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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue analizar la composicion de la grasa subcutdnea de novillos Hereford, Bradford ¥, Bradford %
y Bradford 3/8, alimentados con tres dietas diferentes: Pasturas, Pasturas + 0.7% de suplementacién y “Feedlot”. La dieta
totalmente pastoril presenté niveles mds altos de dcido palmitico (C16:0), dcido estedrico (C18:0), dcido linolénico (C18:3 n-3) y
CLA y menores de los dcidos oleico (C18:1) y linoleico (C18:2 n-6) que la dieta de pasturas con 0.7% de suplemento y la de
Feedlot. El genotipo afecto los niveles de dcidos miristico (C14:0), pentadecanoico (C15:0), margdrico (C17:0), oleico trans
(C18:1t), oleico (C18:1) y CLA. Los niveles mds altos de CLA se presentaron en los novillos B1/4 y los menores en los de raza
B3/8. La relacién C18:2 n-6/C18:3 n-3 fue significativamente menor (<0.001) cuando la dieta fue exclusivamente pastoril. Los
valores mds altos se presentaron en las razas H y B1/4. La proporcién de MUFA fue mayor en la grasa de los animales bajo el
régimen “feedlot” y en aquellos del genotipo B3/8. La proporcién de SFA se vio afectada por la dieta con un mayor grado de
significacién que por el genotipo (p<0.001 y p<0.05, respectivamente). Fue notablemente mayor el porcentaje encontrado en
animales con dieta pastoril. El genotipo H presento el mayor porcentaje de SFA. La dieta pastoril y el genotipo H presentaron los
menores valores para la relacion MUFA/SFA. Ni el genotipo ni la dieta afectaron significativamente los niveles de colesterol. H fue
la raza con mayor porcentaje, pero con un bajo nivel de significacién (p<0.05). El andlisis discriminante determiné grandes
diferencias entre las dietas, pero no asi entre los grupos genéticos.

\Palabras claves: grasa subcutdnea, composicién dcidos grasos, genotipo, dieta.

fAbstract

The effects of breed and diet on several indices of fatty acids involved in MUFA metabolism in subcutaneous fat for 54 Hereford
(H), Bradford ¥ (B%:), Bradford % (B1/4) and Bradford 3/8 (B3/8) steers under three production systems, pasture exclusive (P),
pasture and 0.7% corn grain (P+0.7%), and feedlot (F) were determined. Samples of subcutaneous fat were taken at the height of
the 11-13 rib and stored at -20°C until analysis. The FA methyl esters (FAME) were analyzed on a Chrompack 900 gas chromato-
graph with a 100 m CP-Sil 88 capillary column. Treatments were compared by analysis of variance using the GML procedure
(SAS 8.0 SAS Institute, Inc., Cary, NC). Mean values were compared using the Tukey test. The ratios MUFA/SFA, C16:1/C16:0
and C18:1/C18:0 were affected by diet and breed. F had higher MUFA/SFA ratios than P and P+0.7% and was higher in B1/2,
B1/4 and B3/8 compared with H. The ratio C18:1/C16:1 was only affected by breed. The C18:2/C18:3 ratio was lower in P
compared to F and higher in H and B3/8 compared to B1/2 and B3/8. The CLA concentrations were lower in F and in B3/8. The
discriminant analysis shows significant differences according with the diet.

Keywords: subcutaneous fat, fatty acid, diet, genotype
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Introduccion

En las ultimas décadas la relacion, entre el consumo de acidos grasos de configuracion trans y el de grasas
saturadas (SFA), con la incidencia de enfermedades cardiovasculares (CVD) ha llevado a recomendaciones
para limitar el consumo de carne y grasa de bovinos y ovinos (Mapiye et al., 2015; Nantapo et al., 2015; Vaha-
mani et al., 2015).

Ello ha generado numerosos estudios para disminuir el aporte de acidos grasos saturados y en aumentar
en los lipidos de los rumiantes el aporte de acidos grasos polinsaturados (PUFA) y de productos de la biohi-
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drogenacion ruminal, particularmente del acido rumenico (cis-9, trans-11 C18:2) y de su precursor el acido
vaccenico (trans- 11 C18:1) los cuales tendrian potenciales efectos positivos. La composicion de los PUFAs
y de los productos de la biohidrogenacion ruminal en grasas bovinas esta influenciada por la ubicacién
anatomica de los depositos grasos, presentando la grasa subcutanea y la grasa perirrenal las mayores concen-
traciones de los acidos rumenico y vaccenico (Jiang et al. 2013; Mapiye et al. 2013 y 2015). Actualmente la
grasa subcutanea es usada al preparar “carne picada’ y es considerada como la grasa mas versatil de todos los
productos carnicos (Brewer, 2012).

La calidad cuali y cuantitativa de la alimentacion de los animales para carne es determinante de la com-
posicion de los acidos grasos presentes en la grasa y en la carne. Otros factores a considerar en la com-
posicion lipidica son: la raza, el sexo, la genética, el peso y la edad al momento del sacrificio, la velocidad de
crecimiento, la edad, el clima, etc. (Marmer et al., 1984). Factores genéticos y la dieta animal alteraran la
deposicion grasa indicando la influencia de factores adipogenicos y lipogenicos. Sin embargo, los mecanis-
mos involucrados en la deposicién grasa y la composicion en acidos grasos en ganado bovino no son aun
completamente comprendida. Pese a ello hay suficiente evidencia de que el origen genético debe ser tenido
en cuenta al aplicar estrategias de alimentacion para manipular la composicidn en acidos grasos de bovinos
(Costa et al. 2013)

Un importante indicador del valor nutricional de una grasa es la relacion entre los PUFAs n-6/n-3.
Investigadores de diversos paises estudian distintos métodos para modificar el perfil de acidos grasos y
disminuir esta relacién, aumentando, a su vez, la concentraciéon de los PUFA n-3 (Garcia et al. 2008, 2011,
2012, 2017). Ya se ha demostrado en rumiantes que, disminuyendo la proporcién de concentrado en la dieta
e incrementando el consumo de pasturas, disminuye la concentracion de grasa intramuscular y la relacion de
acidos grasos n-6/n-3 (Garcia et al. 2008; French et al. 2000). Los granos son fuente de acido linoleico C18:2
n-6, mientras las pasturas son ricas en dcido linolénico C18:3 n-3 (Garcia et al., 2015). Los lipidos bovinos
son una de las pocas fuentes naturales con bajas cantidades de PUFA n-6, y una dieta basada en pasturas
aumenta la concentracion de acido linolénico y, por lo tanto, disminuye el valor final de la relacién n-6/n-3 a
valores mas saludables.

Varios estudios (Mir et al., 2000) demostraron también un efecto positivo del sistema pastoril en la
acumulacion de isomeros conjugados del acido linoleico cis 9, trans 11, denominados CLA, en los lipidos de
rumiantes. CLA se refiere a una mezcla de isdbmeros geométricos y posicionales de conjugados dienoicos del
acido linoleico. La mayoria de los CLA provienen de la sintesis enddgena, a partir de acidos grasos poliinsa-
turados (PUFA). Algunas bacterias tienen la capacidad de isomerizar los dobles enlaces cis de los PUFA para
formar dobles enlaces conjugados cis/trans y de hidrogenar estos acidos grasos conjugados. El producto final
de este proceso es el trans dcido vaccénico (t11-C18:1), a partir del cual se forma el acido estearico (C18:0)
mediante la hidrogenacion por otra bacteria ruminal. Para otros PUFA, como el acido linolénico, la secuen-
cia principal también conduce al acido vaccénico y luego al acido estedrico, pero con otros intermediarios
distintos de CLA. Se ha descubierto que por accion de laX9 desaturasa, el 4cido vaccénico sufre una desatura-
cién formandose, CLA C18:2 cis 9, trans 11, isémero mayoritario en la grasa vacuna (Fritsche & Steinhardt,
1998); también se presenta el isomero trans 10, cis 12, dependiendo de la dieta que reciba el animal. Existe un
gran interés en estos compuestos conjugados debido a su poder anticarcinogénico y antiaterogénico.
Ademas, tienen la capacidad de reducir la grasa corporal, mientras se incrementa la masa corporal magra,
teniendo un efecto antiobesidad en ratas (Tsuboyama et al., 2000).

El objetivo del presente trabajo fue analizar la composicion de la grasa subcutdnea de novillos de
cuatro genotipos Hereford, Bradford Y2, Bradford % y Bradford 3/8, alimentados con tres dietas diferentes:
Pasturas, Pasturas + 0.7% de suplementacion y “Feedlot”. Indicadores nutricionales también fueron conside-
rados.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Animales y dietas
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Se extrajeron muestras de grasa subcutdnea de 72 novillos correspondientes a los genotipos Hereford (H) y
cruzas Bradford % (B1/2), Bradford 3/8 (B3/8) y Bradford % (B1/4). Cada lote, de acuerdo con el genotipo, se
dividié en 3 dietas:

Dieta 1: pastoreo estricto;
Dieta 2: suplemento de grano de maiz partido (0.7 % de peso vivo) diario y libre acceso a pasturas;

Dieta 3: Feedlot (80% de concentrado con base de maiz, heno de alfalfa y porotos de soja, sin libre acceso a
pasturas).

2.2. Analisis de lipidos

Luego de 24 horas a 4°C, se extrajeron muestras del musculo Longissimus dorsi de la 112 costilla, de cada
tratamiento. A cada una de ellas se le extrajo la grasa subcutanea destinada al analisis quimico. Todas las
muestras se conservaron a -20°C, hasta su posterior analisis. Se tomaron alicuotas de cada muestra de grasa
subcutdnea, que previamente fueron picadas cuidadosamente. Luego, se tomaron 5g de cada muestra y se
llevaron a 50 ml con cloroformo. El extracto cloroférmico se utilizé para analizar los acidos grasos y para la
determinacién de colesterol total, una vez saponificadas las muestras con una solucién de KOH 4% en etanol
absoluto, con un reactivo enzimatico y colorimétrico (BioSystem S.A.). Los metil ésteres de acidos grasos
(FAME) fueron preparados de acuerdo con el método de Pariza et al. (2001), y medidos usando un equipo
Chrompack CP 900 equipado con un detector de llama ionizante. Los correspondientes metil ésteres fueron
separados mediante una columna capilar CP-Sil 88 (100m x 0.25mm i.d.); Chrompack Inc., Middleburg, The
Netherlands, con nitrégeno como gas carrier. La temperatura del horno se programé a 70°C por 4 minutos,
incrementandose de 70 a 170°C con un rango de 13°C/min, y luego, hasta 200°C a 1°C/min. Los dcidos grasos
individuales fueron identificados comparandolos con tiempos de retencion relativos a los estandares (PUFA-2
Animal Source. Supelco). Los 4cidos grasos de los componentes de las dietas fueron determinados de la
misma manera.

2.3. Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los datos se utiliz6 un disefio factorial de dos vias, dieta y genotipo, con 3 (pasto-
ril, pasturas con 0,7% de granos y feed-lot) y 4 (H, B1/4, B1/2 y B3/8) niveles, respectivamente. El test de
Tukey se aplic para las comparaciones multiples en los casos en que se observaron diferencias significativas
(p<0,05). Para observar la relacion existente entre las variables se aplico la correlacion de Pearson. El analisis
discriminante mediante el método de “stepwise” (0.05 y 0.10 de probabilidad para el ingreso y egreso, respec-
tivamente, de la variable al modelo) fue aplicado para identificar las variables de mayor peso en la clasificacion
de las dietas y/o de los genotipos. Todas las variables estudiadas se estandarizaron antes de realizar el analisis
discriminante, para que tuvieran igual peso. El analisis estadistico fue realizado por medio del software SAS
6.1 1996 y SPSS V12.

3. Resultados y discusion
3.1. Efecto de la dieta en la composicion en acidos grasos de la grasa subcutanea

En la Tabla 1 se presentan los porcentajes de los distintos acidos grasos de acuerdo con la dieta. En el caso
de los acidos grasos saturados, el acido miristico (C14:0) no mostr6 un efecto significativo respecto de la
dieta. En cambio, los valores de los acidos palmitico (C16:0) y estearico (C18:0) si fueron significativos y mos-
traron un mayor porcentaje en los animales alimentados con pasturas. En cuanto a los impares, encontramos
que el acido pentadecanoico (C15:0) no presentd un efecto significativo respecto de la dieta, pero si lo hizo el
acido margarico (C17:0), mostrando el mismo efecto que el C16:0 y el C18:0. Al observar los acidos grasos
monoinsaturados vemos que el miristoleico (C14:1) mostré un decrecimiento a medida que aumentaba la
cantidad de concentrado en la dieta, es decir, presentd el menor porcentaje cuando la alimentacion fue con
80% de concentrado. El acido palmitoleico (C16:1) no fue afectado por el tipo de dieta. El 4cido oleico trans
(C18:1t) y el oleico (C18:1) si fueron significativamente afectados por la misma (p<0.001). Los porcentajes
mas altos correspondieron a los animales que recibieron alimentacion “feedlot”, mostrando un progresivo
incremento de estos acidos grasos a medida que aumentaba la proporcién de granos en la dieta. En cambio, el
acido heptadecenoico (C17:1) no fue afectado por de la dieta. En el caso de los acidos grasos poliinsaturados,
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linoleico n-6 (C18:2 n-6) y linolénico n-3 (C18:3 n-3), el efecto de la dieta fue muy significativo. La alimenta-
cién con pasturas provocé un mayor porcentaje de C18:3 n-3 (p<0.001) y menor de C18:2 n-6 (p<0.001),
siendo este ultimo mayor cuando la alimentacion era “feedlot”, con una notable diferencia. Estos resultados
concuerdan con la composiciéon de cada alimento, dado que las pasturas contienen gran cantidad de C18:3
n-3, mientras los granos tienen gran cantidad de C18:2 n-6 (Garcia et al. 2015). La mayor proporcién de CLA
se presento en la dieta en base a pasturas con un 0.7% de suplementacién y en segundo lugar en la dieta estric-
tamente pastoril. Dicho de otra manera, la menor proporcion de CLA se presento en animales cuya alimenta-
cion fue a base de grano.

La dieta tuvo un efecto muy importante en la composicion en acidos grasos de la grasa subcutanea.
Shingfield et al. (2013) destacan la influencia de las distintas velocidades para una completa biohidrogenacion
de los PUFA a C18:0 y el efecto de las altas concentraciones de C18:2 n-6 en la dieta. De acuerdo a Nakamura
etal. (2004) altos niveles de C18:2 n-6 pueden inhibir la actividad de la delta 9 desaturasa y reducir asi la sinte-
sis de novo de C9-16:1 a partir de 16:0. Cruz- Fernandez et al. (2007) demostraron que aumentando C18:2
n-6 en la dieta es posible inhibir la biohidrogenacion ruminal llevando a la acumulacién de productos inter-
mediarios en el tejido adiposo. Variaciones en los cis-MUFA resultan dificiles de interpretar porque los
mismos se originan por la dieta y la sintesis endogena. Johnson et al. (2012) sugieren que altas concentracio-
nes de C18.2 n-6 en la dieta pueden reducir la elongacion de C18:3 n-3 a C22:5 n-3 al competir por la delta 6
desaturasa. Generalmente la inclusién de PUFA n-6 en la dieta animal aumenta las proporciones de PUFA
n-6 en los tejidos debido mayormente a una disminucién los PUFA n-3 y afectando asi la relacion n-6/n-3
(Raes et al., 2014). Consumo de carnes de animales que consumen pasturas comparadas con animales en
sistemas con base a grano aumentan, los niveles en plasma y plaquetas de los PUFA n-3, en consumidores
(McAfee et al. 2011). Hesley et al. (2016) relacionan el contenido de alfa linolénico en tejido adiposo con la
resistencia a la insulina. El C12:0 y C14:0 son considerados mas hipercolesterolemicos que C16:0 pero desde
que se presentan en menores concentraciones su importancia como hipercolesterolemico es menor que el
C16:0. Se considera que C12:0 y C16:0 elevan el colesterol total, LDL y HDL y aumentan algunos factores
hemostaticos/tromboticos que promueven trombosis (Ntsomboh NG et al. 2016). Oliveira et al. (2012)
consideran que C14:0 eleva el colesterol plasmatico cuatro veces mas que C16:0. El consumo de CLA es muy
limitado y solo existen estimaciones sobre el mismo. Los datos informados para productos derivados de
rumiantes oscilan entre 0,12 a 1,20 % (Reizenthaler et al. 2001). La alta concentraciéon de C18:3 n-3 en las
pasturas se relaciona con las mayores concentraciones de CLA en la grasa subcutanea de los animales que
consumieron pasturas (Fiorentini et al., 2015). Hay una alta correlacion entre la C18 delta 9 -desaturasa y el
contenido de C18:1 n-9 de la dieta (Oliveira et al., 2011) lo cual explica nuestros resultados. La proporcion de
CLA depende de los factores dietarios, incluyendo la fuente y los niveles de lipidos en el alimento (French et
al, 2000).

