicd la
solucion decolorante dejandola actuar por 10 segundos seguido de un lavado con agua.

Por ultimo se agrego la solucién de safranina que se dejo actuar durante 2 minutos.

3.2.1.3.2 Morfologia microscopica de las colonias aisladas

La caracterizacion microscopica de las colonias se efectud sobre colonias que
fueron aisladas de |os diferentes medios de cultivo.

Para realizar la observacion microscépica de las colonias obtenidas en los
diferentes medios de cultivo se tom6 con un ansa en anillo estéril una porcién de una
colonia y se rediz6 un extendido sobre un portaobjetos, fijandolo a la llama.
Posteriormente se realizd |a coloracion de Gram. Se observaron a microscopio optico

Leica DMLB con objetivo de inmersion. Para la obtencion de imagenes se acoplé una
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camara Leica DC 100 (Leica Microscopy Systems Ltd., Heerbrugg, Suiza). Las
imégenes se tomaron con un aumento de 1000x.

3.2.2 Medida de pH
La medicién del pH de los diferentes cultivos se realiz6 con un electrodo
combinado de vidrio-calomel en un pHmetro pH 211 Microprocessor pH Meter (Harma

Instruments) previamente calibrado.

3.2.3 Electroforesisen gelesde poliacrilamida

Se redlizaron electroforesis desnaturalizantes en un sistema discontinuo tricina-
SDS-PAGE en presencia de urea 6M para la separacion de proteinas de bgo peso
molecular (1-70 kDa) en presenciay ausencia de 2-mercaptoetanol (Schagger, 2006). El
sistema discontinuo utilizado estuvo formado por tres geles con diferentes
concentraciones de acrilamida+bisacrilamida (% T) y diferente concentracion relativa de

bisacrilamida (% C).

3.2.3.1 Reactivos

- solucion AB3 (49,5% T, 3% C): acrilamida 48% plv, bisacrilamida 1,5% p/v.

- solucion AB6, (49,5% T, 6% C): acrilamida 46,5% p/v, bisacrilamida 3% plv.

- persulfato de amonio a 10%. Concentracion final de 0,075% v/v en e ge
apilador, de 0,05% v/v en el gel espaciador y 0,03% v/v en e gel separador.

- N°,N",N",Ntetrametiletilendiamina (TEMED): se agreg6 en la preparacion de
los distintos geles a una concentracion final de 0,01% v/v.

- buffer de electrodo anddico: Tris-HCI 0,1M apH 8,9.

- buffer de electrodo catodico: Tris 0,1M, tricina0,1M, SDS 0,1% p/v apH 8,25.

- buffer de gel: TrissHCl 1M, SDS 0,1% p/v apH 8,45.

- buffer de muestra: TrissHCl 50mM, glicerol 12% p/v, SDS 4% p/v, Coomassie
Blue G 0,01% p/v a pH 6,8; con o sin B-mercaptoetanol (2-ME) 5% v/v, para
obtener condiciones reductoras o no reductoras respectivamente.

- solucion fijadora: metanol 50% v/v, acido acético 10% v/v.

- solucion colorante: Coomassie Brilliant Blue R-250 al 0,192% p/v disuelto en
agua/metanol/&acido acético (10:10:4).

- solucién decolorante: écido acético a 10% v/v.
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3.2.3.2Muestras

Las muestras para las el ectroforesis se prepararon a partir de alicuotas tomadas a
diferentes tiempos durante la incubacion de suspension de la harina de amaranto
inoculada con los granulos de kefir y de sus respectivos controles. Se mezclaron
volumenes adecuados de cada una de las muestras con e volumen correspondiente de
buffer de muestra. Se buscd obtener soluciones o dispersiones que contengan entre 2-10
ug proteina/ pl.

Para asegurar la accion del B-mercaptoetanol presente en el buffer de muestra,
las dispersiones fueron calentadas a 100°C en bafio maria durante 1 minuto.

Antes de sembrar las muestras en los geles de poliacrilamida, fueron
centrifugadas a 10000g y a 15°C, durante 15 minutos. Posteriormente se sembraron a

razon de 20-50 ug de proteinapor calle.

3.2.3.3 Patrones

Se utilizaron diferentes patrones de masa molecular.

Los patrones de bajo peso molecular (LMW) marca GE Health Care, incluyen
las siguientes proteinas:

- fosforilasab 94 kDa
- seroalbdminabovina 67 kDa
- ovoabumina 45 kDa
- anhidrasa carbonica 30kDa
- inhibidor detripsina 20,1 kDa
- o-lactoabumina 14,4 kDa

Los patrones de muy bajo peso molecular (VLMW) marca BIO-RAD, utilizados
incluyen las siguientes proteinas:

- triosa-fosfato isomerasa 26,6 kDa

- mioglobina 16,95 kDa
- o-lactoabumina 14,4 kDa
- aprotinina 6,5 kDa

- cadena [3 de insulina 3,5kDa

- bacitracina 1,4 kDa

Las proteinas patron se solubilizaron en buffer de muestra desnaturalizante con

2-mercaptoetanol y se sometieron al mismo tratamiento que las muestras.
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3.2.3.4 Armado delos geles
Los geles se prepararon de modo de generar tres zonas de diferente
concentracion de acrilamida-bisacrilamida:
- Gel Apilador: 4% T, 3% C preparado con 0,0825 ml solucion AB3/ml solucion
gel.
- Gel Espaciador: 10% T, 3% C preparado con 0,2 ml solucion AB3/ml solucion
gel.
- Gel Separador: 16% T, 6% C preparado con 0,33 ml solucion AB6/ml solucion
gel con el agregado de urea hasta concentracion final 6M.

3.2.3.5Desarrollo delosgelesy condiciones de corrida

Las electroforesis tricina-SDS-PAGE vy tricina-SDS-PAGE+2-ME se redizaron
en miniplacas (10 cm x 7. cm x 1 mm) en un equipo BIO-RAD, modelo Mini-Protean I1.
Las corridas seiniciaron a30 V, 60 mA hasta que la muestra atravesd completamente €l
gel apilador. Luego la diferencia de potencial se aument6 hasta 90 V, 60 mA hasta

completar lalongitud del gel. Se requirieron entre 3-4 horas para completar las corridas.

3.2.4.6 Fijacién, coloracion y decoloracién

Una vez redlizada la corrida, los geles fueron fijados con la solucion
correspondiente durante 40 minutos y luego coloreados con Coomassie Brilliant Blue
R-250 durante 12 horas y finamente decolorados durante 2 horas, con cambios de

solvente cada 40 minutos.

3.2.3.7 Obtencion deimagenes
Para procesar los geles, se obtuvieron las imégenes utilizando un scanner HP
modelo G2710.

3.24 Determinacion del contenido de Nitrégeno
3.2.4.1 Determinacion del contenido de Nitrogeno Total

El contenido de Nitrégeno total, expresado como proteina, se determind
mediante el método de Kjeldahl (AOAC, 1984). Para convertir e nitrégeno en proteinas
se utiliz6 como factor de conversién 5,85 g proteinas/g de nitrégeno, que es e mas

adecuado paralas proteinas de amaranto (Paredes-LOpez, 1994).
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Reactivos
- H,S0, solucidon comercial 96% p/p, densidad 1,835 g/ml
- K380, anhidro + CuS0O,4.5H,0 relacion 10:1.
- NaOH 40% p/v
- H3BOs3 4% p/v
- H;S0O, 0,0201N
- Indicador de Mortimer: rojo de metilo 0,016% p/v; verde de bromocresol
0,083% plv.

