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RESUMEN

La comprensién de los mecanismos involucrados en la digestion de los lipidos tiene varias
aplicaciones; entre éstas se encuentran el disefio de técnicas destinadas a suministrar farmacos y
drogas, o compuestos bioactivos los que deben alcanzar sitios especificos en el tracto intestinal de
humanos y animales. Ademas, la posibilidad de controlar el nivel de absorcion de los altos
niveles de grasas y aceites en la dieta, como una forma de reducir o controlar la obesidad, posee
enormes perspectivas comerciales. En las evaluaciones preliminares de una determinada materia
prima es casi imposible utilizar seres vivos para estos fines dado el alto costo de la

implementacion de estos ensayos.

El método de pH-Stat ha sido usado para la caracterizacion de la digestion de lipidos por
varios autores. La técnica se basa en la cuantificacién de los acidos grasos libres generados a
partir de lipidos (triacilgliceroles, TG) por lipasas, bajo condiciones constantes de pH. Para este
fin, el pH utilizado para evaluar la actividad de la lipasa pancreatica (LP) se encuentra en el rango
neutral (7,0) lo que prevalece en el intestino. Para simular lo que ocurre en el tracto digestivo, el
medio de reaccion debe contener ademas concentraciones adecuadas de sales biliares, y

minerales.

Esta metodologia puede utilizarse para evaluar el efecto de distintos factores que inciden
en la actividad de la enzima. Ejemplos son: tipo de lipido (grado de instauracién y longitud de la
cadena de los &cidos grasos que constituyen los TG, estado sélido para grasas, liquido en lipidos),
caracteristicas de la emulsién (tamafio de gota, concentracién de los lipidos emulsionados,
concentracion y propiedades de los estabilizantes de la emulsidn) ya que la lipasa actia en una
interfase lipido-agua, concentracién de sales biliares. La composicion de la fase acuosa
(polisacaridos, proteinas, fosfolipidos, etc.) es otro factor a considerar, dado que los compuestos



anfifilicos pueden orientarse y distribuirse en la interfase lipido-agua e impedir la adsorcion de la

enzima.

En este trabajo se usd esta técnica para evaluar el efecto de materias primas vegetales
utilizadas principalmente como fuente de proteinas, en alimentacion animal, en la digestion de

lipidos.

Las condiciones del ensayo (concentracion de sales biliares, lipidos, enzima, y sales
minerales) para evaluar la digestion de lipidos fueron estandarizadas. Se evaluo el efecto de la
concentracion de tres materias primas; linaza, lupino y soya, estableciéndose ademas el efecto de
su procesamiento a través de la extrusion. Segun los resultados obtenidos en este trabajo se
determiné que algunos materiales vegetales se comportaban como inhibidores significativos
(p<0,05) de la actividad enzimatica. La linaza presenta caracteristicas de inhibicion de la
actividad de la LP, especificamente la fraccién extruida (48%), seguida del lupino que arrojé
buenos resultados también (42%). Estos materiales vegetales representarian una alternativa
tecnoldgica de menor costo en tratamientos contra la obesidad, dirigido a la formulacion de dietas

especiales para personas con problemas nutricionales.

La soya en cambio, mostré tanto caracteristicas inhibitorias como potenciadoras de la
actividad de la LP, con concentraciones mayores se incrementa la actividad de la enzima en un
18% aproximadamente, por lo que es complicado pronosticar el efecto que este material vegetal

tendria en la alimentacion.

Se observé que el proceso de extrusion afecta la actividad de la enzima dependiendo de la

harina experimentada, para la linaza el tratamiento térmico representd un efecto positivo en la



actividad de la LP, sin embargo, para lupino y soya, la extrusién resultd ser un factor con

incidencia negativa.



SUMMARY

The understanding of mechanism involved in the digestion of lipids has several
applications and enormous commercial potential; among these are the designs of drugs for
delivering of bioactive compounds that bind specific sites in intestinal tract of humans or animals.
Furthermore, modulate fats and oils absorption could be a method for the obesity control. It is
almost impossible to implement preliminary assay in living creatures due to high implementation

cost.

The pH-Stat method has been used for the characterization of lipid digestion by several
authors. The technique is based on the quantification of free fatty acids generated from lipids
(triglycerides, TG) by lipases, under constant conditions of pH. To this end, the pH used to
evaluate the activity of pancreatic lipase (PL) is ina neutral range (7.0) a condition that
prevails in the intestine. To simulate what happens inthe digestive tract,the reaction

medium should also contain adequate concentrations of bile salts and minerals.