La grasa perirrenal es un deposito poco utilizado, pero tiene un mayor porcentaje de C18:3 n-3y CLA
que la grasa subcutanea y es mas accesible durante el proceso de sacrificio. Ello sugiere la necesidad de desa-
rrollar estrategias para aumentar las concentraciones de PUFA n-3 y CLA en carne y grasa de los rumiantes
mediante el disefio de dietas y explotar la heterogeneidad de los distintos depdsitos grasos (Mapiye et al.,
2014).

3.2. Efecto del genotipo en la composicion en acidos grasos de la grasa subcutanea

En la Tabla 1 se presentan los porcentajes de los distintos dcidos grasos de acuerdo con el genotipo.
Respecto del genotipo, los valores que presentaron los acidos grasos saturados mostraron efectos significati-
vos sobre el C14:0 y el C18:0. Mientras el C14:0 se presentd con mayores concentraciones en el genotipo Brad-
ford %, el C18:0 fue mayor en los novillos Hereford. En cambio, el C16:0 no mostré efecto significativo alguno
respecto del genotipo. En cuanto a los impares, el C15:0 fue significativamente afectado y presenté mayor
porcentaje en animales Bradford ¥, coincidiendo con el C14:0. Asimismo, el C17:0 también presentéd un
efecto considerable, con un mayor valor para la raza Hereford. Entre los acidos grasos monoinsatura-
dos, sélo el C18:1 trans y el C18:1 fueron significativamente diferentes respecto de la raza (p<0.001 y p<0.01,
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respectivamente). En los novillos Bradford 3/8 fue mayor la cantidad de C18:1, en tanto, el C18:1 trans fue
mayor en animales Hereford. Por altimo, los dcidos grasos C14:1 y C17:1 no presentaron diferencias signifi-
cativas respecto de la raza. Los dcidos grasos poliinsaturados C18:2 n-6 y C18:3 n-3 no presentaron efectos
estadisticamente significativos pero las concentraciones de CLA también fueron afectadas por el genotipo. El
mayor porcentaje correspondié a la grasa subcutdnea de los novillos Bradford %, mientras el menor se
presentd en Bradford 3/8.

Diferencias entre genotipos probablemente se deban a diferencias en las actividades de las enzimas
que influencian la expresién de genes y/o funcién de la enzima (Dance et al. 2009). Laborde et al. (2011)
encontraron que la actividad de la Delta 9 desaturasa que convierte C16:0 a C16:1 es mayor en Simmental que
en Red Angus. Variaciones genéticas fueron encontradas en las concentraciones de C14:0, C14:1¢9, C16:0,
C16:1c9, C18: 0 y C18:1 ¢9 en grasa subcutanea de diversas razas por Kelly et al. (2012). Dichos autores
asociaron esas variaciones al nivel de grasa subcutanea al encontrar que disminuciones de C18:1 correspon-
dian a aumentos de C14:0, C16:0 y C18:0.

3.3. Efecto de la dieta y el genotipo en algunos indicadores de interés nutricional
Diversos parametros relacionados con el valor nutricional de los lipidos dietarios se presentan en la Tabla 3.

La relacion entre el C18:2 n-6 y el C18:3 n-3 es importante en la salud humana. Dicha relacién fue menor
cuando los animales consumen pasturas. Se observa una gran diferencia con la alimentacion “feedlot’, en la
que la proporcion de C18:2 n-6 es mucho mayor que la de C18:3 n-3. Este resultado coincide con estudios
previos, realizados sobre calidad de carne. El grupo genético también influyd significativamente, y los valores
mas altos se presentaron en animales H y B1/4. La interaccion entre la raza y la dieta fue muy significativa
(p<0.001).

Otro indicador de interés es la proporcién de MUFA presente. En este caso, el mayor porcentaje correspondio
ala alimentacién con grano y a los animales de raza B3/8. La interaccion entre la raza y la dieta fue poco signi-
ficativa (p<0.05).

La proporcién de acidos grasos saturados, SFA, también se utiliza para evaluar la calidad nutricional de la
grasa. Aqui se presento el efecto provocado por la dieta de manera muy significativa (p<0.001), mientras el
del grupo genético resulté menor (p<0.05). Notablemente mas alto fue el porcentaje encontrado en animales
cuya alimentacion fue pastoril. A medida que aumenta la proporcion de grano en el régimen alimenticio, el
porcentaje de SFA en la grasa subcutanea va disminuyendo. Este resultado concuerda con aquel encontrado
por Garcia et al. (2008), en lipidos intramusculares de la carne. Respecto del genotipo, el menor valor se
presento en animales B1/4 y el mayor en H.

La relacion entre MUFA y SFA fue también fue afectada por la dieta, el genotipo y la interaccion entre
ambos. En concordancia con lo anteriormente descrito, la dieta pastoril genero grasas subcutaneas con
menores valores de la relacion MUFA/SFA que la dieta “feedlot”. A su vez, los animales del genotipo H son los
que presentaron el menor valor de esta relacion.

La cantidad de colesterol en la grasa subcutanea se vio afectada sélo por la raza, pero de manera poco
significativa (p<0.05). El genotipo con mayor porcentaje de colesterol fue H, mientras la de menor fue B1/4.
Sin embargo, en estudios previos se comprobd que el contenido de colesterol en la carne fue afectado por la
dieta, siendo la pastoril aquella que provocé el menor porcentaje (Garcia et al., 2008).

3.4. Aplicacion del analisis discriminante a la composicion en acidos grasos

El andlisis discriminante aplicado en las mediciones de los acidos grasos en la capa subcutanea permitié agru-
par las muestras de grasa subcutanea de novillos segtin las respectivas dietas aplicadas. Al estudiar los acidos
grasos, se observaron 2 funciones discriminantes (FD), las cuales fueron significativas (p<0,05), y cada una
de ellas explico el 93,1 y 6,9% de la varianza total, lo que permiti6 clasificar correctamente el 95,8% de los
casos agrupados originales y 93,1 % de los casos agrupados mediante la validacion cruzada. Las variables
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seleccionadas estandarizadas como las mas importantes en la clasificacién fueron: C14:0, A, C18:1, B, C18:2
n-6, CLA, MUFA y SFA.También se aplicd el analisis discriminante para ver una posible clasificacion de los
genotipos, el cual clasificd correctamente el 66,7% de los casos agrupados originales y el 55,6% de los casos
agrupados validados mediante validacion cruzada. El grafico no se muestra debido a que se considera que
estas variables reflejan mas la clasificacion por dieta.

4. Conclusiones

La dieta totalmente pastoril presentd niveles mas altos de acido palmitico (C16:0), acido estearico (C18:0),
acido linolénico (C18:3 n-3) y CLA y menores de los acidos oleico (C18:1) y linoleico (C18:2 n-6) que la dieta
de pasturas con 0.7% de suplemento y la de feedlot. El genotipo afecté los niveles de acidos miristico (C14:0),
pentadecanoico (C15:0), margarico (C17:0), oleico trans (C18:1t), oleico (C18:1) y CLA. Los niveles mas
altos de CLA se presentaron en los novillos B1/4 y los menores en los de raza B3/8. La relacion C18:2
n-6/C18:3 n-3 fue significativamente menor (<0.001) cuando la dieta fue exclusivamente pastoril. Los valores
mas altos se presentaron en las razas H y B1/4. La proporciéon de MUFA fue mayor en la grasa de los animales
bajo el régimen “feedlot” y en aquellos del genotipo B3/8. La proporcion de SFA se vio afectada por la dieta
con un mayor grado de significacién que por el genotipo (p<0.001 y p<0.05, respectivamente). Fue notable-
mente mayor el porcentaje encontrado en animales con dieta pastoril. El genotipo H presenté el mayor
porcentaje de SFA. La dieta pastoril y el genotipo H presentaron los menores valores para la relacion MU-
FA/SFA. Ni el genotipo ni la dieta afectaron significativamente los niveles de colesterol. H fue el genotipo con
mayor concentracion, pero con un bajo nivel de significacién (p<0.05).

El analisis discriminante determind grandes diferencias entre las dietas, pero no asi entre los grupos genéti-
Cos.

Tabla 1: Genotipo, dieta y efecto de interaccion en composicion en dcidos grasos de grasa subcutanea de
novillos, a partir de cuatro tipos genéticos, alimentados con tres dietas diferentes (% en peso sobre el total
de acidos grasos).

] Dieta Genotipo
/;figs Pastura | Pastura | Feedlot | H Bl2 | Bl/A4 B38| RSME | Dieta (t}ii:)o DxG
+0.7% | (80%)

C14:0 4.01 3.96 3.89 397b 434a 4.05b 3460 0.7281 | NS *ok *
A 0.54a 0.50 a 0.20b 0.38 0.45 0.43 0.39 0.1146 | *** NS NS
Cl4:1 0.50 a 0420 0.26 ¢ 0.37 0.45 0.38 0.36 0.3370 | *** NS | NS
C15:0 1.89 1.97 1.83 1.73b 2.19a 1.84b 1.83b 0.3399 | NS *k% 1 NS
C16:0 27.04a |26.30ab |25.13b |26.84 26.38 25.66 25.74 1.7627 w3k NS | NS
Cl6:1 4.85 5.25 4.94 4.36 5.11 5.48 5.11 0.9731 | NS NS | NS
C17:0 1.69 a 1.30b 1.48b 1.62a 1.38b 1.44ab |1.53 ab 0.2616 | *** * NS
C17:1 1.07 1.00 1.13 1.03 1.09 1.13 1.02 0.2028 | NS NS | NS
C18:0 1542 a 12.95b 12.33b 15.16a 12.11b 12.96 ab | 14.04 ab | 2.6105 | **3* wk NS

C18:1t 327b 2.80b 420a 4.08a 343ab [3.63ab [2.53b 1.1166 | ¥ | sk *

Cl18:1 3235b |37.13a |3847a [33.76b [36.11ab |36.03ab [38.03a 3.5297 | k** Hk *

B 0.88a 0.83a 0.60 b 0.74 0.80 0.76 0.78 0.1371 | *** | NS | NS
C 0.38ab |0.46a 0.36b 0.30b 0.52a 0.40 ab ]0.39 ab 0.1469 * HkE | ok
C18:2n-6 |1.40Db 1.57b 3.17a 2.02 2.31 1.99 1.87 0.6612 | *** | NS *ok
Cl18:3n-3 |1.06a 0.89 a 0.33b 0.72 0.87 0.74 0.71 0.2421 | #*%* NS | NS
CLA 0.67b 0.79 a 041c 0.64a 0.63ab [0.74a [0.48b 0.1702 | #*** | #** [ NS

Las letras diferentes (abc), en las filas, tienen valores de medias estadisticamente diferentes. NS: no significativo (p>0.05). *:
p<0.05, **:p<0.01 y ***: p<0.001. RSME: raiz cuadrada del cuadrado medio del error. A, B y C: componentes no identificados.
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Tabla 2: Efecto de la dieta y el genotipo en algunos indicadores de interés nutricional.

Dieta Genotipo
. . Geno
Indicador RMSE [ Dieta fipo DxG
Pastura | Pastura | Feedlot H B1/2 Bl1/4 B3/8
+0.7% | (80%)

C18:2 n-6/C18:3 n-3 141b 1.90 b 11.72 a 6.50 a 3.25ab 575a 454 b 2.5720 *ksk *%k sk

MUFA 37.20b | 4238a | 4341a | 38.11b |41.22ab|41.51ab| 43.14a 3.8765 ok ok ok *
SFA 46.48a | 4321b | 37.65¢ 4472a | 41.48b | 41216 | 4237ab | 3.4297 ok ok * NS

MUFA/SFA 0.81b 0.99 ab 1.16 a 0.86b 1.02a 1.03a 1.06 a 0.1629 sk *%k *
Colesterol 129.06 | 119.60 131.02 | 137.42a [123.84ab[ 111.87b | 133.11ab | 26.4356 | NS * NS

Las letras diferentes (abc), en las filas tienen valores de medias estadisticamente diferentes. NS no significativo (p>0.05), *
p<0.05, ** p<0.01y ***p<0.001. RMSE raiz cuadrada del cuadrado medio del error.

Grafico 1: Analisis discriminante aplicado a acidos grasos en grasa subcutanea de novillos para diferen-

ciar los efectos de las dietas.
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Resumen

Se estudiaron extractos secos (ES) ricos en compuestos fenélicos de tegumento de mani (ETM) y de harina de sésamo (EHS),
obtenidos mediante agua-etanol subcriticos. Los mismos fueron evaluados como agentes antioxidantes en aceite de chia (Ranci-
mat -100 °C) y en emulsion dcida O/W (40 °C-15 dias), comparando su accionar con TBHQ. Previamente se caracterizaron
mediante el contenido de fenoles totales (ETM: 520 y EHS: 120 mg AG/g ES); DPPH (EC50 ETM 4.97 y EHS 82.83 ug ES/mL);
FRAP (EC50 ETM 0.36 y EHS 3.64 ug ES/mL) y f-caroteno-linoleico (%AA ETM 40.76 % y EHS 22 %). En presencia de ETM,
la estabilidad del aceite de chia aument significativamente (75-85 %) y la respuesta fue dependiente de la concentracién. En el
ensayo de almacenamiento de las emulsiones O / W, el control sin ningiin antioxidante alcanzé un indice de peréxidos (IP) de 86
meq O2 / kg de aceite a los 15 dias, mientras que las emulsiones con ETM apenas superaron 15 meq O2 / kg. Utilizando 6000
ppm de ETM se disminuyd la velocidad de reaccion mds de un 50 %. En el caso de EHS, aumentd la estabilidad del aceite de chia,
en menor proporcion que el ETM (52-59 %), sin embargo en emulsiones O/W demostré un comportamiento prooxidante. Los
diferentes resultados en ambas matrices pueden justificarse por el efecto del pH y la composicién caracteristica de cada extracto.
La extraccion con agua-etanol subcriticos del tegumento de mani puede proporcionar extractos ricos en compuestos fendlicos con
uso potencial como antioxidante natural de aceite de chia libre y emulsionado en solucion dcida.

Palabras claves: Subproductos industria oleaginosa, valor agregado, tegumento de mani, expeler de sésamo, extraccién
subcritica, antioxidantes naturales, aceite de chia, emulsion O/W.