Procedimiento

Se colocd una cantidad adecuada de muestra en un bal6n de Kjeldahl, a que se
le agregd una cucharada de té de la mezcla de catalizador junto con 10,0 ml de &cido
sulfdrico comercia y plato poroso. Se conectd € baldn a una trampa de agua y se
caentd en un principio suavemente hasta que cesd € desprendimiento de espuma.
Luego se calentd enérgicamente hasta completar |a digestion, es decir hasta que no se
observaron particulas carbonosas sin oxidar y hasta que € liquido adquirio un aspecto
trandlicido y de color azul-verdoso. Completada la digestion se agregd agua hasta la
mitad del balén paradiluir € &cido.

A continuacion se procedié a neutralizar la muestra mediante € agregado de
solucion concentrada de hidréxido de sodio. Luego se conecto € balon a un refrigerante
por medio de unatrampa adecuada y se procedi6 a calentar. El destilado que conteniaen
amoniaco se recogi6 en un erlenmeyer conteniendo 50 ml de la solucion de &cido borico
junto con unas gotas del indicador de Mortimer. A medida que e amoniaco destilé se
produjo € virgje del indicador del naranja-rojizo al azul. Cuando se destilan entre 150 y
200 ml, se detiene el calentamiento.

El destilado se valord con una solucion de écido sulfarico de concentracion
conocida hasta virgje del indicador de Mortimer al color inicial naranja-rojizo.

Junto con las muestras se realizo un blanco de reactivos.

La expresion matemética utilizada para calcular € contenido de nitrégeno como

proteina fue lasiguiente:

Pr OtEI'na tOtal (mg/ml) = (Vmuegra'vmanco)'NH2504'14'5,85'1/Vmuestra
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3.2.4.2 Determinacion del contenido de Nitrégeno soluble en acido triclor oacético
(N-TCA)

Para determinar e contenido de Nitrégeno soluble en TCA las muestras se
centrifugaron a 10000g durante 10 min. A continuacion se realizo € agregado de acido
tricloroacético hasta una concentracion final de 8% p/v, seguido de una centrifugacion a
10000g durante 10 minutos. EI N soluble en 8% p/v de TCA se determin6 en €
sobrenadante con € reactivo de Folin-Ciocalteu de acuerdo a método de Hull (Hull,
1947; Abraham y col., 1993). Se empled L-tirosina para construir la curva de
calibracién en € intervalo de concentraciones 2-20 mg/100 ml. La absorbancia a 650
nm se midi6 en un espectrofotébmetro Beckman DU 650.

3.3 Medidadelas potenciales actividades bioldgicas
3.3.1 Preparacion delas muestras

A partir de las muestras tomadas a distintos tiempo de los cultivos de harina
desgrasada de amaranto inoculada con granulos de kefir se procedio a su centrifugacion
a 10000 rpm y 10°C durante 20 minutos en una centrifuga Coulter Beckman Avanti J-25
utilizando un rotor JA14. Posteriormente se separaron |os sobrenadantes; una parte se
congeld a -20°C para su posterior uso en algunas determinaciones mientras que €
material restante sellevo a-80°C para su posterior liofilizacion.

Para la utilizacién de las muestras liofilizadas se |as resuspendié en buffer PBS a

razon de 50 mg de solidos/ml.

3.3.2 Determinacién del contenido de proteinas en los extractos

Para determinar e contenido de Nitrégeno como proteina en los sobrenadantes
de los cultivos y en las dispersiones de los liofilizados en buffer PBS se centrifugaron
las muestras a 10000g durante 10 minutos. El contenido de proteina de los
sobrenadantes se determind utilizando el método de Hull (Hull, 1947). Se empled
albimina de suero bovino (BSA), provista por Sigma, para construir la curva de
calibracion. La absorbanciaa 650 nm se midio en un lector de ELISA (SLT Rainbow).

3.3.3 Actividad antimicrobiana
3.3.3.1 Prueba de difusiéon en agar
Se determind la inhibicion del crecimiento de bacterias patdgenas a través del

método de difusion en agar, utilizando sobrenadantes libres de células bacterianas. Los
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sobrenadantes libres de células se obtuvieron por centrifugacién a 10000 g durante 10
min a temperatura ambiente y fueron esterilizados por calor himedo, en autoclave a
121° C y 1 am de sobrepresion. Se utilizaron placas de agar nutritivo. Para la
preparacion del inéculo se utilizd un cultivo overnight de E. coli a partir del cua se
prepard una suspension en agua peptona al 0,1% ajustando laturbidez a 0,5 de la escala
de Mc Farland (D.O. = 0,1). Para inocular € medio se realiz6 un hisopado en la
superficie del agar en tres direcciones. A continuacion, sobre € agar con el inéculo se
realizaron fosas de 5 mm de diametro, en las cuales se depositaron 20 ul de los
sobrenadantes neutralizados y en diferentes concentraciones. Las placas fueron
incubadas a 37° C por 24 a 48 h. Luego de la incubacién se observo la presencia de

halos de inhibicion, midiéndose € diametro de los mismos.

3.3.3.2 Deter minacioén de la concentracion inhibitoria minima (Cl1M)
La actividad antimicrobiana fue ensayada contra E. coli de acuerdo al método de
microdilucion (Gudifia y col., 2010) en placas plésticas estériles de 96 pocillos, fondo

plano.

Muestras

Se utilizaron las muestras liofilizadas correspondientes a los cultivos de harina
desgrasada de amaranto esterilizada y posteriormente inoculada con grénulos de kefir
gue fueron resuspendidas en buffer PBS. Estos extractos se centrifugaron a 100009
durante 10 minutos, los sobrenadantes se esterilizaron mediante filtracion por

membrana de nylon de 0,22 um de didmetro de poro.

Desarrollo

En la microplaca se distribuyeron 125 pl de caldo nutritivo 2x en los pocillos de
la primera columna, mientras que los pocillos de las columnas 2 a 10 fueron |lenados
con 125 pl de caldo nutritivo de concentracion simple. A continuacion se agregaron 125
ul de cada una de las muestras a los pocillos de la primera columna. Diluciones en serie
de esta mezcla fueron realizadas por transferencia de 125 pl de la misma al pocillo
siguiente, descartando 125 pl de la mezcla del pocillo de la columna 10, de forma que el
volumen remanente en todos los pocillos fuera igual a 125 pl. Este proceso resulta en
diluciones seriadas ¥ de las soluciones de los extractos en las primeras 10 columnas de

la microplaca. Finalmente todos los pocillos fueron inoculados con 2,5 pl de una
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suspension de E. coli en caldo nutritivo gjustada al 0,5 de laescala de Mc Farland (D.O.
= 0,1), preparada a partir de un cultivo de 16 horas. Todas las determinaciones fueron
realizadas por duplicado. Se incluyeron controles de esterilidad de las muestras, del
caldo nutritivo, asi como también de la viabilidad de los microorganismos. Se realiz6
unalectura de la densidad dptica a 600 nm de la microplaca inmediatamente después del
llenado de los pocillos y luego de 24 horas de incubacion de lamismaa 37°C, utilizando
un lector de ELISA (SLT Rainbow).

