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Informe Académico

1.1. Optimizacion del proceso de hidrolisis enzimatica

para la obtencion de fracciones peptidicas con
actividad antioxidante: En el estudio se empled suero

mezcla de la produccidn de quesos de leche de bovino
(LS) obtenidos de plantas lacteas de la zona de Villa
Maria. El mismo fue caracterizado por determinacion
de grasa, pH, acidez, y conductividad eléctrica. El LS
previamente desnatado por centrifugacion vy filtrado
fue sometido a un proceso de separacidn selectivo por
ultrafiltracion empleando membrana con corte
molecular de 30 kDa, con el fin de obtener un
concentrado de proteinas del suero (WPC). El WPC fue
caracterizado mediante la determinaciéon de grasas,
proteinas y lactosa.

La optimizacion del proceso de hidrdlisis de LS por
enzimas pancreaticas, tripsina (T), y quimiotripsina (Q),
fue realizada mediante el empleo del Método de
Superficies de Respuesta (MSR). Como variables
independientes se tomaron la relacién E/S (0.001 a
0.01) y tiempo (30 a 100 min) en base a la actividad
Optima de las enzimas Ty Q, mientras que las variables
dependientes (respuesta) analizadas fueron actividad
antioxidante (AA) y grado de hidrdlisis (GH). El analisis
estadistico de la optimizacién del proceso fue realizado
con el programa Design Expert 7. Las condicione
optimas de hidrodlisis fueron para T (E/S= 0,0073-
0,0097, tiempo 58-89 min) y Q (E/S= 0,012, tiempo 100
min).

Se evaluaron las propiedades antioxidantes de las
fracciones peptidicas obtenidas, a través de Ia
determinacién de la capacidad antirradicalaria (AAR)
por el ensayo de decoloracion del radical ABTSe+. Para
las condiciones optimizadas de hidrélisis se evalud

adicionalmente la eficiencia de desactivacion del
radical hidroxilo (HOe) generado mediante reaccién de
Fenton y detectado mediante la oxidacion de
deoxiribosa. Los resultados obtenidos durante el
proceso de optimizacién fueron sujetos a un MSR.

Los MSR fueron empleados para estudiar el efecto de
los parametros E/S y tiempo sobre la AAR.

Se seleccionaron algunos de los valores sugeridos por
los modelos como condiciones éptimas (tiempo y E/S)
para la obtencién de péptidos antioxidantes, y se
validaron experimentalmente, mediante la evaluacién
de la AAR frente a los radicales HOe y ABTSe+, con
porcentajes de desactivacion %D ABTSe+ (T: 20,11-
36,31; Q: 47,76) y %D HOe (T: 19,48-53,32; Q: 53,11).

De la comparacidon entre los valores tedricos vy
experimentales para la desactivacién de ABTSe+, se
observa una mejor correlacién para las hidrdlisis por Q.
Adicionalmente de los valores experimentales, se
observa que las fracciones peptidicas obtenidas
presentan una mayor eficiencia de desactivacién del
radical HOe, llegdndose a desactivar en condiciones
6ptimas el 50 % de la especie. Dada la relevancia de
este radical como iniciador de la peroxidacion lipidica y
a nivel bioldgico, estos resultados preliminares resultan
de sumo interés ya que potencian la funcionalidad y
aplicacién de las fracciones peptidicas obtenidas como
agentes bioactivos en alimentos funcionales.

Se continda trabajando con la optimizacion de los
procesos de hidrdlisis de otras fracciones proteinas de
LS, tales como las comprendidas entre masas molares
10-30kDa y entre 30-50 kDa, para la obtencién de
péptidos con capacidad antioxidante.