.

f
Abstract

Dry extracts (DE) rich in phenolic compounds of peanut skin (PSE) and sesame cake (SCE), obtained by subcritical water-etha-
nol were studied. They were evaluated as antioxidant agents in chia oil (Rancimat -100 ° C) and in O / W acid emulsion (40 °
C-15 days), comparing their action with TBHQ. Previously they were characterized by the total phenols content (PSE: 520 and
SCE: 120 mg GA / g DE); DPPH (IC50 PSE 4.97 and SCE 82.83 ug DE / mL); FRAP (IC50 PSE 0.36 and SCE 3.64 ug DE / mL)
and f-carotene-linoleic (PSE 40.76% and SCE 22%). In the presence of PSE, chia oil stability increased significantly (75-85%) and
the response was concentration dependent. In the storage test of O / W emulsions, the control without any antioxidant reached
and peroxide index of 86 meq O2 / kg oil at 15 days, while the emulsions with PSE barely exceeded 15 meq 02 / kg. Using 6000
ppm PSE the reaction rate was decreased more than 50%. In the case of SCE, the stability of chia oil increased, in a lower
proportion than PSE (52-59%), however, in O / W emulsions it showed a pro-oxidant behaviour. These different results in both
matrices can be justified by the pH effects and the extracts composition. Extraction with subcritical water-ethanol from peanut
skin can provide extracts rich in phenolic compounds with potential use as a natural antioxidant of free chia oil and emulsified in
acidic solution.

J
N

Keywords: Oil industry by-products, add value, peanut skin, sesame cake, subcritical extraction, natural antioxidants, chia oil,

O/W emulsions.
(N J

Introduccion

En la actualidad algunos procesos industriales son altamente ineficientes considerando el volumen de
residuos, principalmente de naturaleza organica que generan. En este contexto, para limitar la produccién y
acumulacion de corrientes de desecho de alimentos, una opcidn es utilizarlos tanto como sea posible y darles
un valor agregado. Por ejemplo, a través de la recuperacion de moléculas bioldégicamente activas que pueden
ser aprovechadas en diferentes areas de aplicacion (salud, agricultura, alimentos, cosmética, etc) (Nazzaro et
al., 2018).
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Dentro de los compuestos bioactivos, los fendlicos ocupan un lugar importante ya que representan una alter-
nativa a los antioxidantes (AOs) sintéticos (BHA, el BHT y TBHQ), que estan siendo reevaluados conside-
rando sus efectos en el sistema enddcrino (Pop et al., 2013) y una posible accion carcinogénica (Gharavi et
al., 2007; Eskandani et al., 2014). El uso de AOs es el método mas efectivo, conveniente y econémico (Shahidi
& Zhang, 2015) entre los diversos empleados para evitar los procesos de oxidacion en alimentos que contie-
nen lipidos.

Los procesos de oxidacidn, que son mas rapidos en matrices mas insaturadas como el aceite de chia (un 60 %
de a- linolénico - Ayerza & Coates, 2009), disminuyen la calidad nutricional por pérdida de dcidos grasos
esenciales y de actividad vitaminica, alteran las propiedades organolépticas y generan productos potencial-
mente toxicos (Dobarganes & Marquez-Ruiz, 2003). A su vez, los lipidos de la dieta, se consumen con
frecuencia como emulsiones lo que aumenta su susceptibilidad a la oxidacidon debido a la gran area interfacial
entre la fase lipidica y la fase acuosa. Ademas, en comparacidn con un aceite libre, en una emulsion existen
multiples factores que afectan el proceso, como ser; el pH, el tamaio de gota, la viscosidad, el tipo y cantidad
de emulsionante, el proceso de homogenizacion, los prooxidantes como los metales de transicion presentes
en la fase acuosa, entre otros (Jacobsen, 2016).

Existe entonces un gran interés en AOs de fuentes naturales (Wu et al., 2019), asi como desde un punto de
vista sustentable, de los que se obtienen a partir de residuos de la industria tales como los expellers de extrac-
cién de aceite (Bolling et al., 2010; Terpinc et al., 2012; Zhao et al., 2012), cascaras y pieles de diferentes frutos
(Baino et al., 2014; Barba et al., 2016; Banerjee et al., 2017; Caporaso et al., 2017; Lai et al., 2017). Se ha
demostrado ademas que la extraccion mediante fluidos subcriticos utilizando solventes GRAS (Generally
Recognized As Safe), es una tecnologia mas limpia, rapida y segura que los métodos de extraccién convencio-
nales como Soxhlet y maceracion con solventes organicos (Abdelmoez et al., 2014; Todd & Baroutian, 2017;
Bodoira et al, 2017ab; Ko et al., 2014).

En Argentina, la industria manisera es de gran importancia, principalmente en la economia regional de la
provincia de Cérdoba. Como consecuencia de la operacion de blancheado se genera una corriente residual
de tegumento de mani (TM) que corresponde al 3 % del peso inicial (Lorenzo et al., 2018). Las semillas de
sésamo por su parte, en el territorio argentino son producidas en menor cantidad, pero la producciéon de este
aceite a gran escala ocupa el octavo lugar en el mercado mundial de aceites debido a su alto contenido lipidico
(Bodoira et al., 2017a). La misma se realiza mediante tecnologia de prensado (Martinez et al., 2013) resultan-
do la masa sélida en un expeller o torta que, cuando se deslipidiza totalmente y se muele, se denomina harina
de sésamo (HS).

Multiples estudios han demostrado que tanto en el TM (Nepote et al., 2005; Wang et al., 2007; Ballard et al.,
2010; Larrauri et al., 2016; Bodoira et al., 2017b), como en la HS (Suja et al., 2005; Terpinc et al., 2012; Kenari
etal., 2014 Bodoira et al., 2017a), se encuentran cantidades considerables de compuestos fenélicos con capa-
cidad antioxidante.

Existen incluso investigaciones previas que han probado extractos de TM (ETM) para mantener la calidad y
detener o retrasar los procesos de oxidaciéon de lipidos en diferentes matrices alimenticias (Nepote et al.,
2002;2004; O "Keefe & Wang 2006; Yu et al., 2010; De Camargo et al., 2012; 2017; Larrauri et al., 2012; Sichet-
ti Munekata et al., 2015; 2016), principalmente en productos carnicos (Lorenzo et al., 2018). Ademas, algu-
nos autores informaron ciertos efectos antimicrobianos de los ETM (Sarnoski, et al., 2012; Pizzolitto et al.,
2013; Peng et al., 2015; De Camargo et al., 2017; Bodoira et al., 2019) que se suman a los efectos AOs y gene-
ran ventajas obvias a un aditivo alimentario. Incluso un trabajo reciente con el mismo ETM usado en este
trabajo demuestra, mediante estudios in vivo, que no posee toxicidad alguna (Rossi et al., 2020).

En cuanto a extractos de HS (EHS) aplicados en sistemas alimenticios, si bien existe menor evidencia que
para ETM, se reportd que pueden estabilizar los aceites de soja, girasol y cartamo (Bahmaei & Peyman, 2012;
Mohdaly, et al., 2011; Suja et al. 2004) asi como la mantequilla de oleina (Nadeem et al., 2014) de manera mas
eficiente que el BHT.

Por lo tanto, no hay antecedentes del efecto de estos extractos sobre la estabilidad de un aceite muy insatura-

Revista del Foro de la Alimentacion, la Nutricién y la Salud (RFANUS) Volumen 2 (N°2- 2020) 21



ARTICULO ORIGINAL Eficacia antioxidante de extractos de subproductos de la industria oleaginosa en aceite de chia y en
modelo de emulsién o/w

do como el de chia, ni sobre el efecto en un sistema de tipo emulsion. Este tltimo representa un sistema estra-
tégico para incluir nutrientes relevantes en diversas matrices dietéticas. El objetivo de este trabajo fue evaluar
la efectividad de extractos secos de estos subproductos, obtenidos mediante fluidos subcriticos, sobre la esta-
bilidad oxidativa de aceite de chia libre y en un modelo de emulsién acida de tipo O/W.

2. Materiales y métodos
2.1 Acondicionamiento de las matrices y extraccién con fluidos subcriticos

El TM se obtuvo de mani tipo Runner como subproducto del proceso de blancheado industrial tipico (90 °C,
10 min). Las semillas de sésamo se obtuvieron de plantaciones comerciales ubicadas en la provincia de Salta.

Sellevé a cabo inicialmente una limpieza manual al TM y luego con un tamiz automatico (EJR 2000 Zonytest,
Argentina) se eliminaron harinas indeseadas. Las semillas de sésamo, primeramente se desgrasaron en forma
parcial utilizando una prensa de tornillo a escala piloto (Komet, modelo CA 59 G, Alemania) siguiendo las
condiciones de Martinez et al. (2017). Posteriormente en ambas matrices, se elimin6 posibles grasas rema-
nentes mediante Soxhlet, (n-hexano-6 h), se molieron y tamizaron a fin de obtener un tamafno de particula
uniforme (0.5 mm).

Para la extraccion se utiliz6 el método de fluidos subcriticos con agua-etanol y un equipo semicontinuo con
condiciones ya optimizadas en trabajos previos (Bodoira et al., 2017ab). Los extractos obtenidos fueron
centrifugados (20 min- 9000 rpm), su solvente removido con un evaporador rotatorio a 40 °C y el remanente
en liofilizador (Pfeiffer, Mod: DUO 5 M, Germany). Finalmente los extractos secos (ES) fueron almacenados
a -20 °C en envases de vidrio color ambar y en atmdsfera de nitrégeno hasta el momento de su analisis.

2.2 Caracterizacion de los extractos secos de Tegumento de Mani y Harina de Sésamo

Para caracterizar a los ES, los mismos se re-suspendieron en metanol en concentraciones adecuadas para
realizar las siguientes técnicas analiticas.

* Contenido de fenoles totales (CFT) segtin Singleton et al (1999), expresando los resultados en mg acido
gélico (AG)/mg ES.

* Capacidad de eliminacion de radicales libres DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) segiin Apak et al. (2013),
expresando los resultados como EC50 (concentracidon requerida en pg ES/mL para reducir a la mitad la
concentracion inicial del radical DPPH) y como equivalentes de Trolox en mmol Tx eq/g ES.

* Poder Reductor (FRAP) segtin Benzie & Strain (1996). Los resultados se expresaron como mmol Tx eq/g ES
y como EC50 (concentracidn en ug ES/mL que causa un aumento del 50% de la absorbancia inicial).

* B-Caroteno-Linoleico: técnica basada en la capacidad de minimizar la pérdida de coloracion del -caroteno
por oxidacidn en una emulsién con acido linoleico. La determinacidn se realiza mediante mediciones espec-
trofotomeétricas en el tiempo (Marco, 1968) y la actividad antioxidante (%AA) del extracto se calcula segun:

%AA=[1-((AmT0-AmT1)/(AcT0-AcT1))]*100

donde AmTO es la absorbancia inicial de la muestra, AmT1 la absorbancia a los 120 min, y AcT0 y AcT1 las
absorbancias del control. Finalmente los resultados se expresan como EC50 (concentracion en ug ES/mL a la
cual %AA es 50%) y como mmol Tx eq/g ES.

* Determinacion del Coeficiente de particion (Log P): considerando la importancia de la solubilidad de un
antioxidante en la fase continua o dispersa de una emulsion, se puede estimar el comportamiento lipofili-
co/hidrofilico de los extractos a través del calculo de Log P, segtin Farhoosh et al. (2016). Cuando los valores
de Log P son menores a cero, demuestran tendencia hacia un comportamiento hidrofilico debido a que la
concentracion de soluto predomina en la fase acuosa. De lo contrario, los resultados mayores a cero se corres-
ponden con una mayor abundancia de soluto en la fase oleosa, y mientras mayor sea el valor numérico mas
fuerte es el caracter lipofilico.

2.3 Ensayo de estabilidad oxidativa en aceite de chia

Para probar la actividad antioxidante de ETM y EHS, se evalu6 la estabilidad oxidativa del aceite de chia
mediante el método de Rancimat (AOCS-2009 Cd 12b-92 e ISO 6886). Se utilizaron 3 g de aceite a 100 °C con
un flujo de aire de 20 L/h. Los ES fueron afiadidos con 150 pL de metanol en concentraciones seleccionadas

Revista del Foro de la Alimentacion, la Nutricién y la Salud (RFANUS) Volumen 2 (N°2- 2020) 22



ARTICULO ORIGINAL Eficacia antioxidante de extractos de subproductos de la industria oleaginosa en aceite de chia y en
modelo de emulsién o/w

segun ensayos previos (2000, 3000, 4000, 6000, 8000, 10000 ppm de ETM y 8000, 10000, 12000 y 14000 ppm
de EHS). También se realizé un control negativo sin antioxidante (sélo con 150 uL de metanol) y un control
positivo con 200 ppm de TBHQ (concentracién maxima permitida por Cédigo Alimentario Argentino). La
estabilidad del aceite se determiné en términos de tiempo de induccién (TI) (h) y la efectividad de los extrac-
tos se expresd como factor de proteccion (FP):

FP= (tiempo de induccién del aceite con antioxidante (horas)

(tiempo de induccion del aceite sin antioxidante (horas)
2.4 Ensayo de estabilidad oxidativa en emulsion O/W de aceite de chia

Las emulsiones fueron realizadas siguiendo la metodologia de Ospina et al. (2019), con algunas modificacio-
nes. Se selecciond un pH acido de 3.5 para representar el tipico de productos alimenticios acidos, tales como
mayonesa y algunas salsas. Los ES se solubilizaron en etanol/agua (3:2 v/v) y se homogeneizaron con 5 g de
aceite de chia,l g de Tween 80 y 50 mL de buffer acetato de sodio 20 mM (pH 3.5) con un homogeneizador
Ultraturrax (IKA T18, Alemania) operado a 18000 rpm durante dos minutos. La emulsion (en bafio de hielo)
se sometié a una segunda etapa de homogeneizacién con sonda ultrasénica (Modelo 150 V / T, Biologist,
INC, EE. UU) operada a 40% de potencia. Las concentraciones finales fueron entre 4000 y 6000 ppm para
ETM y entre 8000 y 12000 ppm para EHS, TBHQ a 200 ppm y un control negativo sin ninguin antioxidante.
Cada emulsion (por triplicado) en un frasco de vidrio ambar (10 mL) cubierto con film, se incubaron en
estufa a 40 ° C durante quince dias.

Se tomaron muestras cada tres dias y se midi6 el contenido de sus productos de oxidacién extrayendo el aceite
de chia con 30 mL de isooctano : 2-propanol (2:1 v/v). Luego se determind la cantidad de peréxidos lipidicos
(productos de oxidacién primarios) segun AOCS (2009) expresando los resultados como meq O2/kg aceite.
También se midi6 la cantidad de productos secundarios de oxidacién, segun el calculo del indice de p-anisidi-
na (Norma NMX-F-051-SCFI-2008).

La oxidacion de los aceites vegetales sigue principalmente la cinética de medio orden y determinar la veloci-
dad de formacion de hidroperéxidos, es una medida de la velocidad de oxidacién (Labuza, 1971) del aceite
que puede usarse para comparar lo que sucede con este parametro cuando aftadimos AOs.

dY/dt=K_M*Y~(12)*[RH]

donde Y es la concentracion de hidroperoxidos, t el tiempo de oxidacion, KM la constante de velocidad mixta
(integrada por la constante de velocidad de iniciacidn, de propagacion y de finalizacién) y [RH] es la concen-
tracion del sustrato lipidico. A partir de las ecuaciones de las curvas de velocidad de reaccion para los distin-
tos tratamientos (calculadas a partir de los valores de IP) se obtuvieron los valores de la pendiente de cada
curva (KM[RHO0])/2). Un punto importante es la consideracion de que [RHO] (concentracion de aceite al
tiempo 0) es constante en el tiempo de oxidacion e igual para todos los tratamientos. De esta forma, se puede
realizar directamente la relacion entre las pendientes de cada tratamiento (KM[RHO]/2) y la del control nega-
tivo (KMC[RHO0]/2), que multiplicada por 100 da el parametro cinético KM/KMC% (donde KM es la cons-
tante de velocidad mixta de la emulsién que contiene extracto y KMC es la constante de velocidad mixta de
la emulsién control sin antioxidante).