El porcentaje de inhibicién del crecimiento fue calculado de acuerdo a la

siguiente expresion:

% inhibicién = [1 - (DO, / DOg)] x 100

donde DO, representa la densidad éptica a 600 nm de pocillo correspondiente al
extracto de péptidos de concentracién igual a C, y DOy, la densidad dpticaa 600 nm del
pocillo correspondiente a control de crecimiento del microorganismo en ausencia de
péptidos.

La concentracién inhibitoria minima (CIM) para E. coli fue definida como la
minima concentracion de péptidos que inhibe completamente el crecimiento medible

(DOeoo = 0 que se corresponde con un %inhibicion mayor al 95%).

3.3.4 Actividad antitrombéticain vitro
Reactivos

- Fibrindgeno bovino: se prepard una solucion 0,1% p/v de fibrinégeno provisto
por Sigma en un buffer Tris-HCI 0,05M, pH 7,2 con NaCl 0,12mM.

- Trombina humana: a partir de trombina solida de marca comercia Sigma 330 Ul
se prepard una solucion 12 Ul/ml en buffer Tris-HCI 0,05M, pH 7,2 con NaCl
0,12mM.

- Citrato de sodio 20mM, pH 3.

Muestras

Se prepararon diluciones en buffer Tris-HCI 0,05M, pH 7,2 con NaCl 0,12mM a

partir de los extractos preparados por disolucion de los liofilizados en buffer PBS.
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Desarrollo

El método se desarroll6 en microplacas (Yang y col., 2006; Zhang y col., 2008).
Las soluciones se preincubaron a 37°C en cada pocillo se colocaron 140 ul de la
solucién de fibrinégeno y luego se adicionaron 40 pl de cada muestra, preparando un
control positivo de inhibicion de la coagulacion utilizando citrato de sodio y un control
negativo (coagulacién total) utilizando buffer. La microplaca se agité convenientemente
y se redlizé la primera medida de absorbancia a 405 nm en un lector de ELISA (SLT
Rainbow) obteniéndose los valores de muestra blanco y control blanco. A cada pocillo
se le adiciond posteriormente 10 pl de la solucion de trombina para iniciar la reaccion
de coagulacién. La microplaca se incubd durante 10 minutos a 37°C y se redlizd
nuevamente la medida de la absorbancia a 405 nm, obteniéndose los valores de las
muestras, el control negativo y el control positivo. Todas las medidas se realizaron por
duplicado.

Los efectos inhibitorios de la coagulacion se calcularon segin la siguiente

expresion:

%inhibicién = [(CB-C) — (MB-M)] x 100/ (CB-C)

Donde:
CB: control blanco (absorbanciainicia del control negativo de inhibicion).
C: control (absorbanciaalos 10 min. del control negativo de inhibicion).
MB: muestra blanco (absorbanciainicia de las muestras).

M: muestra (absorbancia alos 10 min. del control negativo de inhibicion).

3.4  Analisisestadistico

L os resultados obtenidos fueron eval uados estadisticamente mediante andlisis de
varianza (ANAVA). Para estudiar las diferencias entre valores obtenidos se redizo la
comparacion de medias mediante la prueba de LSD de Fisher (Fisher, 1954) con un

nivel de significacion a = 0,05.
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4 RESULTADOSY DISCUSION

4.1. Caracteristicas quimicasdela harina de amaranto
Para redizar las suspensiones de harina de amaranto se utilizdé una harina
elaborada a partir de las semillas segin se detall6 en materiales y métodos. La
composicion de la harina utilizada fue la siguiente (en % p/p, base himeda):
- proteinas 18,6 + 1
- hidratos de carbono 52,3 + 0,3
- lipidos 10,3 £ 0,5
- cenizas4,6 + 0,05
- humedad 9,2 + 0,2
Esta harina, previamente desgrasada, se utiliz6 para preparar las suspensiones de
trabgjo en agua. La composicion de la harina desgrasada fue la siguiente (% p/p, base
humeda).
proteinas 20,7
hidratos de carbono 58,3

cenizas 5,1
humedad 10,3

4.2  Caracterizacion dela suspension de harina desgrasada de amaranto

En una primera etapa se evalud € efecto de la incubacion de la suspension de
harina desgrasada de amaranto en agua. Se determind el cambio de pH de la suspension
en funcién del tiempo de incubacion. Los resultados se muestran en laFigura 4.1.

Del andlisis de la Figura 4.1 se desprende que € pH de la suspensién tuvo un
descenso sostenido en el tiempo alcanzandose valores por debagjo de 3,5 unidades de
pH. Estos resultados sugieren que en la suspension de harina desgrasada se encuentran
presentes microorgani smos capaces de utilizar 1os componentes de esta dispersion como
sustrato y reducir € pH.
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——&—Harina desgragsada de Amaranto en agua

Figura4.1 Evolucion del pH de las suspensiones de harina desgrasada de amaranto

en agua en funcion del tiempo de incubacion a 20°C.

Por ello se estudiaron las caracteristicas microbioldgicas de la suspension de
harina de amaranto. Se realiz6 € recuento de microorganismos heterétrofos totales en
medio agar nutritivo, y hongos y levaduras en medio Y GC de una suspension de harina

desgrasada de amaranto en agua. Los resultados se muestran en la Tabla4.1.

Tabla4.1 Recuento de microorganismos en la harina desgrasada de amaranto.

Tipo de micr oor ganismos -

UFClg |
Mesofilos Totales 6,66 x 10°

Hongos y levaduras 2,00 x 10*

Del andlisis de los resultados mostrados en la Tabla 4.1 se puede ver gue los
hongos y levaduras solo representan € 1 % de la poblacion total.

En & Cdbdigo Alimentario Argentino no se registran exigencias microbiol 6gicas
para una harina de este tipo, solo se encuentran exigencias para harinas tostadas. Las
harinas no se encuentran dentro del grupo de alimentos que deben estar sujetos a
controles microbiol gicos de forma obligatoria, segin consta en el Codigo Alimentario
Argentino (Art. 156 bis).

También se realizé una comparacion de |os microorganismos presentes al inicio

y luego de 72 h de incubacion de las suspensiones de harina de amaranto en agua para
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evauar la posible evolucion de la poblacién de microorganismos presentes en este
sistema (Figura4.2).
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Figura 4.2 Recuento de bacterias, hongos y levaduras viables en la suspensién de harina desgrasada
de amaranto en agua correspondientes atiempos 0 y 72 h de iniciada la experiencia.

L as respectivas placas se incubaron durante 24-48 h en estufa a 30°C.