1.2. Obtencidn de nuevos biopolimeros a base de

quitosano e hidratos de carbono mediante reaccién de
Maillard: Se sintetizaron nuevos polimeros por

reaccion de Maillard entre quitosano (Qs) y los hidratos
de carbono glucosa (ChG), glucosamina (ChGNH2) y
lactosa (ChLac), con el objeto de obtener biopolimeros
con propiedades bioldgicas similares a las de Qs nativo
y mejorada solubilidad en medios acuosos a pH
fisiolégico. Los derivatizados fueron caracterizados
mediante la evaluacidn de sus pesos moleculares (PM),
grado de deacetilacion (GDA) y solubilidad a pH neutro.
Las propiedades bioldgicas de los mismos fueron
evaluadas en torno a la capacidad antioxidante frente a
especies radicalarias tales como, radical hidroxilo
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(HOe), anién superoxido (O2e-) y ABTSe+, expresada
como concentracién efectiva del polimero capaz de
desactivar el 50% de la especie radicalaria (EC50).

En relacion a la actividad antioxidante, solo ChG
presentd una mejor actividad que Ch nativo, ya que el
resto de los derivatizados mostraron mayores valores
de EC50. Como la reduccion en la actividad
antioxidante fue proporcional al descenso del PM de
las moléculas, se puede concluir que la actividad
antioxidante de Ch fue conservada en los derivatizados
y que la misma es proporcional al PM. En conclusidn,
se obtuvieron nuevos polimeros a base de Qs y
carbohidratos con solubilidades a pH neutro mejoradas
y capacidad antioxidante conservada, promoviendo el
uso de estos nuevos polimeros en medios bioldgicos,
como transportadores de compuestos bioactivos en
sistema micro o nano-estructurados, generando de
esta manera productos nutracéuticos con efectos
benéficos sobre una o varias funciones del organismo.

1.3. Aplicacién de biopolimeros en el desarrollo de

sistemas de microencapsulacién de agentes bioactivos

con fines nutracéuticos: Las muestras de Ch nativo y el

derivatizado con glucosamina (ChCNH2), fueron
empleados en la formulacién de microparticulas
conteniendo el antioxidante quercetina (Qr), mediante
la tecnologia de secado por aspersion. Las
microcapsulas (MC) fueron caracterizadas mediante la
evaluacién de eficiencia de encapsulacion (EE),
morfologia por microscopia SEM vy actividad
antioxidante frente a los radicales hidroxilo (HOe) y
anion  superdxido  (O2e-),
concentracion efectiva del polimero capaz de
desactivar el 50% de la especie radicalaria (EC50). La
actividad antioxidante de Qr se vio potenciada por el

expresada como

proceso de microencapsulacion, debido a la accion
antioxidante intrinseca de Ch, esto se traduce en los
menores valores de EC50 presentados por las MC.
Como Qr-ChGNH2-MC present6é la mayor actividad
antioxidante y en virtud de que este polimero presenta
una mejor solubilidad a pH fisiologico, este
macroparticula fue aplicada en un modelo murino de
colitis ulcerosa generada con dextran sulfato de sodio
(DSS). En el seguimiento clinico de la suplementacion
con Qr-ChGNH2-MC, evaluado a través del indice de
enfermedad (IE), se observa que a partir del quinto dia,
el grupo Colitis comienza a mostrar sintomas clinicos
que no se manifiestan en los grupos tratados con el
flavonoide  encapsulado. El  tratamiento con

microcapsula vacia (MCv) muestra una diferencia
estadistica respecto de los grupos Colitis y Control
Normal, evidenciando al dia 9 un IE 1,5 veces menor
que el grupo Colitis.

De esta manera, la Qr encapsulada llegaria a colon y
actuaria reduciendo los sintomas clinicos inducidos por
el consumo de DSS. El empleo de ChGNH2 como
material de pared se convierte en una opcién eficaz
para formular particulas complejas de liberacion
controlada en la porcion mas distal del tracto
gastrointestinal, sorteando condiciones de extrema
exposicion, como lo es el pH gastrico. Por su parte,
ChGNH2 deja de ser un mero excipiente para cooperar
con la actividad del flavonoide.
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Vinculacién cientifica relevante

Se establecié un vinculo de cooperacion con la Coop.
Agricola Tambera de James Craik, la cual comercializa
productos lacteos bajo la marca El Craikense. La
empresa productora de quesos y suero en polvo,
manifestd interés en los hidrolizados proteicos
antioxidantes y en los nuevos biopolimeros obtenidos
en nuestro proyecto para su empleo como
ingredientes bioactivos de quesos.
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