2.5 Analisis estadisticos

Los resultados fueron analizados por analisis de varianza (ANAVA). La normalidad de los datos se evalud
mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Las comparaciones entre tratamientos se determinaron mediante la
prueba de Fisher. Todos los analisis se realizaron con INFOSTAT / Professional 2014 (FCA-UNC, Argentina).
Los tratamientos se realizaron por triplicado y se consideraron significativamente diferentes a valores de p
<0.05.

Resultados y discusion
Caracterizacion de los extractos secos de Tegumento de Mani y Harina de Sésamo

En la Tabla 1 se muestran los resultados sobre capacidad antioxidante y contenido de fenoles totales (CFT)
para ambos extractos. Al comparar el accionar antioxidante entre ellos, en todas las mediciones realizadas el
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ETM es significativamente mas eficiente que el EHS. EI CFT es aproximadamente cuatro veces mas en el ETM
que en EHS. También lo fue, y en mayor medida, la eficacia para interrumpir la secuencia de reacciones de
oxidaciéon. Comparando los valores de EC50 se observa que se requiere 16 veces mayor cantidad de EHS que
de ETM para reducir la concentracidn del radical DPPH a la mitad; y 10 veces mayor proporcion para lograr
el mismo poder reductor segtn la técnica FRAP. En cuanto a los valores de B-caroteno-linoleico, se requiere
aproximadamente seis veces mas de EHS que de ETM para conseguir el 50 % de actividad contra la oxidacién
por parte de peroxidos lipidicos en emulsion.

Las técnicas utilizadas miden capacidades diferentes: atrapamiento de radicales libres (f-caroteno-linoléico y
DPPH) o poder reductor (FRAP). Tanto en DPPH como FRAP el mecanismo de transferencia de electrones
(TE) es el dominante, mientras que en -caroteno-linoleico lo es el mecanismo de transferencia de hidrdoge-
nos (TH). Observando los resultados en equivalentes de trolox (tabla 1) ya que las EC50 no son comparables
entre técnicas, se evidencia que existe mayor eficacia antioxidante en esta ultima técnica, demostrando que el
mecanismo TH es dominante para ambos extractos y dejando en evidencia que en emulsién ambos se mues-
tran efectivos, aunque el ETM mucho mas. A su vez si comparamos técnicas con el mismo mecanismo quimi-
co de transferencia (TE) como DPPH y FRAP, el poder reductor parece ser la capacidad dominante cuando
de este mecanismo se trata. Esto ultimo se da en ambos extractos, siendo los milimoles de trolox equivalentes
para FRAP un 28% mas alto que para DPPH en ETM y un 44% mas alto en EHS.

Si comparamos con patrones y AOs sintéticos de referencia, Ospina et al. (2019) con la técnica DPPH infor-
maron valores de 3.49 mmol Tx eq/g para TBHQ y de 1.63 mmol Tx eq/g para a-tocoferol. Podemos eviden-
ciar que los valores obtenidos para ETM en este trabajo (2.57 mmol Tx eq/g ES) fueron superiores a los del
a-tocoferol, no asi respecto al AO sintético TBHQ, el secuestrador de radicales libres por excelencia. El caso
de EHS muestra una capacidad muy inferior (0.29 mmol Tx eq/g ES) a los AOs sintéticos usados por estos
autores.

En cuanto al CFT del ETM (520 mg AG/g ES), es un resultado intermedio comparado con los obtenidos en
trabajos previos con este tegumento. Braga et al., (2016) produjeron un extracto liofilizado (mediante UAE
con etanol al 80 % y posterior concentrado) con un CFT de 404.4 mg AG/g, mientras que Constanza et al.
(2012) lograron un extracto secado por atomizaciéon que alcanzé un CFT de 712 mg AG/g. En cuanto al
ensayo de DPPH para ETM resultaron necesarios sélo 4.96 ug ES/mL para reducir la concentracion inicial del
radical un 50 %, mientras que Larrauri et al. (2016) mostraron un valor inferior (2.01 ug ES/mL), aunque con
extractos purificados. Braga et al., (2016) por su parte, informan un valor considerablemente mayor de
concentracion necesaria (20 pg ES/mL). El ensayo de FRAP fue menos estudiado en trabajos previos con
ETM. En este estudio resulté en un valor de 3.58 mmol eq Tx/g ES, el cual supera ampliamente al reportado
por De Camargo y colaboradores (2017) (0.45 mmol eq Tx/g ES), utilizando maceracién con acetona como
solvente de extraccion.

En cuanto a EHS, el valor de CFT (120 mg AG/g ES) fue el doble al informado por Peschel et al. (2007) (65
mg AG/g ES) utilizando maceracién con agua a 60 °C. Por otra parte Kenari et al. (2014), utilizando UAE y
etanol como solvente de extraccidn, obtuvieron también un valor inferior (83 mg AG/g ES), asi como Suja et
al. (2005) y Mohdaly et al. (2013). Estos tltimos autores, evaluaron también la capacidad antioxidante por
DPPH de EHS obtenidos a partir de maceracion, alcanzando un %inh = 46 % para 200 pug ES/mL, valor casi
duplicado por los EHS del presente trabajo (85 % inh).

Finalizando la caracterizacion de los ES y en cuanto a su solubilidad, en la Tabla 1 se muestran los resultados
del coeficiente de particion a pH 3.5y 5.5. Los valores negativos indican que ambos ES poseen caracteristicas
hidroéfilas. A pH 5.5, no hay diferencias entre ambos, sin embargo cuando el pH disminuye a 3.5 la hidrofilici-
dad del EHS también lo hace, diferenciandose del Log P del ETM, el cual no se ve afectado. Si bien mantienen
su lipofobicidad, se observa una tendencia tanto en AOs sintéticos (Ospina et al., 2019) como en EHS a
aumentar su hidrofilicidad a medida que se incrementa el pH.

Estabilidad oxidativa en aceite de chia

En la Figura 1 se expresan los resultados del ensayo en Rancimat como Factor de Proteccion (FP) a las distin-
tas concentraciones (ppm) de ambos extractos en aceite de chia. El aceite de chia sin ningtin agregado
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antioxidante posee un tiempo de induccion (TI) de 3.26 h, al cual se le atribuye un FP = 1. Este TI fue incre-
mentado en todos los ensayos con aceite aditivado. En particular con ETM el FP aumenta con la concentra-
cién, mostrando un incremento maximo de 85.5% respecto del control para la concentracion de 8000 ppm
(FP = 6.89); luego de este valor no se encuentran diferencias significativas con la concentraciéon maxima
probada (10000 ppm).

Respecto al control positivo (200 ppm TBHQ) resulté en un incremento de 79.37%, equivalente a utilizar
3000 ppm de ETM. En contraste, Nepote et al (2002) no logré igualar ni superar al AO sintético BHT en un
ensayo de oxidacién a 60°C con aceite de girasol aditivado con ETM. Asi como De Camargo et al,, (2012) en
Aceite de soja con Rancimat, obtuvieron un TI de 17.34 h con TBHQ (200 ppm), 6.47 h con BHT (100 ppm)
y de 7.3 con ETM (400 ppm) demostrando este ultimo un efecto ligeramente superior al BHT pero muy infe-
rior al TBHQ.

Comparando con bibliografia previa en aceite de chia, se evidencia que el desempefio del ETM fue superior
al de otros AOs de origen natural, como el palmitato de ascorbilo (PA) con un FP de 4.5 a 5000 ppm (Ixtaina
et al. 2012) y de 3.64 utilizando 200 ppm de este AO en combinacién con 8000 ppm de extracto de romero
(Bodoira et al., 2017¢).

Por su parte, los tratamientos con EHS no lograron un FP tan elevado, 8000 ppm apenas duplicaron el TI del
control. Ademads, a diferencia del ETM, no se muestra una variacién con significancia estadistica del FP con
respecto a la concentracion de extracto. Los resultados coinciden con Bahmaei & Peyman (2012) que
mediante Rancimat obtuvieron un TI de aceite de soja sin aditivar de 7.93 h y de 9.53 y 8.85 con 2000 ppm de
EHS etandlico y metandlico respectivamente. Por otra parte, todas las concentraciones probadas de EHS
demostraron una efectividad significativamente inferior al antioxidante sintético TBHQ (Figura 1). Estos
resultados concuerdan con otros estudios con diferentes aceites y tipos de ensayos de oxidacién en estufa
(Suja et al., 2004; Mohdaly et al., 2011) en los cuales tampoco el EHS, obtenido con Soxhlet utilizando meta-
nol, pudo equiparar el efecto del TBHQ aunque si el del BHT.

La capacidad antioxidante estd muy relacionada con la estructura quimica de un compuesto (Olsowy et al.,
2019) y cuando de un extracto se trata, se relaciona desde ya con su composicién quimica. Respecto a la com-
posicion relativa de ETM y EHS utilizados en este trabajo, se detalld en trabajos previos (Bodoira et al., 2017b;
2019). En particular en el ETM son abundantes los taninos condensados también llamados proantocianidi-
nas, un tipo de polifenoles que poseen reconocidas propiedades farmacoldgicas y antioxidantes (Rauf et al.,
2019). En particular estan presentes proantocianidinas del tipo dimeros derivados de la catequina y epicate-
quina (procianidinas). Estas moléculas oligoméricas demostraron ser mas efectivos AOs que sus equivalentes
mondmeros de catequina, asi como también superiores a la Vitamina C (Spranger et al., 2008). Dentro de los
dimeros de procianidinas hay dos tipos (A y B) de acuerdo al tipo de unién interflavan, siendo el Tipo-A el
predominante en el ETM (Oldoni et al., 2016; Bodoira et al., 2017b). Dong et al., (2013) demostraron que
ambos tipos tienen alta capacidad antioxidante y dependiente de la concentracion, sin embargo las Tipo-B
son mas efectivas en medio acuoso, mientras que las Tipo-A lo son en sistemas oleosos y en tejidos.

También se destaca en el ETM la presencia de ciertos flavonoides, entre ellos; flavanoles como la catequina y
epicatequina, flavonoles como la quercetina y el isorhamnetin, flavonas como luteolina y flavanonas como
naringenina (Bodoira et al., 2017b). Todos estos flavonoides comparten ciertas caracteristicas en su estructu-
ra quimica que los hace donadores de H por excelencia (Olsowy et al., 2019). Ademas también se puede
relacionar la estructura con la capacidad de quelar metales, esta es favorecida por la proximidad de grupos
hidroxilo con grupos carbonilo del mismo o distinto anillo (Olsowy et al., 2019), lo que sucede por ejemplo
en naringenina, luteolina, isorhamnetin, quercetina y rutina, este ultimo un flavonol glicosidado también
presente en el ETM (Bodoira et al., 2017b).

En el EHS en cambio, se encuentran mayormente lignanos (sesaminol, sesamolinol, diasesamina, sesamoli-
na) (Dar et al., 2013; Bodoira et al., 2019) a los cuales se les atribuye también propiedades nutricionales y AOs
(Gouveia et al., 2016). También con cierta abundancia se reportan acidos hidroxicinamicos como el fertlico,
diferulico y dicafeico (Bodoira et al., 2019), reconocidos AOs también (Olsowy et al., 2019). Sin embargo, en
el EHS los compuestos con mayor abundancia son del tipo glicosidados; como diglucdsido y monoglucésido
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de sesaminol y epicatequina 3-O galato. La glicosidacion reduce considerablemente la capacidad antioxidante
(Olsowy et al., 2019) y salvo por el acido dicafeico no se evidencia la presencia de compuestos con capacidad
quelante. Por otra parte también esta presente una procianidina dimérica del Tipo-B (Bodoira et al., 2019),
que como mencionamos previamente son mas efectivas en medio acuoso que en oleoso (Dong et al., 2013).

Estas caracteristicas en cuento a la composicion de ambos extractos podrian explicar en parte no sdlo las dife-
rencias demostradas por las técnicas in vitro, sino también la efectividad superior en aceite de chia del ETM,
incluso a mas bajas concentraciones que el EHS. Es importante resaltar también que las concentraciones
probadas son altas respecto a AOs sintéticos porque se trata de extractos complejos en donde la concentracion
real de bioactivos expresada como mg AG/ kg aceite (datos no mostrados) es aproximadamente 50% mas baja
en ETM y 85% mas baja en EHS (8000 ppm representan 4000 mg AG/kg aceite en ETM y 1000 mg AG/kg
aceite en EHS).

Estabilidad oxidativa de aceite de chia en emulsién O/W

En cuanto al indice de peréxidos (IP) (Figura 2), el nivel no detectado al TO demuestra que los procesos, tanto
de homogenizacion en la preparacion de la emulsion como la extraccidn del aceite de chia, no afectan a este
ultimo en cuanto a su estado de oxidacidn. Se evidencia que los tratamientos con ETM se mantuvieron en
valores bajos de oxidacion: con las tres concentraciones probadas se logré mantener un IP por debajo de 15
meq O2/kg de aceite (limite establecido por el Cédigo Alimentario Argentino) hasta el dia 15, sin diferencias
significativas entre dichas concentraciones (Tabla 2). A diferencia de lo sucedido en aceite (Figura 1) el efecto
antioxidante del ETM no mostré dosis dependencia en emulsién. En cambio el control sin ningin AO superé
los 15 meq O2/kg luego del tercer dia y el control positivo (TBHQ) lo hizo en el noveno dia de almacenamien-
to.

Como mencionamos la composicién del ETM tiene varios componentes, tanto dentro del grupo de los flavo-
noides como de las procianidinas, que la bibliografia reporta como excelentes dadores de H y quelantes de
metales. De hecho dentro de las procianidinas, las de tipo-A fueron las mas eficaces en sistemas oleosos
(Dong et al., 2013). Ademas respecto al pH, Wood et al (2002) no encontraron diferencias significativas en la
actividad antioxidante de extractos de piel de uva, ricos en las mismas procianidinas que ETM, a diferentes
pH. Es decir estos compuestos parecen no verse afectados por las condiciones acidas de la emulsion ensayada.

Por el contrario el EHS mostr6 un efecto claramente prooxidante a la mas baja concentracién probada (6000
ppm) (Figura 2). Desde el sexto dia de ensayo, este tratamiento mostr6 significativamente mayor oxidacién
que el control negativo, mientras que 8000 y 10000 ppm no se diferenciaron de este significativamente hasta
el final del ensayo, es decir no mostraron efecto alguno (Tabla 2). No han sido reportados este tipo de efectos
del EHS en trabajos previos, Nadeem et al. (2014) en cambio, obtuvieron resultados positivos pero en una
emulsion del tipo W/O.

Respecto a comportamientos prooxidantes de compuestos fenolicos, varios estudios han demostrado que
bajo ciertas condiciones tales como: altas concentraciones, cambios en el pH y la presencia de metales de tran-
sicion; los polifenoles pueden exhibir este comportamiento (Olszowy et al., 2019). También su estructura
quimica tiene influencia en su potencial actividad prooxidante (Yordi et al., 2012). En particular, Zhen et al
(2008) informaron efecto prooxidante de acidos hidroxicinamicos, como el ferulico y el caféico, y Zhou et al
(2013) de la epicatequina 3-Galato en emulsiones alimenticias, estos compuestos poseen alta abundancia
relativa en el EHS usado en este trabajo (Bodoira et al., 2019). Zhou et al (2013) demostraron que en emulsio-
nes O/W de aceite de lino con bajo pH (2-4), la epicatequina 3-Galato tuvo un efecto prooxidante a bajas
concentraciones (5-100 pM), mientras que a 500 uM no present6 ninguna diferencia respecto al control, es
decir un resultado muy similar a lo obtenido con EHS en este trabajo.