En la Figura 4.2 se observa que hay un incremento en e numero de
microorganismos presente en la suspension de harina después de 72 h de incubacion.
Los microorganismos totales se incrementan aproximadamente en 3 Ordenes de
magnitud, mientras que el incremento en el recuento de hongos y levaduras fue mayor,
mas de 5 ordenes de magnitud.

En las Figuras 4.3 y 4.4 se muestran las fotografias de las placas de cultivo en
agar YGC atiempos 0 y 72 h respectivamente, donde se evidencia un cambio en la
morfologia macroscopica de las colonias. Ademés se presentan imagenes de la
microscopia de los extendidos de a gunas de las colonias tefiidas mediante |a coloracion
de Gram.

En la Figura 4.3 @) y b) se muestran las colonias que crecieron en agar YGC
correspondientes a tiempo 0 h. Se puede apreciar la presencia de hongos y colonias
levaduriformes, siendo los primeros los que se encontraron en mayor proporcion. Se
presto especial atencion alas colonias levaduriformes a partir de las cuales se realizaron

extendidos que se tifieron mediante la coloracion de Gram para observar su morfologia
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microscopica con un aumento de 1000 x. La Figura 4.3 ¢) muestra unas levaduras
redondas a ligeramente ovaladas que en la observacion macroscopica se
correspondieron con colonias redondas, de borde liso, de color blanco, opacas y con

consistencia cremosa.

Figura 4.3 a) y b) Fotografias de placas de agar Y GC correspondientes aladilucion (-1) y atiempo O h.

c), d) y e) Fotografias de extendidos de colonias seleccionadas con tincion de Gram, aumento 1000x.

En la Figura 4.3 d) se observé la presencia de levaduras ligeramente ovaladas y
de un tamafio menor a las de la Figura 4.3 ¢) que corresponden a colonias redondas, de
borde liso, con & centro elevado y pigmentacion rosa claro. Por ultimo, las colonias
redondas, de borde liso, con un color blanquecino a transparente, brillosas y con
consistencia pegajosa se correspondieron alevaduras de forma alargada (Figura 4.3 e).

Los cultivos de 72 h presentaron un aumento de la cantidad de colonias de
levaduras con respecto de la cantidad de hongos (Figura 4.4), es probable que este
hecho se haya debido ala disminucion del pH en e medio queinhibié e crecimiento de

hongos, mientras que permitié el desarrollo de las levaduras.
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Figura 4.4 a) Fotografia de placa de agar Y GC correspondientes ala dilucion (-4) y atiempo 72 h.

b) y c) Fotografias de extendidos de colonias sel eccionadas con tincion de Gram, aumento 1000x.

Al inicio de la incubacion, en las placas de agar YGC se observaron
mayoritariamente colonias que parecen corresponder a hongos (Figura 4.3), mientras
gue alas 72 h de cultivo se observé un cambio de la poblacién hacia la presencia de
levaduras (Figura 4.4).

Los resultados de los recuentos en agar nutritivo de la suspension de harina
desgrasada se muestran en la Figura 4.5 h. A partir de las colonias que crecieron en
agar nutritivo se realizaron extendidos a los que se les realizo la coloracion de Gram.
Al analizar la observacién microscopica (aumento 1000x) se observaron tanto bacilos
Gram positivos como Gram negativos. También se observaron cocos Gram positivos.

Figura 4.5 Placade agar nutritivo correspondiente alas 0 h y dilucién (-3).
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En las placas de agar nutritivo a las 72 h de cultivo (Figura 4.6) se observo la
presencia de colonias que correspondieron a cocos Gram positivos (Figura 4.6 e),
bacilos cortos Gram negativos (Figura 4.6 b, d) y también se encontrd la presencia de
levaduras (Figura 4.6 c).

Figura 4.6 a) Fotografia de la placa de agar nutritivo correspondiente aladilucion (-6) y atiempo 72 h.
b), ¢), d) y €) Fotografias de extendidos de col onias sel eccionadas con tincién de Gram, aumento 1000x.

4.3  Evaluacion de la hidrdlisis de las proteinas de las suspensiones de harina
desgrasada de amaranto durante la incubacion

Con € fin de conocer si durante la incubacidn se producian cambios a nivel de
las proteinas por accién de la microbiota propia de la harina se analizaron los perfiles
proteicosy secuantifico el contenido de nitrégeno TCA soluble.
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Los perfiles electroforéticos se anaizaron en e sistema de electroforesis
conteniendo tricina y urea, que permite separar péptidos de bajo peso molecular, en
presenciay ausencia de 2-mercaptoetanol (Figura4.7).

a) b)
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Figura 4.7 Perfiles electroforéticos en geles de tricina-SDS-PAGE con urea 6 M de las suspensiones de
harina desgrasada de amaranto en agua. a) sin 2-ME, b) con 2-ME. LMW: patrones de bajo peso
molecular; VLMW: patrones de muy bajo peso molecular. Calles 1 a4: muestras atiempos 0, 24, 48y 72
h respectivamente.

En la calle 1 de la Figura 4.7 a) correspondiente a la suspensiéon de harina de
amaranto a tiempo 0 h se observan algunas bandas intensas entre las que se destacan un
conjunto de bandas de aproximadamente 54-56 kDa correspondientes a subunidades
diméricas de globulina 11S y a un polipéptido caracteristico de la globulina P,
respectivamente. También se observan varias bandas alrededor de 30 kDa que pueden
provenir de la fraccién albiminas o de polipéptidos pertenecientes alas globulinas 7S 'y
11S. Aunque la globulina 11S est4 formada por polipéptidos acidos y basicos unidos
por enlaces puente disulfuro, agunos de estos pueden encontrarse libres en bajas
concentraciones en la harina de amaranto. A medida que aumenta € tiempo de
incubacién se observa que laintensidad de |as bandas de PM 54-56 y 30 kDa disminuye
mientras aumenta la intensidad de a gunas bandas de PM menor a 14,4 kDa.

En la Figura 4.7 b) se observan los perfiles obtenidos en condiciones
desnaturalizantes-reductoras. La calle 1 sembrada con la suspension de harina de

amaranto a tiempo 0 h presenté bandas intensas que se corresponden con polipéptidos
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monomeéricos de alrededor de 54 kDa de laglobulina P, de 33 y 20 kDa provenientes de
la globulina 11S (Martinez y col., 1997). También se observan abundantes bandas de
PM menores a 14,4 kDa que pueden asociarse a la fraccion abuminas. Cuando €l
tiempo de incubacion aumenta, los perfiles se vuelven mas tenues, indicando que los
mismos péptidos son sustrato de los microorganismos presentes en la harina. Los
péptidos mas pequefios originados podrian no observarse en € gel por dos razones. 0
bien son demasiado pequefios y escapan del gel, o bien no logran fijar una cantidad de
colorante que los hagavisibles.