El comportamiento prooxidante observado, también podria ser explicado por un efecto del emulsionante
sobre los compuestos del EHS. Huang y Frankel (1997) han reportado que el Tween 20 indujo a las catequinas
del té, al acido gélico y al propil galato a actuar como prooxidantes. Lo que sucede es que el emulsionante es
capaz de atrapar aire y los compuestos fendlicos se oxidan, ya sea por la presencia de oxigeno o de trazas de
metales provenientes del aceite.
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Respecto a los productos de oxidacion secundarios (Tabla 2), recién aparecen en todos los casos a partir del
tercer dia de almacenamiento, excepto para ETM a 6000 ppm que mantuvo un nivel no detectado hasta el
sexto dia de almacenamiento. Mientras que el EHS a la misma concentracién mostrd la mayor generacion de
productos de oxidacién secundarios, superando incluso al control negativo desde el tercer dia.

La efectividad del ETM en mantener la calidad oxidativa de una aceite altamente insaturado y emulsionado
puede compararse con la reportada previamente por este extracto en otras matrices alimenticias complejas.
Por ejemplo, Yu et al (2010) demostraron que el ETM es tan efectivo como 200 ppm de BHT o BHA en carne
molida, Larrauri et al. (2012) elaboraron salame aplicando un ETM purificado y con un alto CFT (967.54 mg
AG/g) que consigui6 disminuir la formaciéon de hidroperdxidos practicamente un 80%. Sichetti Munekata et
al (2015) por su parte, ensayaron ETM en empanadas de pollo consiguiendo retrasar la oxidaciéon un 95%, y
en empanadas de oveja (Sichetti Munekata et al., 2016) logrando igualar el accionar del BHT. Por su parte, De

Camargo et al. (2017), en un sistema modelo de pescado, informaron que el ETM resulté mas efectivo que el
BHT.

Finalmente, a partir de las ecuaciones de las curvas de velocidad de reaccidn para los distintos tratamientos
(calculadas a partir de IP y todas con R2 superior a 0.9), se obtuvieron los valores de la pendiente de cada
curva (KM[RHO0])/2) con los que se determiné KM/KMC% (Tabla 3). Los parametros cinéticos superiores al
100% que se observan para las emulsiones con distintas concentraciones de EHS, demuestran que todas tiene
un efecto prooxidante en cuanto a la velocidad de reaccidn, pero este efecto es significativamente mayor
cuando el extracto esta a la menor concentracion utilizada. Se evidencia también que el TBHQ, si bien logra
disminuir el pardmetro cinético obteniendo un valor de 74.45 %, no llega a ser una diferencia significativa
respecto al control. En cambio, con ETM el valor del parametro disminuye mas de la mitad respecto al del
control, sin mostrar diferencias significativas entre las distintas concentraciones (Tabla 3).

Conclusiones

Se abordo el poder antioxidante de dos extractos obtenidos de corrientes residuales de la industria oleaginosa:
el tegumento de mani (TM) y la harina de sésamo (HS). La realizacion de este trabajo resulta ser un antece-
dente valioso para la potencial implementacion de alternativas antioxidantes (AOs) naturales con notables
ventajas tanto desde el punto de vista nutricional, de seguridad alimentaria y ambiental. Asi, no solo se cola-
bora con la reduccién de subproductos, se le da un valor agregado a los mismos y se ofrece una alternativa a
los AOs de origen sintético, tan cuestionados actualmente tanto por la literatura cientifica como por los
mismos consumidores.

Los extractos (E) obtenidos por fluidos subcriticos demostraron, mediante variadas técnicas analiticas in
vitro, tener buena capacidad antioxidante. Sin embargo, existio una marcada superioridad en la eficacia del
ETM frente al EHS, siendo posiblemente su composicién quimica dominada por dimeros de catequina (pro-
cianidinas) la razén de dicha diferencia. Respecto a la eficacia en matrices alimenticias, se concluyé que ETM
resulté muy efectivo en el retraso de los procesos de oxidacion en la concentraciéon mas baja probada tanto en
aceite de chia a granel como en emulsion dcida del tipo O/W. Incluso mostré en ambos sistemas eficacia supe-
rior al TBHQ.

En el caso del EHS ciertos compuestos presentes en su composicion, no solo son menos efectivos AOs si no
también mas susceptibles a volverse prooxidantes en condiciones acidas, asi como posiblemente exista una
influencia del emulsionante con algunos compuestos de la matriz. Todo ello puede explicar su comporta-
miento ligeramente antioxidante en aceite a granel y prooxidante en emulsién acida de tipo O/W.

Aunque en este trabajo se utilizé una emulsiéon modelo, puede servir para predecir lo que sucederia en una
emulsion acida real, como mayonesas o salsas. Sin embargo, deberia profundizarse en estudios relacionados
ya que son muchos los factores que intervienen en el proceso oxidativo en este tipo de sistemas complejos. Por
otra parte es importante resaltar que el aceite utilizado en este trabajo, al ser altamente insaturado, demuestra
la potencialidad del ETM para estabilizar este tipo de acidos grasos tan susceptibles y asi generar alternativas
para incorporarlos en la dieta con los beneficios a la salud que implicaria tal adicion.
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Tabla 1: Actividad antioxidante, contenido de fenoles totales (CFT) y coeficiente de particién (Log P) del
extracto de tegumento de mani (ETM) y de harina de sésamo (EHS).

Extracto

ETM EHS
CFT (mg AG/g ES) 520° + 40,01 120° £ 10,00
Actividad Antioxidante
DPPH
EC50” (ug ES/mL) 496" + 0,06 82,83 + 0,01
mmol Tx eq/g ES 2,57° + 0,19 029" =+ 0,06
FRAP
EC50° (ug ES/mL) 036" + 0,02 3,64 + 028
mmol Tx eq/g ES 3,59° + 0,55 051" + 0,07
f-Caroteno-Linoleico
EC50° (ug ES/mL) 82,83" + 8,64 471,67° £ 16,97
mmol Tx eq/g ES 14,49 £ 229 1,85 + 0,72
Coeficiente de
particién (Log P)
pH 3.5 -1,19° + 0,001 -1,07* + 0,003
pH5.5 -121° £ 0,001 -1.25° £ 0,004

Valores con letra diferente son significativamente diferentes (p>0,05). AG: Acido Galico; EC50a: concentracién a la cual el
radical DPPH se reduce un 50%; EC50b: concentracion a la cual la absorbancia inicial aumenta un 50%; EC50c: concentracion
ala cual la AA% es 50%; ES: Extracto seco; Tx Eq: Trolox equivalentes.

Tabla 2: Indice de peréxidos y p- Anisidina en ensayo de almacenamiento (40°-15 dias) de emulsién O/W
de aceite de chia con distintas concentraciones (ppm) de extracto tegumento de mani (ETM), de harina de

sésamo (EHS) y TBHQ.

1

Tratamiento T, 1DiA 3 DiAS 6 DiAS 9 DiAS 12 DIAS 15 DiAS
[ppm] indice de Peréxidos (meq Oy/kg aceite)
Control ND  7,33%40,27 12,17°t0,00 18,03°t1,81 32,51°5,86  61,33°£0,59  112,63+36,65
ETM
[4000] ND 1,05°%40,28 2,32%+1,57 7.27"+2,94  7,01%+2,89 12,33%+3,82 23,13%+0,00
[6000] ND 0,68°+0,04 0,79%0,19  3,33%0,93  3,25%+0,00 10,19%+0,65 15,09%£2,04
[8000] ND  0,03%+0,00 1,19%+0,13  3,40°+0,02  10,41°+0,97  10,30%+0,45 16,35%+2,04
[go}(l)g] ND  3,76°£0,00 16,58%+3,92 5896°+823  78,07°t4,01 112,81¢12,55 242,59%+24,22
[8000] ND  4,84°+041 6,59°t1,41 16,88°t1,80 43,69°£0,00  64,54°£0,00  119,22°°+0,00
[10000] ND 247°+0,18 6,31b+0,05 18,16°+3,96 33,34°+0,82  73,77°49,56  132,33°+0,00
TBHQ [200] ND  4,57°40,19 6,84°0,37 11,79™+2,20 22.40°+1,51  36,93°+0,80  56,47"+1421
indice de p-Anisidina (%)
Control ND ND 0,24*+0,02 10,4®+221 8,14®+0,31 11,43®+1,27 30,02+ 0,00
ETM
[4000] ND ND 0,21°+£0,30 8,14™+1,71 3,29°+£0,93 10,91®+2,52 13,44+ 0,00
[6000] ND ND ND 8,11 +0,11 6,99°+0,55 10,22°+3,00 10,74*+ 1,85
[8000] ND ND 0,40°+0,32 329°+229 10,1®+543 10,15°+1,91 7,64+ 0,00
[gof(l)g] ND ND 9.4°+4,05 1510°+1,09 18,62°+4,29 23,8°+2,97 49,6° + 0,00
[8000] ND ND 2,48+ 1,08 8,17°+4,04 10,31™+0,0 12,65*+0,0 22,25%+0,00
[10000] ND ND 32%+1,84 102%+0,19 7,05°+1,00 21,95*+291 26,53"+ 0,00
TBHQ [200] ND ND 0,53*+0,14 4,97°+022 4,85°+0,17 11,60°+3,21 13,52°+3,06

Valores con letra diferente son significativamente diferentes (p>0,05). ND: No detectado
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Tabla 3: Velocidad de reaccion (KM. [RHo]/2) expresada como pendiente de la recta y parametro cinético
(KM/KMC%) para el indice de perdxidos en ensayo de almacenamiento de emulsion O/W de aceite de
chia con distintas concentraciones (ppm) de extracto tegumento de mani (ETM), de extracto de harina de

sésamo (EHS) y TBHQ.

Tratamiento
(K .[RH)2 K TK %

[ppm]

Control 0,025° £ 0,003 100 <
ETM

[4000] 0,011*£0,001  46,43™ 3,79
[6000] 0,010°+ 0,000  40,01°+7,19
[8000] 0,012°£0,000  46,73" £ 5,25
EHS

[6000] 0,039+ 0,000  157,99°+ 19,63
[8000] 0,028+ 0,000 112,01+ 16,4

[10000] 0,030+ 0,001  120,46" + 19,05
TBHQ 0,018"+0,002 74,45 + 18,46
[200]

Valores con letra diferente son significativamente diferentes (p>0,05).

Figura 1: Factor de proteccidon (FP) obtenido mediante Rancimat (100°C-20 L/h) en aceite de chia para
distintas concentraciones (ppm) de extracto de tegumento de mani (ETM), de extracto de harina de

sésamo (EHS) y TBHQ.
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Valores con una letra diferente son significativamente diferentes (p>0,05).
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Figura 2: Evolucién del Indice de peréxidos en ensayo de almacenamiento (40°C-15 dias) de emulsién
O/W de aceite de chia con distintas concentraciones (ppm) de extracto tegumento de mani (ETM), de
extracto de harina de sésamo (EHS) y TBHQ.
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Valores con una letra diferente son significativamente diferentes (p>0,05).
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Resumen

Las arvejas (Pisum sativum) son legumbres de amplio consumo a nivel mundial. Sin embargo, la bioactividad de sus péptidos no
ha sido lo suficientemente estudiada hasta el momento. En el presente trabajo se analizé harina de arvejas amarillas luego de ser
sometida a dos procesos: simulacién de la digestién gastrointestinal y fermentacion. Se midié el grado de protedlisis, se analizo su
composicion peptidica mediante electroforesis (SDS-PAGE y Tricina SDS-PAGE) y cromatografia FPLC de filtracion en gel, y se
ensayaron dos métodos para evaluar la actividad antioxidante (métodos ORAC y HORAC). Luego de la digestion gastrointesti-
nal, el grado de protedlisis obtenido fue 29 + 2 % y se pudo observar disminucion de moléculas con masas moleculares mayores a
10 kDa con la consecuente aparicién de moléculas de menores masas. Se evidencié un aumento significativo (p < 0,05) de la
actividad por el método de ORAC, sin encontrar diferencias en el caso de la actividad HORAC. En cuanto a la fermentacion de
la harina, la misma fue realizada por su propia microflora en dos condiciones de tiempo (24-48 h)/temperatura (30-37 °C). Los
valores de grado de hidrélisis obtenidos (13-17 %) fueron menores a los obtenidos para la harina digerida. En cuanto a la
composicion polipeptidica, no se detectaron diferencias dadas por la fermentacion excepto la posible formacién de agregados. La
actividad antioxidante (método de ORAC) presentd valores de IC50 para las condiciones 24h/30°C y 48h/37°C comparables con
el obtenido para la harina digerida.

Palabras claves: arvejas amarillas, harina, simulacién digestién gastrointestinal, harina fermentada, actividad antioxidante

fAbstract )

Peas (Pisum sativum) are legumes widely consumed worldwide. However, the bioactivity of its peptides has not been sufficiently
studied so far. In this work, yellow pea flour was analyzed when subjected to two processes: simulation of gastrointestinal
digestion and fermentation. Proteolysis degree, peptide/polypeptide composition (electrophor3esis SDS-PAGE and Tricine
SDS-PAGE, gel filtration chromatography), and two antioxidant activity assays (ORAC and HORAC methods) were performed.
After gastrointestinal digestion, the degree of proteolysis was 29 + 2 % and a decrease in molecules with molecular weight greater
than 10 kDa could be observed with the consequent appearance of smaller molecules. A significant increase in activity was
evidenced by the ORAC method, without significant differences in HORAC activity. Regarding the fermentation of pea flour, it
was carried out by its authocthonous microflora in two conditions of time (24-48 h)/temperature (30-37°C). The proteolysis
degree values (13-17 %) were lower than those obtained for digested flour. Regarding the composition, no differences were
detected due to fermentation except the possible formation of aggregates. The antioxidant activity (ORAC method) presented
IC50 values for the 24 h/30°C and 48 h/37°C conditions comparable with those obtained for the digested flour.

Keywords: yellow peas, flour, gastrointestinal digestion, fermented flour, antioxidants properties

- J

Introduccion

Las legumbres -entre ellas las arvejas (Pisum sativum)- son de consumo habitual en la mayor parte del
mundo, de forma directa o como ingredientes. La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién
y la Agricultura (FAO) propuso al afio 2016 como el Afio Internacional de las Legumbres Secas (http://www.-
fao.org/pulses-2016/en/) con el fin de potenciar estos cultivos por su rol en materia de seguridad alimentaria
y nutricional y en la adaptacién al cambio climatico, la preservacion de los suelos y la salud humana.

Las arvejas son una fuente importante de nutrientes y compuestos saludables (20-26% p/p de proteina, 1-3%
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p/p lipidos, 46-50% p/p de carbohidratos y 14-18% p/p de fibra) aportando aproximadamente 317 kcal/100
g de grano (Zulet y Martinez, 2001). Estas semillas permiten la preparacion de ingredientes diversos tales
como harinas, aislados o concentrados proteicos, almidones y fibra, que son de importancia creciente en el
disefio de alimentos saludables y para dietas especiales (Agboola, Mofolasayo, Watts y Aluko, 2010). Como
aspecto negativo, las arvejas presentan componentes antinutricionales como a-galactésidos, inhibidores de
tripsina y fitatos, cuya concentracion depende de la variedad y su eliminacion es fundamental para mejorar
la calidad nutricional.

Una de las opciones mas adecuadas para incrementar el consumo de legumbres en la dieta diaria es utilizar
sus harinas en las formulas de elaboracion de productos horneados y mejorar sus caracteristicas sensoriales
y funcionales mediante la fermentaciéon de masa madre (Gobbetti et al., 2019). Varios experimentos han
demostrado que la fermentacion de las legumbres mejora su valor nutritivo, reduce algunos compuestos
endogenos antinutricionales como el acido fitico y ejerce efectos beneficiosos sobre la digestibilidad de las
proteinas y el valor biolégico de las legumbres (Granito et al., 2002).

Diversos procesos, entre ellos las fermentaciones y la digestion gastrointestinal, pueden producir la libera-
cién de péptidos con actividades bioldgicas. Existen algunos antecedentes de estudios de actividad antioxi-
dante de péptidos de arvejas. Se ha informado que las fracciones mas hidrofédbicas separadas a partir de un
hidrolizado de arveja presentaron las mayores actividades de secuestro de radicales y de quelacién de meta-
les, aunque el caracter hidrofébico no contribuy¢ al poder reductor (capacidad de donar electrones). Tam-
bién, se demostrd que la propiedad catidnica de los aminodacidos afecta negativamente la actividad antioxi-
dante de las fracciones peptidicas (Pownall, Udenigwe y Aluko, 2010).

En Argentina, el cultivo de arveja se esta consolidando debido a la creciente demanda para la exportacién y
porque es considerada cada vez mas como una alternativa viable para incluir en la rotacion, tanto por su
rentabilidad como por los beneficios como antecesor de los cultivos de verano. En la dltima década, la
produccion de esta leguminosa se duplicd y la exportacion aumento casi 10 veces, siendo los principales
destinos Brasil, Espafia e India (http://www.agroindustria.gob.ar/new/00/programas/dma/produc-
tos_no_tradicionales/Producci%C3%B3n%20Argentina%20de%20 Legumbres%20- %202016.pdf). Sin
embargo, a pesar de este aumento en la demanda, las variedades nacionales han sido muy poco estudiadas.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la potencialidad de harina de arvejas amarillas cultivadas en la provin-
cia de Buenos Aires como fuente de péptidos antioxidantes generados mediante un proceso de fermentacion
autoctona y mediante un proceso de digestion gastrointestinal simulado.

MATERIALES Y METODOS

1. Preparacion y analisis de composicion de la harina: Se utilizaron arvejas amarillas (Pisum sativum var.
Yams) cultivadas en el afio 2016 en el sur de la provincia de Buenos Aires. Para obtener la harina (H) se
molieron las arvejas en molino Udy (malla 1mm). Se evalu6 el contenido de humedad, cenizas y lipidos
seguin los métodos de la AOAC (1990), carbohidratos mediante una hidrolisis acida completa seguida del
método colorimétrico de antrona (Southgate, 1976) y proteina por método de microKjeldhal seguido de la
colorimetria modificada de Berthelot (Tabbaco, Meiattini, Moda y Tarli, 1979), f = 5.6 g proteina/g N (Gue-
guen y Barbot, 1988).

2. Fermentacion autdctona: Se prepararon harinas fermentadas (HF) por su propia flora a partir de dispersio-
nes (36,4% p/p) de harina en agua destilada incubando a diferentes temperaturas (30°C o 37°C) por 24 y 48
h.

3. Simulacién de la digestion gastrointestinal: Se obtuvo el digerido gastrointestinal simulado de la harina
(HD) segun el protocolo de Minekus et al. (2014) incluyendo las fases oral, gastrica e intestinal. Las muestras
fueron mezcladas con fluido salival simulado (SSE, compuesto por KCI1 0,5 M, KH2PO4 0,5 M, NaHCO3 1
M, MgCI2 0,15 M, y NH4HCO3 0,61 M; pH = 7), a-amilasa (Sigma 100-70 57,4 U/mg, 26 mg/ml en SSF,
CaCl2 0,3 M) y se incubaron con agitacién durante 2 min a 37°C. Luego, se agreg6 fluido gastrico simulado
(SGE compuesto por KC1 0,5 M, KH2PO4 0,5 M, NaHCO3 1 M, NaCl 2 M, MgCl2 0,15 M, y NH4HCO3 0,61
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M; pH = 3), pepsina (Sigma P7125 > 400 U/mg, 62,5 mg/ml en SGF) y CaCl2 (0,3 M) y se incubd con agita-
cién durante 2 h a 37°C. Por ultimo, se agregé fluido intestinal simulado (SIE, compuesto por KCl 0,5 M,
KH2PO4 0,5 M, NaHCO3 1 M, NaCl 2 M y MgCl2 0,15 M; pH = 7), pancreatina (MP Biomedicals inc.4X USP
Grade, 15,3 mg/ml en SIF), bilis (150 mg/ml Bilis Fluka B3883), CaCl2 (0,3 M) y se incubd con agitacion
durante 2 h a 37°C. Finalmente, se inactivaron las enzimas calentando 10 min a 85 °C y se liofilizo.

4. Grado de hidrdlisis proteica (GH): fue determinado en las muestras de H, HFs y HD mediante el método
del TNBS (acido 2,4,6-trinitrobencenosulfénico) (Adler-Nissen, 1979; Orsini Delgado, Tironi, & Afdn,
2011).

5. Preparacién de fracciones de polipéptidos/péptidos solubles: Muestras de H, HFs y HD fueron solubiliza-
das en buffer fosfato salino (PBS, pH = 7,4, 500 rpm, 37°C, 1 h). La proteina soluble fue determinada en el
sobrenadante mediante el método de Lowry (Lowry, Rosebrough, Farr y Randall, 1951).

6. Composicion molecular: las muestra fueron analizadas mediante dos tipos de electroforesis, a- SDS-PAGE;
las muestras se dispersaron (3 mg proteina/ml) en buffer muestra 1X (Tris 0,0625 M, SDS 2 %, glicerol 10
%v/v). Se utilizaron geles separadores de 12 % de poliacrilamida y geles de apilamiento con 4 % de poliacrila-
mida, sembrando 30 pg de proteina, que fueron corridos a corriente constante (30 mA por placa, voltaje
maximo 200 V). b- Tricina-SDS-PAGE (Schagger, 2006), las muestras se dispersaron (3 mg proteina/ml) en
buffer muestra 1X (Tris-HCI 37,5 mM (pH = 7), glicerol 7,5 % p/v (Anedra), SDS 3 % p/v, Coomasie blue G
250 (Serva) 0,0125 % p/v). Se empled un sistema de tres geles de diferente concentracién: un gel de apilamien-
to, un gel espaciador y un gel separador (con urea 6 M) conteniendo 4, 10 y 16 % de acrilamida, respectiva-
mente. Se sembraron 30 pg de proteina. La corrida se realiz6 a voltaje constante, empezando con 30 mA
durante el pasaje a través del gel stacking y aumentando a 100 mA hasta concluir. Finalizada la corrida, se
procedi6 a tratar con solucidn fijadora (metanol 50 %, acido acético 10 %, acetato de amonio 100 mM) duran-
te 45 min. Para ambos tipos de electroforesis, se realizé la coloracion con solucion de Coomasie Brilliant Blue
R-250 manteniendo en agitacién durante 2 h y una decoloracién con solucién decolorante (etanol 30 %, acido
acético 10 %) aplicado sucesivas veces Finalmente, se realiz6 una tincion con plata para aumentar la sensibili-
dad cuando fue necesario (Blum, Beier y Gross, 1987). Las electroforesis se realizaron en un equipo Mini
Protean II (BIO-RAD).

También se realizaron corridas de cromatografia liquida rapida para proteinas (FPLC) de filtracion en gel de
las fracciones solubles en buffer PBS utilizando un equipo AKTA purifier (GE Healthcare) y dos columnas de
exclusion molecular diferentes. La columna Superdex 75 10/300 GL (limite de exclusion: 102 kDa; rango de
separacion 3-70 kDa) (GE Healthcare) fue calibrada con azul dextrano (volumen de exclusion, Vo = 7,3 ml),
albumina (67 kDa), ovoalbiimina (9,2 kDa), quimotripsina (25 kDa), ribonucleasa (19 kDa) y aprotinina (6,5
kDa) obteniéndose la siguiente ecuacion para la curva de calibracién: log MM = 1,96 - 2,30 Kav, donde: MM:
masa molecular, Kav= (Ve-Vo)/(Vt-Vo), Ve es el volumen de elucidon en mililitros del pico de interés; Vo es el
volumen de exclusion y Vt es el volumen total de la columna (Vt = 24 ml). Las muestras se filtraron con filtros
de nylon de 0,45 um de poro. Se eluyeron 200 ul de cada muestra con un flujo de 0,4 ml/min. Los polipéptidos
y péptidos fueron detectados por absorbancia a 210 nm. La columna Superdex Peptide 10/300 GL (GE Heal-
thcare) (limite de exclusién = 10000 Da; rango de separaciéon = 100-7000 Da para proteinas globulares) fue
calibrada con azul dextrano (volumen muerto, Vo = 7,60 ml), aprotinina (6500 Da), vitamina B12 (1855 Da)
y acido hiptrico (179,14 Da), obteniéndose la siguiente ecuacion para la curva de calibracion: log MM = 4,84
- 3,30 Kav, Vt = 24 ml. Las muestras fueron filtradas con filtros de nylon de 0,45 pm de poro. Las condiciones
de corrida fueron: flujo 0,5 ml/min, volumen de muestra = 200 pl, la deteccién fue realizada a 210 nm.

7. Determinacion de la actividad antioxidante. La actividad antioxidante de las muestras solubles fue evalua-
da por dos métodos. El ensayo ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) consistié en mezclar 150 pl de
fluoresceina (53,3 nM) con 25 pl de muestra, buffer (control negativo CN), o distintas diluciones del Trolox
(6-hidroxy-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido carboxilico) (6,25 a 75 uM) utilizado como referencia. Por
ultimo, se agregaron 250 pl del AAPH (2,20-Azo-bis-(2-metilpropionamidina) dihidrocloride) 160 mM y se
realizaron lecturas de fluorescencia (Aexc: 485 nm, Aem: 535 nm) en un lector de microplacas (SYNERGY
HT-SIAFRT, Biotek Instruments) cada 1 min hasta los 45 min, incubando a 37°C, con agitacién continua.
Para el ensayo HORAC (Hydroxyl Radical Averting Capacity) se prepard una solucién de fluoresceina 0,0603
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uM en buffer PBS (pH = 7,4); una solucién de H202 0,75 M en agua MilliQ y una soluciéon de cobalto (10 mg
de acido picolinico, 11 mg de CoCl2.6H20 en 50 ml de agua MilliQQ). Las mezclas de reaccion fueron prepara-
das anadiendo 190 pl de la solucién de fluoresceina; 20 ul de muestra o buffer PBS (control negativo); 15 pl de
H202 y 75 ul de solucion de cobalto. Se realizaron lecturas de fluorescencia (Aexc: 485 nm, Aem: 535 nm) en
un lector de microplacas (SYNERGY HT-SIAFRT) cada 1 min hasta las 3 h, incubando a 37°C con agitacién
continua (Orsini Delgado, Galleano, Afién, y Tironi, 2015). Para ambos métodos, se graficé el % de inhibicién
de los radicales frente a la concentracion de proteina de las muestras; cada punto de concentracion se midi6
por duplicado. Las curvas se ajustaron mediante regresion lineal o regresiéon no lineal utilizando GraphPad
Prism version 5.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). La regresion no lineal se realizd
de acuerdo a la ecuacion dosis-respuesta sigmoidea (pendiente variable): Y = bottom + (top - bottom) / (1 +
10 A ((Log IC50-X) * hillslope)), donde X = log (concentracion), Y = % de inhibicién de radicales. Para
normalizar las curvas, “bottom” se restringié a un valor constante de 0 y “top” fue restringido a un valor cons-
tante de 100. Finalmente se obtuvo la concentracién que inhibe el 50 % de los radicales (IC50).

8. Analisis estadistico. Se analizaron diferencias entre las muestras a través de un Analisis de varianza
(ANAVA). Las diferencias significativas (p < 0,05) entre los valores medios fueron evaluadas por el test de
Tukey (GraphPad Prism 5.0, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION

La harina de arveja amarilla presenté un contenido de 2,7 + 0,5 % de cenizas y 2,2 + 0,2 % de grasa, valores
comparables con los informados previamente para arvejas de origen canadiense (2,42 % de cenizas y 2,01 %
de lipidos, Boye, Zare y Pletch, 2010). El valor obtenido para humedad fue 10,4 + 0,1 %. El valor nutritivo de
las leguminosas se debe en parte a su aporte en carbohidratos, siendo el almidén el polisacarido mayoritario
(Salunkhe y Kadam, 1989). En este caso, el valor obtenido (67,9 %) fue superior a los informados en bibliogra-
fia (46 % segun USDA National Nutrient DataBa). Una posible explicacion para este resultado podria ser que
la hidroélisis acida extensiva realizada podria haber atacado también componentes de la fibra, dado que la
suma de carbohidratos mas fibra informada en otros trabajos es comparable al valor total obtenido en el
presente. Sin duda, el elevado contenido proteico en la mayoria de las especies de leguminosas convierte a esta
familia en la principal fuente de proteina vegetal para el hombre (Cubero y Moreno, 1983). El contenido en
las arvejas se situa entre el 20-26 % en base humeda (b.h.). Los datos obtenidos en este trabajo mostraron un
valor de 18 + 1 % en b.h. (20 % base seca (b.s.)). Boye, Zare y Pletch (2010) informaron un valor de 21 % de
proteinas (24,6 % en base seca (b.s.)) en arvejas amarillas de Canada.

La evaluacion de propiedades bioactivas de componentes alimentarios requiere poder simular la liberacion de
dichos componentes durante la digestion gastrointestinal. En este sentido, se realizé una simulacién in vitro
de la digestion gastrointestinal de la harina. Se utiliz6 un ensayo estatico basado en un protocolo generado en
el marco de la Accion INFOGEST de la Unién Europea, el cual cuenta con consenso internacional (Minekus
etal., 2014). Este método esta basado en las condiciones fisioldgicas e incluye una fase oral, una gastrica y una
intestinal, cada una de ellas contiene soluciones de electrolitos completas cuya composicion se detalla en la
seccion Materiales y Métodos. En primer instancia se midié el grado de hidrdlisis (GH) que es uno de los
indicadores mas utilizados como un parametro de monitoreo de la protedlisis (Adler-Nissen, 1979). El valor
obtenido se muestra en la Tabla 1, el cual resulté ser un poco mayor al publicado por Barbana y Boye (2011)
quienes trabajaron con suspensiones de concentrados de proteinas de lentejas (5 % p/p) y obtuvieron un GH
(método de TNBS) de 29 % luego de la digestion gastrointestinal. Se determiné el contenido de proteina en
los digeridos gastrointestinales liofilizados a través del método de microKjeldahl, obteniéndose los resultados
que se muestran en la Tabla 1. Se evalud la concentracidn de proteina soluble (por el método de Lowry) obte-
nida a partir de la dispersiéon de H o HD (10 mg de muestra/ml en buffer PBS). En la Tabla 1 se presentan estos
resultados junto con los correspondientes % de solubilidad proteica (respecto a la proteina total). Puede
observarse que no se registraron diferencias significativas (p > 0.05) en el % de solubilidad luego de la diges-
tion. Estos resultados sugieren que la hidrélisis se produjo fundamentalmente sobre moléculas proteicas que
eran solubles en las muestras de partida.
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Por otra parte, se realizaron procesos de fermentacion de la harina por su propia flora a dos temperaturas
(30°Cy 37°C) y durante dos tiempos (24 y 48 h). En la Tabla 2 se presentan los valores de pH alcanzados en
las distintas condiciones. Se registré un descenso significativo (p < 0,05) de pH a ambos tiempos de fermenta-
cién. No se observaron diferencias significativas (p > 0,05) dados por la temperatura de fermentacion. Estos
datos fueron comparables con los publicados por Torino et al. (2013) para lentejas fermentadas naturalmente
donde los valores obtenidos para el tiempo inicial y las 48 h a 37°C fueron 6,63 y 3,67 respectivamente. Tam-
bién se estudio el nivel de protedlisis por el método de TNBS para el cual se obtuvieron, en todas las condicio-
nes, valores entre 13 y 17 %, y se evidencié que la proteélisis no avanzé luego de las 24 h de fermentacion.
Estos valores son notablemente menores que el obtenido luego de la digestion gastrointestinal simulada
(Tabla 1). La solubilidad proteica (proteina soluble en buffer PBS (método de Lowry)/100 g proteina total
(método de microKjeldahl)) de todos los fermentos presentd valores similares (54 + 2 %), mientras que para
la muestra antes de la fermentacion la solubilidad proteica fue de 68 + 4 % (Tabla 1). En este caso, se evidencia
una disminucion de la solubilidad en las HFs con respecto a HFO, lo cual podria estar relacionado con forma-
cién de agregados durante la incubacién correspondiente al proceso de fermentacion.