Asimismo, cuando se analiza el contenido de nitrégeno TCA soluble en funcién
del tiempo (Figura 4.8) se encuentra que los péptidos solubles aumentan en forma
progresiva hasta las 48 h, manteniéndose constante hasta las 72 h, hecho que puede
correlacionarse con la pérdida de intensidad observada en los geles de tricina-SDS-
PAGE a partir de las 48 h correspondiente a las bandas de PM mayor a 30 kDa (Figura
4.7 @) calles3y 4).
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Figura 4.8 Contenido de nitrégeno soluble en TCA al 8 %p/v, expresado como

mg Tyr/100 ml de suspension, en funcion del tiempo de incubacién.

Si bien en los perfiles eectroforéticos se observa una disminucion de la
intensidad de las bandas con el paso del tiempo, cuando analizamos el contenido de
nitrogeno TCA soluble observamos un aumento en la concentracion, 10 que nos estaria

indicando que el contenido de péptidos efectivamente aumenta con el paso del tiempo.
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4.4  Suspension de harina desgrasada de amaranto en agua con €l agregado de
granulos de kefir

A las suspensiones de harina de amaranto desgrasada en agua se |le adicionaron
granulos de kefir a fin de evaluar los cambios que estos microorganismos podrian
efectuar en dicho sustrato. Dado que la harina presenta una carga microbiana alta, se
realizaron dos ensayos: uno utilizando la suspension de harinas tal como se describio
previamente y otro utilizando la misma suspension esterilizada en autoclave a 121°C

previo a agregado de los granulos.

4.4.1 Fermentacion de la harina desgrasada de amaranto con granulos de kefir

A la suspension de harina de amaranto se le adicionaron granulos de kefir al 5 %
y se incubd a 20°C. Se realizo € seguimiento del pH de la suspension en funcion del
tiempo de incubacion (Figura 4.9).
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Figura 4.9. Evolucion del pH delas suspensiones de harina desgrasada de amaranto en agua

inoculada con granulos de kefir en funcion del tiempo de incubacion.

Del andlisis de la Figura 4.9 surge que durante las primeras 48 h de incubacion

se produjo una disminucién del pH hacia valores proximos a 4 y que alas 72 h se
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produjo un aumento del pH. Este aumento del pH puede estar relacionado a la
deaminaciéon de agunos aminoécidos producto del metabolismo de los
microorganismos aportados por los granulos de kefir o a la combinacion con la
microflora de la harina, ya que este aumento no se observo a incubar la suspension de
harinasin los granulos (Figura4.1).

El mismo ensayo se reaiz6 utilizando la suspension de harina desgrasada
esterilizada. En la Figura 4.10 se puede observar lavariacion del pH de la suspension de
harina de amaranto esterilizada fermentada con granulos de kefir en funcion del tiempo,
se incluye también la variacion de pH observada en una suspension esterilizada de
harina de amaranto sin granulos de kefir que se tomé como control para andizar 10s

resultados obtenidos.
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Figura4.10 Cinética de pH en las suspensiones de harina de amaranto esterilizada

cony sin el agregado de granulos de kefir.

A partir de los datos de la Figura 4.10 se puede ver que e agregado de los
granulos de kefir produjo un descenso inicial de pH de aproximadamente 1,5 unidades,

con respecto a la suspension tomada como control, que se observa a tiempo 0 h.
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Ademas se observé que la suspensiéon inoculada con granulos de kefir sufrié un
descenso de pH alas 24 h, gue se mantuvo hastalas 72 h de incubacion.

Si se comparan las Figuras 4.9 y 4.10 Unicamente se observan diferencias en €l
pH alas 72 h de cultivo. El aumento en el pH observado en el caso de la suspension de
harina de amaranto fermentada con granulos de kefir respecto a la suspension de harina
esterilizada y fermentada con granulos, podria atribuirse a la interaccién entre la
microflora de la harina y la de los granulos de kefir. Una posible hipotesis seria que,
ante un aumento en la cantidad de microorganismos presentes en el sistema (suspension
de harina de amaranto sin esterilizar inoculada con granulos de kefir), se requiera una
mayor cantidad de fuente de carbono para abastecerlos, por 1o cual comenzarian a
utilizar algunos aminoacidos liberando grupos amino, posibles responsables del

aumento de pH observado.

4.4.2 Evaluaciéon de la hidrdlisis de las proteinas de las suspensiones de harina
desgrasada de amaranto durante la incubacion

Los perfiles proteicos obtenidos a partir de las suspensiones de harina
desgrasada sin tratamiento térmico fermentada con grénulos de kefir se presentan en la
Figura4.11.
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Figura4.11 Perfiles electroforéticos en Geles de tricina-SDS-PAGE con urea 6 M, de las suspensiones de
harina desgrasada de amaranto en agua con el agregado de granulos de kefir sin 2-ME.

LMW: patrones de bajo peso molecular; VLMW: patrones de muy bajo peso molecular.
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Calles1 a4: muestras atiempos 0, 24, 48 y 72 h respectivamente.

Los perfiles electroforéticos obtenidos permiten caracterizar los polipéptidos
generados por la accion conjunta de los microorganismos presentes en la harina de
amaranto y los aportados por los granulos de kefir.

En la Figura 4.11 se observa en la calle 1 un perfil idéntico a descripto en la
Figura 4.7 @). A tiempo O h (calle 1) se observa entre otras, la presencia de bandas
intensas que se corresponden con polipéptidos monoméricos de arededor de 54 kDa de
globulina P, de 33 y 20 kDa provenientes de la globulina 11S y otras bandas de PM
menor a 20 kDa correspondientes ala fraccion abumina. A partir de las 24 h se observa
una disminucion en la intensidad de las bandas de PM mayores a 14,4 kDa, sdlo se
observan bandas de muy bga intensidad de PM entre 45-30 kDa y otras bandas de
mayor intensidad por debajo de los 14,4 kDa.

EnlaFigura4.12 se muestralaevolucion del contenido de N-TCA soluble de las

suspensiones de harina fermentadas.
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Figura4.12 Contenido de nitrogeno soluble en TCA a 8 %p/v en las suspensiones de
harina desgrasada de amaranto con granul os de kefir, expresado como

mg Tyr/100 ml de suspension, en funcion del tiempo de incubacién.

Del andlisis de la Figura 4.12 también se puede ver que durante las primeras 48
h de cultivo se produce un aumento en e contenido de nitrogeno TCA soluble, hecho
gue se puede relacionar con la pérdida de intensidad de algunas bandas en los geles de
tricinaSDS-PAGE delaFigura4.11 a) calles 2, 3y 4.

47



Resultados y Discusion

L os resultados obtenidos con las suspensiones de harina desgrasada esterilizadas
fermentadas con los granulos de kefir se muestran en la Figura 4.13. En este ensayo se
evalla €l efecto proteolitico de los microorganismos contenidos en los granulos de kefir
sobre las proteinas de amaranto.

EnlaFigura4.13 se observaen lacale 1 un perfil similar alos mostrados en las
Figuras 4.7 y 4.11. A las 24 h se observa la desaparicion de una banda de PM
aproximadamente 20 kDa (calle 2) mientras que € resto de las bandas disminuye en

intensidad con el paso del tiempo. A las 72 h practicamente no se observan bandas.
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Figura 4.13 Perfiles el ectroforéticos en geles de tricina-SDS-PAGE con urea 6 M, de las suspensiones
esterilizadas de harina desgrasada de amaranto en agua con granulos de kefir en ausencia de 2-ME.
LMW: patrones de bajo peso molecular; VLMW: patrones de muy bajo peso molecular.

Calles1 a4: muestras atiempos 0, 24, 48 y 72 h respectivamente.

Analizando € efecto de la microflora de la harina de amaranto y de los granulos
de kefir sobre la hidrdlisis de proteinas en los perfiles de geles de tricina-SDS-PAGE se
observa que la microflora de los granulos de kefir es la que mas lentamente degrada las
proteinas ya que la disminucion significativa de bandas en los perfiles se observé recién
alas 72 h de incubacién (Figura 4.13). Por otro lado, la microflora de la harina de
amaranto produjo la disminucion en laintensidad de las bandas alas 48 h de incubacion
(Figura 4.7) mientras que la accion conjunta de ambas microfloras la produce alas 24 h
deiniciado € cultivo (Figura4.11).

Por otro lado, se analiz6 € contenido de nitrégeno soluble en TCA a 8 % como

pardmetro indicador de la protedlisis producida. En la Figura 4.14 se muestra €
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contenido de nitrogeno soluble, expresado como mg Tyr/100 ml, en funcién del tiempo.
El contenido de nitrogeno TCA-soluble se mantuvo précticamente constante hasta las

48 h y posteriormente se observo un ligero aumento hacialas 72 h de incubacion.
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Figura 4.14 Contenido de nitrégeno soluble en TCA al 8 %p/v, expresado como

mg Tyr/100 ml de suspension, en funcion del tiempo de incubacién

El aumento del contenido de nitrogeno TCA soluble a las 72 h reflgja la
tendencia del aumento de péptidos solubles que correlaciona con la disminucion en la

intensidad de bandas en los geles de tricina mostrados en laFigura 4.13.

4.4.3 Recuento de micr oor ganismos viables

Sobre la suspension de harina de amaranto esterilizada que se inoculé con
grénulos de kefir se realizd e recuento de microorganismos totales, asi como también
de hongos y levaduras. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.15. Del
andlisis de lafigura se desprende que e recuento de microorganismos, que provienen de
los granulos de kefir, se incrementé a lo largo del experimento. En agar YGC se
observo la presencia exclusiva de levaduras, mientras que en las placas de agar nutritivo

se observaron colonias correspondientes a bacterias y levaduras.
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Figura4.15 Recuento de microorganismos viables expresados como

UFC/ml en agar nutritivo (AN) y en agar YGC, atiempos 0y 72 h de cultivo.

45  Seleccion de las condiciones de fermentacion para la obtencion de
hidrolizados con actividad biolégica

Sobre la base de los resultados presentados y teniendo en cuenta las
caracteristicas microbiol 6gicas, se decidi6 seleccionar como condicién parala obtencion
de péptidos e sistema correspondiente a la suspension de harina de amaranto
esterilizada que fue inoculada con granulos de kefir. Esta e eccion se fundamenta por un
lado en que los microorganismos presentes en los granulos son ampliamente conocidos
y entre ellos se encuentran microorganismos de uso habitual en alimentos fermentados
muchos de los cuales son considerados probidticos mientras que 1os microorganismos
provenientes de la harina de amaranto aln no se han estudiado en profundidad y hasta
realizar un andliss més completo no se puede descartar la presencia de
microorganismos alteradores y/o patdgenos. Por otro lado, desde €l punto de vista de la
hidrdlisis de proteinas, €l sistema elegido fue uno de los que presentd mayores niveles
de Nitrégeno TCA soluble lo cual aumenta las probabilidades de encontrar péptidos con
propiedades bioactivas. Bertrand-Harb y col. (2002) encontraron que € tratamiento

térmico de proteinas produce su desnaturalizacion y como consecuencia de esto se
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exponen sitios susceptibles a la protedlisis redlizada por diferentes proteasas, 1o cua
favorece la degradacién de las proteinas en presencia de enzimas 0 microorganiSmos

proteoliticos.

4.6 Caracterizacion de las suspensiones de harina de amaranto esterilizadas
fermentadas con gréanulos de kéfir.
4.6.1 Solubilidad de proteinas de las suspensiones. M étodo de Kjeldahl.

Se determind el porcentaje de solubilidad de las proteinas en las suspensiones de
harina de amaranto esterilizadas inoculadas con granulos de kéfir. Las muestras se
tomaron al inicio de la incubacion (tiempo 0) y a las 24, 48 y 72 h como se ha
mencionado en este trabgjo. Para calcular la solubilidad se determind nitrégeno total y
nitrogeno soluble, en e sobrenadante de las suspensiones inoculadas centrifugadas
adecuadamente, utilizando e método de Kjeldahl. Se calculé € porcentge de
solubilidad como la relacién entre € nitrogeno soluble y € total para cada tiempo,
multiplicando & resultado por 100. Los resultados se muestran en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2 Porcentaje de solubilidad de las proteinas de amaranto en las suspensiones de harina de

amaranto esterilizada e inoculada con granulos de kefir, determinado por €l método de Kjeldahl.

Proteina Proteina
Total Soluble % Solubilidad
(mg/ml) (mg/ml)

Tiempo de

incubacién (h)

La solubilidad de las proteinas de |a harina es rel ativamente bgja. Esto se debe a
gue son pocas las proteinas solubles en agua. Se observa ademas que la solubilidad
disminuye cuando aumenta el tiempo de incubacion. Probablemente esta tendencia esté
relacionada con la variacion de pH que ocurre en las suspensiones y que se mostré en la
Figura 4.10. Cabe mencionar que las proteinas de reserva dd amaranto, 11S, 7S y
Globulina P, presentan pl cercano a 4,5-5, caracteristica que se aprovecha para aislarlas
a partir de la harina. Sin embargo a las 72 h de incubacion a pesar de que € pH se

mantiene bajo, la solubilidad porcentual aumenta, hecho que se corresponderia con €
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aumento de los péptidos generados por la microbiota del kéfir, tal como se observaen la
Figura4.14.

4.6.2 Determinacion de proteinas solubles por e método de Hull

Con la finalidad de disponer de un método colorimétrico para cuantificar
proteinas solubles para normalizar el contenido de proteinas en los ensayos de actividad
bioldgica, se adaptd € método de Hull que previamente se utilizo para cuantificar N-
TCA soluble. Anteriormente se utilizo tirosina como standard para construir la curva de
calibracién. Como no se disponian de datos bibliograficos acerca del rango adecuado de
concentraciones de seroalbumina bovina (BSA) que usua mente se utiliza como patron
para realizar las curvas de calibracion, se procedio a la busqueda de la secuencia
aminoacidica de esta proteina (Fig. 4.16) para determinar el contenido de aminoéacidos
aromaticos (tirosing, fenilalaninay triptofano), que son los aminoacidos que reaccionan
con €l reactivo de Folin-Ciocalteu.
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Fig. 4.16 Secuencia de aminoécidos correspondiente ala seroalbimina bovina. Extraida de uniprot.org
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Los aminoacidos ubicados en las posiciones 1 a 18 corresponden a péptido
sefia, en las posiciones 19 a 22 a propéptido y en las posiciones 25 a 607 alaBSA. A
partir de la secuencia de aminoacidos se detectaron 20 residuos de tirosina entre las
posiciones 25 a 607, 27 de fenilalaninay 2 de triptofano.