Se realizaron ensayos de electroforesis a fin de analizar la composicion molecular de las diferentes muestras.
La harina presenté una gran diversidad de polipéptidos en las corridas de SDS-PAGE. La mayoria de las
bandas se pueden atribuir a subunidades componentes de legumina y vicilina. Segun lo descrito por Shevkani
y Singh (2015), las bandas 2, 3 y/o 4 podrian atribuirse a vicilina, una proteina oligomérica que consiste en
tres subunidades polipeptidicas de entre 43 y 53 kDa. La banda 1 podria corresponder a las subunidades del
hexamero legumina que tienen una MM de alrededor de 60 kDa. Las bandas 5 a 14 pueden ser atribuidas a
diversas albiuminas. Lu, Quillien y Popineau (2000) mostraron que el perfil SDS-PAGE de la fracciéon albumi-
na de arvejas contenia esencialmente dos grupos de proteinas, una banda principal con masas alrededor de
30 kDa y varias bandas alrededor de 14 kDa y menores. Las glutelinas, en condiciones no reductoras, presen-
tan bandas que se encuentran entre 50-67, 30-38 y 20-28 kDa (Gorinstein, Moshe, Greene y Arruda, 1991;
Martinez y Afién, 1996). Finalmente, no podemos descartar la presencia de subunidades acidas y basicas de
legumina (37 y 25 kDa, respectivamente) como segmentos libres en las harinas. En el caso de HD, fue necesa-
rio realizar una tincion con plata de los geles ya que en la tincién con Coomasie Blue no se detectaban bandas.
De esta manera, pudo registrarse que las bandas presentes en la harina desaparecieron (Figura 1A). Pudieron
detectarse dos nuevas bandas (15 y 16) con MM 67 y 63 kDa, respectivamente, que podrian ser atribuidas a
productos de hidrdlisis de otros polipéptidos mayores que no ingresaban a los geles. La ausencia de otras
bandas indica que la gran mayoria de los productos de digestion corresponderian a moléculas de baja MM
que escapan de este gel. Cuando se analizaron las harinas fermentadas, se encontré que todos los perfiles elec-
troforéticos fueron practicamente iguales entre fermentos y respecto a la muestra sin fermentar (Figura 1C).
Para detectar péptidos de menores masas moleculares, se realizaron electroforesis Tricina-SDS-PAGE donde
se pudo observar que la harina contiene una gran variedad de péptidos con MM menores a 30 kDa. En el caso
de HD se observo que las bandas que aparecian en la porcién superior del gel (> 6 kDa) disminuyen su inten-
sidad indicando que fueron atacadas por las enzimas digestivas (Figuras 1B). En cuanto a HF se repitio el
comportamiento analizado en las corridas SDS-PAGE; todos los fermentos y su muestra sin fermentar
presentaron perfiles similares, observandose solo una disminucién de la intensidad de una banda correspon-
diente a 26 kDa para la condicion de fermentacion 48 h/37°C (Figura 1D).

Las fracciones solubles fueron analizadas mediante cromatogratia de filtracion en gel para estudiar su compo-
sicion molecular. En el caso del analisis de H mediante la columna Superdex 75 (limite de exclusion: 100
kDa), el pico mas intenso apareci6 al volumen de exclusion correspondiendo a masas moleculares mayores a
100 kDa, es decir los oligémeros de globulinas intactos. Este pico se encuentra solapado, y tendria presencia
de unidades constituyentes de las leguminas (globulinas 11§, tres dimeros constituidos por polipéptidos de
60 kDa que se mantienen unidos por enlaces no covalentes formados por subunidades acidas y basicas
asociadas por puentes disulfuro), ya que como puede observarse el maximo de este pico corresponde a molé-
culas con masas de 60 kDa; y a las vicilinas (globulinas 7§, trimeros formados por unidades de aproximada-
mente 50 kDa estabilizados por interacciones hidrofébicas, enlaces electrostaticos y de hidrégeno). También
pudo apreciarse presencia relevante de moléculas con masas entre 25 y 43 kDa, 11 y 16 kDa, 4y 7 kDa y 2,7
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a 4 kDa. Estos picos corresponderian fundamentalmente a albiiminas y algunos péptidos menores. Luego de
la digestion gastrointestinal simulada, se observo que hubo una disminucién de los picos correspondientes a
masas moleculares mayores a 10 kDa con la consecuente aparicién de nuevos picos correspondientes a molé-
culas con masas menores a 10 kDa. Estas variaciones evidencian el ataque proteolitico producido durante la
digestion gastrointestinal (Figura 2A).

En el caso de las HFs, se observo que todos los fermentos presentaron cromatogramas similares, la diferencia
principal con la muestra HFO fue un aumento del pico correspondiente al volumen de exclusion, lo que infie-
re la formacion de agregados como se menciond anteriormente (Figura 2C).

Con el fin de mejorar el analisis de las moléculas de baja masa molecular, se realizaron cromatografias con la
columna Superdex 30 (rango de separacion < 10 kDa). En el cromatograma correspondiente a H, se observo
un pico correspondiente al volumen de exclusion de la columna (> 10 kDa) ademas aparecié un pico corres-
pondiente a moléculas con masas mayores a 6,5 kDa y pequefios picos que involucran moléculas entre 2 y 0,1
kDa. Luego de la digestion gastrointestinal, se observo una disminucién de los picos con masas moleculares
> 10 kDa indicando que parte de esas moléculas fueron atacadas por las enzimas. Ademas, se observo la
aparicion de un nuevo pico involucrando un amplio rango de moléculas menores a 4,3 kDa, pero con un
maximo alrededor de 1,3 kDa, dos picos solapados (0,1-0,5 kDa, correspondientes a aminoacidos libres hasta
péptidos de 4 aminodcidos), y otros dos pequefios picos de menores masas que sugieren la liberacion de
algtn otro tipo de componente (no proteico) durante la digestion gastrointestinal (Figura 2B).

Por ultimo, cuando analizamos las harinas fermentadas se observo un comportamiento similar en todas las
muestras incluida la muestra sin fermentar donde la mayor proporciéon de moléculas aparecen con el volu-
men de elucién (Figura 2D).

Finalmente, se llevo a cabo una primera aproximacion a la evaluacion de la actividad antioxidante de H, HFs
y HD a través del andlisis de sus fracciones solubles utilizando dos metodologias: método ORAC y método
HORAC. Mediante el método ORAC es posible medir la capacidad “secuestrante” de radicales peroxilos
(generados a partir de AAPH a 37°C) determindndose experimentalmente la degradacion oxidativa de la
fluoresceina utilizada como sonda fluorescente. Por lo tanto, la pérdida de fluorescencia es un indicativo del
dafo que esta sufriendo la fluoresceina por su reaccién con los radicales peroxilo. Aquellos compuestos con
capacidad antioxidante protegeran a dicha molécula de la degradacién oxidativa, inhibiendo o disminuyendo
la pérdida de fluorescencia (Ou, Hampsch-Woodil, y Prior, 2001). En cuanto a HORAC, en este ensayo se
determina la degradacidn oxidativa de la fluoresceina, que se descompone al reaccionar con los radicales
hidroxilo generados in situ a partir de un metal divalente (Co+2) y H202, con la consiguiente pérdida de
fluorescencia. En el presente trabajo, se ensayaron las fracciones solubles de cada muestra en diferentes
concentraciones a fin de obtener curvas dosis-respuesta. A partir de estas curvas (graficando % de inhibicién
de radicales en funcién de la concentracion de proteina en la muestra), se obtuvieron los valores de IC50
(concentracion que inhibe el 50 % de los radicales) de cada muestra. El digerido gastrointestinal exhibi6é un
valor de IC50 en el ensayo ORAC 3 veces menor (p < 0,05) que H. En el caso del ensayo HORAC, los valores
de IC50 para H y HD no mostraron diferencia significativa (p > 0,05) entre ellos (Tabla 3). Es importante
remarcar, que aunque en los dos ensayos se utiliza la misma sonda fluorescente, las concentraciones que se
evaluan son muy diferentes; el ensayo ORAC permite evaluar concentraciones mucho mas bajas de las molé-
culas antioxidantes. En trabajos previos, Ou, Hampsch-Woodil, y Prior (2001) demostraron que el ensayo
HORAC reflejaria principalmente la capacidad de los antioxidantes de quelar metales, inhibiendo de esta
manera la formacion de radicales OHe; mientras que, como ya se mencion6 anteriormente, el ensayo ORAC
mide la capacidad de secuestro de radicales peroxilo por interrupcion de la cadena radicalaria, fundamental-
mente a través de un mecanismo de donacion de atomos de hidrégeno. Estas diferencias en la sensibilidad y
en los mecanismos de accién de los compuestos activos entre ambos métodos utilizados en este trabajo
podrian explicar diferencias de comportamientos luego de la digestion gastrointestinal entre ambos métodos.

Todos los fermentos registraron un aumento de actividad antioxidante respecto de la dispersion inicial
presentando valores de IC50 entre 1,3 y 2 veces menores; los fermentos obtenidos a 37°C por 48 h y a 30°C
por 24 h presentaron la mayor capacidad antioxidante sin diferencias significativas entre ellos (p < 0,05).
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Dichos valores son comparables con los obtenidos luego de someter a la harina a un proceso de simulacion de
la digestion gastrointestinal. Por lo tanto, de acuerdo con estos primeros ensayos se puede inferir que el proce-
so de fermentaciéon generaria una proteolisis parcial que liberaria péptidos con actividad potencialmente
antioxidante. Torino et al. (2013) informaron que la fermentacién nativa de lentejas produjo un aumento de
los grupos amino libres (medidos por el método de TNBS, de 0,6 mmol Leu/g a 1,5 mmol Leu/g) durante las
primeras 48 h y no se observaron cambios posteriores. En consecuencia, observaron también un aumento
significativo de la actividad antioxidante medida por el método de ORAC.

En este trabajo, se pudo verificar que tanto la digestion gastrointestinal simulada como la fermentacion gene-
raron un aumento de la actividad antioxidante, generando productos de similar capacidad antioxidante de
acuerdo con el ensayo ORAC a pesar que el grado de protedlisis fue significativamente menor en las HFs y que
la composicién molecular fue diferente. Una posible explicacion para estos hechos es que péptidos/polipépti-
dos de diferentes tamanos estarian ejerciendo actividades comparables. Tampoco puede descartarse que el
aumento de actividad registrado luego de la fermentacion corresponda no sélo a la presencia de péptidos, sino
que podria estar relacionada con otros compuestos no proteicos que fueron liberados o modificados por el
proceso de fermentacion.

CONCLUSIONES

La literatura sobre la actividad antioxidante de péptidos de arvejas es muy escasa y hasta donde conocemos,
el estudio de dichos péptidos liberados a partir de un proceso de simulacién de la digestion gastrointestinal
no habia sido estudiado hasta ahora. Los resultados obtenidos en ese sentido han sido muy alentadores posi-
cionando a la harina de arveja como un ingrediente potencialmente antioxidante. También se realizaron los
primeros avances en el estudio del proceso de fermentacion autdctona de la harina y la posibilidad de utilizar
la misma como otro ingrediente con caracteristicas antioxidantes. Este es un tema que estd en crecimiento y
del cual tampoco se ha estudiado mucho. En el presente trabajo, se realizé los primeros ensayos de fermenta-
cién con la intencion de seleccionar las condiciones del proceso. Los resultados obtenidos mostraron que este
tipo de fermentaciones puede ser una herramienta interesante para mejorar las propiedades antioxidantes de
las harinas de arvejas; estos estudios seran profundizados a futuro en nuestro laboratorio.
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Tabla 1: Se muestra los valores de GH (TNBS), PT (microKjeldahl), PS (Lowry) y solubilidad en buffer
PBS (pH: 7,4) de todas las muestras

Grado de Proteina Proteina Solubilidad (
Muestra hidrdlisis total (PT) soluble (PS) PSl/ll 00 PT)g
(GH)(%) (%p/p) (mg/mL) &

H - 181" 13+0.1 70 + 3°
HD 29+2 16+2 1.2+0.1 77 + 10°
HF, - 6,3 +0,3" 0,08 = 0,03* 68 + 4°
HF 43 16,8 +0,07° 6,6+ 0,3 0,61 +0,04° 52+ 5°
HF 4530 17+£2° 73+0,4° 0,63 +0,04 54+ 4°
HF43 13+2° 6,4 +0,3" 0,63 +0,03° 54 +3°
HF 53, 13+£2° 7,0 + 0,6 0,65 = 0,05° 57+ §°

H: harina de arveja; HD: harina de arveja digerida; HF: harina de arveja fermentada (cada subindice corresponde a las condicio-
nes de fermentacién). Los resultados se expresan como el promedio + SD de dos determinaciones. Superindices diferentes
indican diferencias significativas (p < 0,05)
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Tabla 2: Variacion de pH durante la fermentacion

Temperatura (°C) tiempo (h) pH
0 6,25+ 0,01°
30 24 5,1+0,1°
48 3,94+ 0,06 °
0 6,23 + 0,04°
37 24 4,7+02°
48 3,9+0,1°

Los resultados se expresan como el promedio + SD de dos determinaciones. Superindices diferentes indican diferencias signifi-
cativas (p < 0,05)

Tabla 3: Valores de IC, obtenidos por el método de ORAC para todas las muestras y por el método de
HORAC para H y HD.

Muestra ICsy (mg/ml)  ICs) HORAC (mg/ml)
H 0.24 + 0.087 5+1°
HD 0.08+0.01° 312
HF, 0,128 + 0,004° _
HF 2430 0,071 £ 0,003* -
HF 4530 0,093 + 0,004b _
HF 437 0,087 + 0,005" -
HF 4537 0,066 £ 0,002° -

H: harina de arveja; HD: harina de arveja digerida; HF: harina de arveja fermentada (cada subindice corresponde a las condicio-
nes de fermentacion). Los resultados se expresan como el promedio + SD de dos determinaciones. Superindices diferentes
indican diferencias significativas (p < 0,05)
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Figura 1: Electroforesis SDS-PAGE (A y C); Tricina-SDS-PAGE (B y D). BPM: patrén de bajo peso molecular. H: harina de
arveja; HD: harina de arveja digerida; HF: harina de arveja fermentada (cada subindice corresponde a las condiciones de
fermentacién). MBPM: patrén de muy bajo peso molecular
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Resumen

El interés por el consumo de alimentos saludables y poco procesados ha crecido en los tiltimos afios. Al mismo tiempo, también se
ha incrementado la evidencia cientifica que afirma que una poblacion bacteriana intestinal saludable es responsable de la buena
salud. Dentro de los alimentos que favorecen el desarrollo de un microbiota intestinal saludable estdn los polisacdridos no
digeribles y dentro de estos, los exopolisacdridos bacterianos.

En este articulo de revision se aborda el estudio del polisacdrido kefiran, presente en la leche fermentada artesanal denominada
kéfir. El mecanismo de accion de este polisacdrido y su accién benéfica para la salud podrian explicarse a través de tres mecanis-
mos que actuarian solos o de manera sinérgica: i) interaccion directa del polimero con las células intestinales; ii) estimulacion de
poblaciones bacterianas benéficas y produccion de metabolitos con actividad bioldgica); y/o iii) modulacion del sistema inmune y
respuesta sistémica. Se desarrollan los tres mecanismos haciendo un recorrido por la evidencia cientifica que los sustenta.