Conocido € contenido de aminoacidos arométicos en la molécula de BSA se
determin6é anditicamente e intervalo de concentraciones equivalente a utilizado
empleando L-tirosina como patrén. De esta forma se llegd a que € intervalo éptimo
para utilizar BSA como patrén en el método de Hull es 0,15-1,5 mg/ml.

Una vez determinado el intervalo Optimo de concentraciones de BSA para
utilizar como patron en e método de Hull, se determiné la concentracion de proteinas
en el sobrenadantes de harina desgrasada y en €l liofilizado. Los resultados obtenidos se
muestran en la Tabla 4.3. De acuerdo a los resultados mostrados se ve que existe una
buena correlacion entre ambos métodos.

Tabla 4.3 Contenido de proteina soluble en la suspension de harina de amaranto desgrasada y en su

liofilizado.
., . | Suspension de harina
Suspension de harina -
liofilizada

Proteina . Proteina Proteina
Proteina

Soluble por Soluble por Soluble por
. Soluble por .
Kjeldahl Kjeldahl Hull (mg/g)
Hull (mg/ml)
(mg/ml) (mg/g)

4.7 Andlisis de las propiedades biol 6gicas asociadas a los péptidos de amar anto
4.7.1 Determinacion de la actividad antimicrobiana
4.7.1.1 Prueba de difusion en agar

Se andiz6 la potencial actividad antimicrobiana de los sobrenadantes de las
suspensiones esterilizadas de harina de amaranto inoculadas con granulos de kefir sobre
e crecimiento de E. coli. Los sobrenadantes estudiados se neutralizaron y esterilizaron
por calor himedo en autoclave a 121°C y una atmosfera de sobrepresion. Sobre una
placa de Petri con agar nutritivo se sembro un cultivo fresco de E. coli. Posteriormente
sobre el agar sembrado se realizaron fosas de 5 mm de didametro en las que se aplicaron
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alicuotas de los sobrenadantes. Luego de incubar las placas a 37°C durante 24-48 h se
procedi6 alalectura de las mismas buscando obtener un halo de inhibicién.

Las muestras analizadas no presentaron halos de inhibicion sobre € crecimiento
de E. coli. Algunas de las razones por las que no se observd la inhibicion del
crecimiento pueden deberse a que la concentracion de proteinas no fuera suficiente o
que € tratamiento térmico a que fueron sometidos los péptidos modificara su potencial

actividad antimicrobiana por desnaturalizacion de los mismos.

4.7.1.2 Ensayo de inhibicion en medio liquido. Determinacion de la concentracion
inhibitoria minima

La actividad antimicrobiana de los sobrenadantes de las suspensiones
esterilizadas de harina de amaranto y posteriormente inoculada con granulos de kefir se
determind calculando €l porcentgje de inhibicion del crecimiento de E. coli. Las
determinaciones se llevaron a cabo mediante e ensayo de dilucién en microplaca. Se
probaron |os sobrenadantes liofilizados y resuspendidos en buffer PBS correspondientes
al inicio del cultivo y a las 72 h de incubacion. Ademas se evaluaron las mismas
muestras previamente neutralizadas. El rango de concentraciones de proteina utilizado
para estos ensayos fue 6,57 mg/ml a 12 yg/ml. En la Figura 4.17 se presenta € disefio

delaplacay las diluciones realizadas.

Diluciones seriadas %2 en calles1 a 10

Sobrenadante liofilizadot = 0 h L ' "‘ gog“" I‘_’e crecimiento
pH = 4,85 - Conc. Inicia 6,57 mg/ml Al i e L. coll
Sobrenadante liofilizado t = 0 h V] Control de
pH = 7,00 - Conc. Inicial 5,99 mg/mi i‘ esterilidad
p

Sobrenadante liofilizadot =72 h 3
pH = 3,99 - Conc. Inicia 6,36 mg/ml ! *‘*

| > *
Sobrenadante liofilizado t =72 h ; % 89 ,
pH = 7,03- Conc. Inicial 5,75 mg/ml i i s .‘*‘*‘*g e'

0 3>

Figura4.17 Ensayo de dilucién en placa para E. coli.

Se midio la densidad Optica a 600 nm en cada pocillo de las microplacas. Con
esos datos se calcularon los porcentajes de inhibicion de crecimiento. La muestra

preparada a partir de la suspension de harina de amaranto esterilizada inoculada con los
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granulos a tiempo 0, inhibié parcialmente € crecimiento, en las 2 primeras diluciones,
siendo la minima concentracion 3,29 mg/ml de proteina. El pH de este sobrenadante fue
de 4,85.

La muestra preparada a partir de la suspension de harina de amaranto
esterilizada fermentada con los granulos durante 72 h, cuyo pH fue 3,99, present6
inhibicion parcial del crecimiento hasta la la dilucion que contenia 3,18 mg/ml de
proteina.

Cuando ambos sobrenadantes fueron previamente neutralizados no se observo
inhibicion del crecimiento de E. coli a ninguna de las diluciones ensayadas.

Estos resultados indican que €l efecto inhibitorio estaria dado fundamentalmente
por |os é&cidos organicos presentes en las suspensiones, y no por la presencia de péptidos
antimicrobianos.

Hasta e momento, solo hay reportes de actividad antimicrobiana de péptidos de
amaranto contra hongos filamentosos como Penicillium roqueforti que se utiliza en la
produccion de quesos tipo azul (Rizzello y col., 2009), Helminthosporium sativum y
Fusarium culmorum que son patogenos en plantas (Lipkin y col., 2005). Sin embargo
con los resultados alcanzados no podemos descartar |a idea de que se encuentren
péptidos antibacterianos encriptados en las proteinas de amaranto, ya que solo se
enfrentaron a E. coli durante tiempos cortos de fermentacion con granulos de kefir . En
el futuro se deberian analizar otras condiciones de incubacion y otros microorganismos
indicadores.

4.7.2 Determinacion dela actividad antitromboticain-vitro

Una de las posibles etapas implicadas en la formacion anormal de trombos es la
gue involucra la accion de la serin-proteasa a-trombina. Esta enzima interviene en la
coagulacién sanguinea catalizando la hidrélisis del fibrindgeno a fibrina y la posterior
polimerizacion, ademés de ser un potente activador plaquetario. De esta forma ocurre €l
crecimiento de la masa trombdtica compuesta de plaquetas, fibrinay eritrocitos, red que
atrapa elementos sanguineos en su interior para dar lugar a la formacion del trombo en
caso de una falla en laregulacion del proceso de coagulacion debida a la alteracion de
los mecanismos que la controlan.

Existen diversos tratamientos antitromboticos que intentan impedir la formacion
o e crecimiento del trombo o facilitar su disolucion endogena. Los agentes

anticoagulantes y antiplaquetarios evitan la formacion de los coagulos en sangre,
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mientras que los agentes fibrinoliticos disuelven trombos ya existentes. Algunas
sustancias, entre ellas algunos péptidos, se unen a alguno de los sitios activos de la
trombina, o0 a ambos, inhibiendo su accion o también pueden gercer accién inhibitoria
al unirse alos sitios terminales de fibrindgeno impidiendo la transformacién afibrina.

Como yafue descripto en Materiales y Méodos, seccién 3.3.4, en € ensayo, una
solucion de trombina humana se coloca posteriormente a la incubacion de las muestras
con fibrindgeno bovino. Si las muestras gercen efecto inhibitorio de la coagulacion,
impediran total o parcialmente & desarrollo de turbidez asociado a la formacion del
coagulo de fibrina promovido por accion de la trombina. Este efecto podria deberse a
gue en las muestras se encuentren presentes péptidos que inhiban la accion proteolitica
de la trombina. El efecto inhibitorio también podria deberse a péptidos que presenten
secuencias tales que se unan alos mondmeros de fibrina e impidan su polimerizacion.

Las medidas de esta actividad in vitro se realizaron con los sobrenadantes
neutralizados liofilizados de las suspensiones de harina esterilizada inoculada con
granulos de kefir correspondientes a inicio y luego de 72 h de incubacion. El
sobrenadante correspondiente a inicio del cultivo, no present6 actividad inhibitoria de
la coagulacion aproximadamente en el interval o de concentraciones analizadas.

Por otro lado, €l sobrenadante correspondiente a las 72 h de incubacién (Figura
4.18) presento actividad inhibitoria de la coagulacion a partir de los 0,44 mg/ml de

proteina.

% Inhibicion Trombina
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¢ tiempode incubacién 72 h

Figura 4.18 Inhibicion de la coagulacion producida por diferentes concentraciones de
proteina en la suspensién de harina de amaranto esterilizada e inoculada con

granulos de kefir luego de 72 h de incubacion
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Cuando se andliza e comportamiento de esta muestra, se observa que la
inhibicion alcanzada depende de |a concentracion, presentando una curva del tipo dosis-
respuesta ajustando los datos a un polinomio de orden 2. A partir de esa curva se calcul6
la concentracion que provoca € 50% de la inhibicion de la coagulacion, 1Csq, la que
resulté igual a2,22 mg/mil.

Este resultado comprueba la efectividad del tratamiento de la fermentacién por
accion de los microorganismos contenidos en los granulos de Kkefir, sobre los
componentes de la harina de amaranto. Una posibilidad es que se hayan liberado
péptidos con actividad antitrombética que se encontraban encriptados dentro de las
proteinas de amaranto. Resultados previos encontrados en el laboratorio donde fue
desarrollado este trabgjo utilizando aislados proteicos de amaranto hidrolizados con
alcalasa y tripsina, muestran valores de 1Csp = 5 mg/ml (Sabbione y Scilingo, 2010).
Ademés cuando se determind la actividad antitrombética de hidrolizados de
Amaranthus hypochondriacus obtenidos por activacion de una proteasa aspartica del
aislado apH é&cido (pH = 2), se obtuvo una ICsy = 5,9 mg/ml (Ibafiez, 2012). Si bien los
resultados obtenidos en este trabajo muestran un valor de ICsg inferior alos informados
anteriormente cabe mencionar que estos son resultados fueron obtenidos a partir de
harinas y no de aislados proteicos. ES necesario considerar que la muestra no esta
compuesta por un solo péptido o polipéptido, sino que contiene diversos componentes,
algunos de los cuales podrian no presentar actividad antitrombdética. No obstante no
podemos descartar que la fermentacion haya producido en la muestra otros cambios en
la muestra no cuantificados en este trabgjo.

Utilizando la misma metodologia que en este trabgjo Zhang y col. (2008)
encontraron potencial actividad antitrombética de péptidos de semillas de colza
fraccionados utilizando columnas de adsorcién con una ICso = 30 mg/ml. Por otro lado,
Yang y col. (2006) informaron actividad antitrombética de proteinas e hidrolizados de
clara de huevo utilizando concentraciones mayores de proteina.

Otros ensayos de actividad antitrombética in vitro e in vivo realizados por
Rutherford y Gill (2000) utilizando proteinas y péptidos obtenidos a partir de k-caseina
y del glicomacropéptido, mostraron que para lograr € 50% de la inhibicién de la
agregacion plaquetaria y de la formacion del trombo se necesitaron concentraciones
entre 0,5y 2 mg/ml.

Estos resultados preliminares indican que la fermentacion de la harina de

amaranto con granulos de kéfir permite obtener un producto con potencial actividad
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antitrombdtica. Para futuras experiencias se deberia indagar la o las fracciones
responsabl es de |a actividad biol 6gica.
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5 CONCLUSIONES

En e presente trabajo se abordd por primera vez € estudio de la fermentacion de
amaranto por granulos de kefir. Se analizé la capacidad de los grénulos de kefir de
fermentar y/o modificar los componentes de las suspensiones de harina de amaranto
desgrasada con la finalidad de adquirir conocimientos que sirvan de base para
desarrollar ingredientes biol6gicamente activos. Los principales resultados obtenidos
fueron los siguientes:

La harina de amaranto obtenida en el |aboratorio se caracterizo desde €l
punto de vista quimico, y mediante el andlisis del comportamiento de la
suspension de harina de amaranto cuando se mantenia a 20°C durante 72
horas surge que la suspenson de harina de amaranto contenia
microorganismos capaces de acidificar el medio y degradar parcialmente
las proteinas presentes.

Los granulos de kefir fueron capaces de fermentar la suspension de
harina sometida o no a tratamiento esterilizante.

Los microorganismos de los granulos de kefir fueron capaces de
fermentar la harina de amaranto y degradar sus proteinas generando
péptidos.

El tratamiento térmico de las proteinas de amaranto aumentd la
susceptibilidad de ser sustrato para los microorganismos de los granulos
de kefir.

En cuanto alas actividades biol 6gicas analizadas en este trabagjo, se concluye que:
No se pudo verificar que la hidrélisis realizada por |os microorganismos
contenidos en los granul os de kefir produjera péptidos antimicrobianos.
Los péptidos producidos durante la fermentacion de la harina con
granulos de kefir inhibieron laformacién del trombo de fibrina.

Se pudo determinar la concentracion que inhibe el 50% de la coagul acion
en las condiciones de ensayo (1Csp) Siendo de 2,2 mg/ml para el producto
fermentado durante 72 h.

Por ultimo, se puede concluir que la hidrélisis de proteinas de amaranto producida
por microorganismos es una alternativa para la obtencion de péptidos con actividad

biol6gicay debe continuar siendo estudiada. Con respecto a la actividad antimicrobiana
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de los productos obtenidos no puede descartarse |a presencia de péptidos activos ya que
solo se utilizd E. coli como microorganismo indicador y ademas no se ensayaron otras

condiciones de hidrdlisis.
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