Teniendo en cuenta la gran cantidad de efectos bioldgicos demostrados, asi como la versatilidad que tiene este biopolimero para
mejorar las caracteristicas funcionales de los alimentos, se concluye que el kefiran tiene gran potencialidad para ser utilizado
como aditivo alimentario. Por otro lado, el consumo de la leche fermentada kefir producida artesanalmente en los hogares es una
fuente natural de este polisacdrido.

\Palabras claves: kefir - kefiran - exopolisacdridos - actividad biolégica Y,

~
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Abstract

Interest in healthy and under processed foods has grown in recent years; and so did scientific evidence showing that a healthy gut
microbiota is responsible for good health. Among the foods that promote the development of a healthy gut microbiota are
non-digestible polysaccharides and within them, bacterial exopolysaccharides.

This review article discusses the health benefits of kefiran, the bacterial exopolysaccharide present in artisanal fermented milk
called kefir. The mechanism of action of this polysaccharide and its beneficial action for health could be explained through three
mechanisms that would act alone or synergistically: (i) direct interaction of the biopolymer with intestinal cells; (ii) stimulation of
beneficial bacterial populations and production of metabolites with biological activity; and/or (iii) modulation of the immune
system and systemic response. All three mechanisms are developed by taking a tour of the scientific evidence that underpins them.

Considering the large number of proven biological effects, as well as the versatility that this biopolymer has to improve the
functional characteristics of food, it can be concluded that kefiran has great potential to be used as a food additive. On the other
hand, the consumption of kefir-fermented milk produced in households is a natural source of this biopolymer at appropriate
doses.

Keywords: kefir - kefiran - exopolysaccharide - biological activity
J

Introduccion

En los altimos afos, la investigacion sobre aditivos alimentarios naturales y compuestos bioactivos capaces
de aportar un beneficio en la salud del consumidor ha crecido de manera exponencial. En este sentido, los
polisacaridos obtenidos de fuentes naturales (vegetales, hongos, algas y bacterias) han recibido especial aten-
cion. En particular, los exopolisacaridos (EPS) producidos por bacterias acido lacticas (BAL) han demostra-
do encajar en la categoria de ingredientes funcionales dados sus demostrados efectos beneficiosos para la
salud (Lynch et al., 2018).
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Concomitantemente, la relevancia que presenta la microbiota intestinal en patologias intestinales, asi como
en otros tipos de afecciones, la ha convertido en un tema de investigacion de sumo interés e importancia.
(Cani & Delzenne, 2009, Zmora et al., 2019). Ciertas patologias intestinales como la enfermedad inflamatoria
intestinal y el cancer colorrectal estan relacionadas con el desequilibrio microbiano (Fernandez et al., 2016;
Gao et al., 2015), y en particular, con la disminucidn de ciertas bacterias productoras de butirato pertenecien-
tes principalmente a los géneros Roseburia, Faecalibacterium y otros (Candela et al., 2014; Lopez-Siles et al.,
2015).

La fibra dietaria puede inducir cambios en la microbiota intestinal. Dentro de este grupo, algunos polisacari-
dos no digeribles son capaces de estimular especificamente ciertos microorganismos beneficiosos en el colon,
como bifidobacterias y lactobacilos. Ya que el incremento de estos microorganismos es generalmente acom-
panado por un efecto benéfico sobre la salud, tales polisacaridos se consideran "prebidticos”.

Los EPS sintetizados por BAL también son candidatos para ser utilizados como ingredientes prebiéticos ya
que son producidos por microorganismos de status GRAS (generalmente reconocidos como seguros), por lo
que podrian ser facilmente incluidos como aditivo en alimentos funcionales (Salazar et al., 2016; Zannini et
al., 2016).

Muchos EPS producidos por BAL no son hidrolizados por enzimas digestivas humanas y pueden llegar al
intestino grueso e interactuar con las células del consumidor por contacto directo con el epitelio intestinal
y/o modulando la microbiota intestinal y la posterior produccién de metabolitos con actividad biolédgica.
Esta modulacidn de la microbiota intestinal y/o su metabolismo, cuando es censado por las células del epite-
lio intestinal, podria desencadenar una respuesta bioldgica (Medrano et al., 2009).

El kefiran es un polisacarido natural que se encuentra en la leche fermentada artesanal llamada "kefir", y tam-
bién esta presente en los "granulos de kéfir" que son el cultivo starter o iniciador con el cual se produce la
leche fermentada en los hogares. El kefir tiene una larga trayectoria de consumo y esta asociado a numerosos
efectos beneficiosos para la salud de los consumidores (Abraham et al., 2010; 2020). El kefiran le otorga
viscosidad al producto fermentado que se consume y se encuentra presente en una concentracion aproxima-
da de 300 mg/L, dependiendo de factores como el tiempo de incubacién de los granulos, la proporcion
granulos/leche y la temperatura, entre otros (Rimada y Abraham, 2003).

Quimicamente, el kefiran es un glucogalactano de alto peso molecular (superior a 106 Da), constituido por
unidades de D-glucosa y D-galactosa que forman una cadena lineal a1-4 con ramificaciones al-6 (La Riviere
etal,, 1967; Abraham et al., 2010). El kefiran podria utilizarse como aditivo alimentario ya que tiene propie-
dades tecnoldgicas interesantes tales como mejorar las propiedades viscoeldsticas de geles (Rimada & Abra-
ham, 2006), presentar capacidad de gelificante (Piermaria et al., 2008) y formar peliculas comestibles (Pier-
maria et al., 2009), entre otras (Abraham et al., 2020).

La actividad bioldgica de los EPS en general y del kefiran en particular, en el contexto intestinal, podria
desencadenarse por -al menos- tres mecanismos:

i) interaccion directa del polimero con las células intestinales;

ii) estimulacion de poblaciones bacterianas benéficas y produccién de metabolitos con actividad biologica);
y/o

iii) modulacion del sistema inmune y respuesta sistémica.
Ademas, estos mecanismos podrian presentar una actividad sinérgica.

A continuacion, se desarrollara una Revision de los principales resultados cientificos sobre el kefiran referen-
tes a los mecanismos mencionados.

i) interaccién directa del polimero con las células intestinales

Siendo que el kefiran es un polisacarido no digerible que puede llegar al intestino grueso donde puede ejercer
cierta actividad bioldgica in situ, la capacidad de asociarse a las células de epitelio intestinal es una caracteris-
tica relevante. La misma ha sido demostrada in vitro en células intestinales de la linea Caco-2 (Medrano et
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al., 2009). Esta union podria darse a través de interacciones quimicas estrechas entre este polisacarido hidrofi-
lico y receptores de superficie que se encuentran en las microvellosidades de las células intestinales adaptados
a la interaccion estrecha con el mucus.

Como consecuencia de esta asociacion -que de algiin modo enmascara al enterocito-, el kefiran podria prote-
ger al epitelio intestinal frente a la accion de patégenos. En este sentido, se demostrd que este polisacarido
puede antagonizar in vitro la virulencia de un patégeno alimentario intestinal como Bacillus cereus, ya sea
evitando que los diversos factores extracelulares (toxinas) dafien a las células (Medrano et al., 2008) asi como
también disminuyendo el dafio generado por la misma bacteria (Medrano et al., 2009).

Otra consecuencia de esta intima asociacion del kefiran con el epitelio intestinal podria estar relacionada con
cierta actividad antitumoral. Algunos resultados preliminares in vitro indican que el kefiran tendria un efecto
antiproliferativo en células de colon tumorales altamente invasivas de la linea HT-29 (Medrano et al., 2015) y
esto podria explicar -en parte- la actividad antitumoral asociada tradicionalmente al consumo de kefir. Esta
actividad antiproliferativa esta en concordancia con resultados obtenidos in vitro para otras lineas tumorales
no intestinales, como las de cancer de cuello de utero (HeLa), cancer hepatico (HepG2) (Elsayed et al., 2017)
y células de cancer de mama (MCF-7) (Jenab et al., 2020).

ii) estimulacion de poblaciones bacterianas benéficas y produccion de metabolitos con actividad biologi-
ca

Al ser el kefiran un EPS capaz de llegar al colon, puede ser utilizado como sustrato fermentable por bacterias
residentes. Esto ha sido demostrado en estudios in vitro e in vivo, ya sea para grupos especificos de bacterias
como para poblaciones totales y produccién de metabolitos.

Se demostrd que el kefiran favorece el crecimiento de Bifidobacterias. Se estudi¢ in vitro la capacidad de una
cepa de Bifidobacterium bifidum para crecer en un medio de cultivo con kefiran (Serafini et al., 2014). Bifido-
bacterium representa, junto con Lactobacillus, una de las poblaciones de bacterias benéficas para la salud mas
estudiadas (Arboleya et al., 2016; O'Callaghan y van Sinderen, 2016). También se ha demostrado in vivo que
el kefiran incrementa el nimero de bifidobacterias intestinales en ratones después de 2 y 7 dias de consumo
de kefiran en el agua de bebida, comparado con el grupo control (Hamet et al., 2016), lo cual representa un
hallazgo importante en lo que respecta al efecto prebiotico del kefiran.

Recientemente se ha publicado el primer trabajo cientifico que demuestra que este EPS es capaz de ser
fermentado por bacterias intestinales humanas presentes en barros fecales de nifios sanos con dieta omnivora,
y que sus productos de fermentacidn consisten en acidos organicos de cadena corta (acidos lactico, acético,
propidnico y butirico). Ademas, se demostré in vitro que estos acidos tienen un efecto antiproliferativo en
células tumorales de cancer de colon de la linea HT-29; esto permite aportar evidencia para la comprension
de las propiedades antitumorales que se le atribuyen tradicionalmente al kefir (Medrano et al., 2020).

Los acidos organicos de cadena corta producidos por las poblaciones bacterianas intestinales, asi como otros
metabolitos, pueden alcanzar el torrente sanguineo y tener diversos efectos a nivel sistémico (Peredo-Lovillo
et al., 2020).

iii) modulacidén del sistema inmune y otras respuestas sistémicas asociadas.

Finalmente, de manera directa o bien a través de la estimulacion de poblaciones bacterianas, este polisacarido
puede generar una respuesta sistémica mediada por el sistema inmune, teniendo en cuenta que esta correla-
cion ha sido demostrada (Arboleya et al., 2016).

El consumo de kefiran en concentraciones equivalentes a las que se encuentran en la leche fermentada demos-
tr6 inducir cambios en el balance de células inmunes in vivo (Medrano et al., 2011). En el contexto intestinal,
se encontré un incremento de células productoras de anticuerpos IgA, lo cual podria representar una contri-
bucidn a la defensa del epitelio. Al mismo tiempo, se encontré un aumento de células presentadoras de antige-
nos (macréfagos y células dendriticas). Cabe destacar que este incremento de células inmunes no estuvo
acompafado por anomalias morfologicas ni histologicas en los intestinos de los animales, lo cual indicaria
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que este EPS es capaz de modular el sistema inmune sin desencadenar una respuesta inflamatoria. Al mismo
tiempo, se encontré un aumento de las células productoras de mucus en los animales que consumieron el
kefiran, lo que indica una estimulacién de produccién de mucina y la consecuente estimulaciéon de poblacio-
nes de Bifidobacterias (Pokusaeva et al., 2011) y posible efecto en la disminucion de la constipaciéon (Maeda
et al., 2004). El incremento de la produccién de algunos mediadores de la respuesta inmune (citoquinas y
anticuerpos) luego del consumo de kefiran fue demostrado in vivo (Vinderola et al., 2006). En general, se
observé que el kefiran indujo una respuesta inmune en la mucosa intestinal, y también tuvo efecto en la inmu-
nidad sistémica a través de las citoquinas liberadas a la sangre circulante. En linea con estos resultados, Jenab
et al., (2020) demostraron in vitro que el kefiran incrementa la produccion de citoquinas (IL-6) de células
mononucleares de sangre periférica.

La respuesta inmune esta intimamente relacionada con la respuesta inflamatoria. En este sentido, Furuno y
Nakanishi (2012) estudiaron el efecto antiinflamatorio de kefiran en mastocitos derivados de la médula ésea
de ratones. Descubrieron que el kefiran tiene un efecto supresor sobre la funcién inflamatoria de los mastoci-
tos, al inhibir la desgranulacién y la produccién de citoquinas. En linea con esto, Kwon et al., (2008) obtuvie-
ron resultados similares con relacidn al efecto antiinflamatorio del kefiran en una de las condiciones alérgicas
e inflamatorias mas conocidas, el asma.

Otro de los aspectos relacionados con la inmunomodulacién y los procesos inflamatorios, corresponde a los
procesos tumorales. La actividad antitumoral del kefiran ha sido tal vez una de las primeras en ser abordadas,
sin embargo, ain no hay mecanismos propuestos para su modo de accién. Shiomi et al., (1982) estudiaron la
inhibicion del crecimiento de tumores solidos inducidos en ratones. Encontraron que el crecimiento de los
tumores fue inhibido por la administracion oral e intraperitoneal de kefiran; estos autores concluyeron que el
efecto antitumoral del kefiran estaria mediado por una respuesta del hospedador, aunque no se profundizé6 en
estas observaciones ni se propusieron mecanismos de accién. Otro acercamiento a la actividad antitumoral
del kefiran fue abordado por Murofushi et al., (1983) quienes estudiaron la respuesta de hipersensibilidad y la
inhibicion del crecimiento de tumores inducidos en ratones, luego de ser tratados con kefiran. Se observé una
correlacion entre la respuesta de hipersensibilidad y la actividad antitumoral en los ratones; sin embargo, el
mecanismo de accidn del kefiran no fue dilucidado.

Durante muchos anos la actividad antitumoral de kefiran no fue nuevamente abordada hasta los ultimos
anos, en los que algunos estudios in vitro recuperaron el interés por este efecto usando lineas tumorales no
intestinales, tal como se mencioné en el item 1i).

Otros efectos beneficiosos para la salud a nivel sistémico y relacionados de alguna manera con el contexto
intestinal se estudiaron en diferentes modelos in vivo. El efecto del kefiran sobre la hipertension, el contenido
de lipidos y glucosa en la sangre (modelos de colesterol y diabetes) y el estrefiimiento (Maeda et al., 2004);
ateroesclerosis, propiedades antiinflamatorias (Uchida et al., 2010) y actividad antioxidante (Radhouani et al.,
2018).

Cabe mencionar que no se ha reportado ninguna actividad adversa en relaciéon con el consumo de este polisa-
carido (excepto en el caso de células tumorales, donde parece si tener efecto), al menos en las dosis en las que
se encuentra en el producto fermentado.

CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta la gran cantidad de evidencia cientifica que se ha presentado, sumado a los efectos benéfi-
cos para la salud que estan sustentados empiricamente por aftos de consumo de la bebida fermentada que
contiene kefiran, no es ambicioso postular que este biopolimero tiene gran potencialidad para ser utilizado
como aditivo alimentario debido a su versatilidad y a la gran cantidad de efectos bioldgicos demostrados.
Probablemente la mayoria de ellos se inicien en el contexto intestinal a través del efecto directo del polisacari-
do (i), o de la estimulacién de poblaciones bacterianas y de sus metabolitos (ii), asi como del efecto sistémico
mediado por el sistema inmune (iii), no descartando que estos mecanismos puedan actuar de manera sinérgi-
ca (FIGURA 1). El consumo de la leche fermentada kefir producida artesanalmente en los hogares es una
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fuente natural de este polisacarido en dosis adecuadas.

Figura 1: ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL KEFIRAN EN EL CONTEXTO INTESTINAL

KEFIRAN:
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DIRECTO
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: se representan los tres ejes principales a través de los cuales el kefiran podria ejercer su actividad bioldgica en el contexto intes-
tinal. Cada uno de los ejes podria ejercer su efecto de manera individual o sinérgica.
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