This methodology can be used to evaluate the effect of different factors on enzyme
activity for example: type of lipid (degree of instauration and chain length of fatty acids,
constituting triglycerides, fats solid state, liquid lipid), emulsion characteristics (droplet size,
concentration of emulsified lipids, concentration and properties of emulsion stabilizers) and bile
salt concentration because lipase behavior in a lipid-water interface is strongly dependent on
this. The aqueous phase composition (polysaccharides, proteins, phospholipids, etc.) is another
factor to consider, as the amphiphilic compoundscan be distributed in the lipid-
water interface and prevent adsorption of the enzyme. In this work this methodology was used to
evaluate the effect of vegetal meals used mainly as a protein source in animal feed for the
digestion of lipids.



Conditions (concentration of bile salts, lipids, enzymes, and minerals) of the assay to
assess lipid digestion were standardized. The effect of the concentration of meals formulated with
three raw materials, flaxseed, lupin, and soybeans were also evaluated establishing the effect of
extrusion process on lipase activity. According to the results obtained in this study some vegetal
materials has a significant inhibition effect (p <0.05) on enzyme activity. Flaxseed inhibited
pancreatic lipase activity, specifically the extruded fraction (48%), followed by lupin
(42%). These vegetal meals are lower cost alternative that could be used for formulating special
diets for the control of obesity.

Soybean however, showed both inhibitory and intensified effect on enzyme activity; at the
higher concentration of soybean tested the activity of the PL was increased by about 18%. The
effect of extrusion process depend of meal used, heat treated-flaxseed has a positive effect on PL

activity. However, for lupine and soybean-meal extrusion effect on PL activity was negative.



1. INTRODUCCION

La calidad nutricional de un alimento no se puede predecir completamente a partir de su
composicion  quimica. La digestibilidad, absorcién y utilizacién (biodisponibilidad) son
parametros que también deben ser considerados (Marable y Sanzone, 1981). La digestibilidad de
los distintos nutrientes de los alimentos ha sido extensamente estudiada in vivo; sin embargo
estos experimentos requieren de largos periodos de tiempo, generalmente son caros, laboriosos y
los resultados pueden ser afectados por diversos factores ambientales y metodoldgicos (Biswas
et al., 2007). Actualmente, se ha dado énfasis al desarrollo de métodos in vitro que permitan
obtener resultados reproducibles, confiables, en tiempos y costos razonables.

Existen distintas metodologias para evaluar la digestibilidad in vitro, las cuales varian en el
tipo de enzimas empleadas, las condiciones de hidrélisis, y la forma de cuantificar los productos
generados por la digestion. La mayoria de ellos tratan de reproducir el ambiente bioquimico y
fisiolégico (pH, temperatura, tiempo de residencia intestinal, composicion enzimética) presente

en el tracto gastrointestinal del organismo bajo estudio (Moyano y Savoie, 2001).

En el Gltimo tiempo se ha observado un creciente interés en entender y controlar la
digestibilidad de los lipidos en el tracto intestinal humano, para el desarrollo de alimentos
funcionales, control de la obesidad, y el desarrollo de productos farmacéuticos. La influencia de
la microestructura y composicion del producto sobre la digestibilidad de los lipidos se suele

estudiar con métodos in vitro.



Una mejor comprension de los factores que impactan la biodisponibilidad de los lipidos de la
dieta le permitiria a la industria de alimentos disefiarlos para aumentar, disminuir o controlar la
digestiébn y adsorcion de los lipidos en eltracto gastrointestinal humano (McClements
et al., 2007).

Los lipidos son componentes importantes de la dieta; representan la principal fuente de
energia, son fundamentales en la formacion de estructuras celulares como las membranas,
precursores para la sintesis de hormonas, proveen de acidos grasos esenciales necesarios para la
sintesis de los eicosanoides y de otros derivados bioactivos; constituyen ademas un vehiculo para
suministrar vitaminas liposolubles. Organolépticamente aportan la palatabilidad y el sabor de las
comidas ademas de ser los componentes mas importantes en la saciedad post-prandial que

producen los alimentos.

La mayor parte de la digestion de lipidos ocurre en el intestino delgado (Carriere et al., 1993),
y se lleva a cabo por la lipasa pancreatica (LP) que actla sobre sustratos insolubles que se

encuentran en emulsiones.

La adsorcion de la lipasa en la interfase aceite / agua modifica la estructura de la enzima
permitiendo su actividad catalitica. La composicion de la fase acuosay la de la interfaz,

determinaran la velocidad de la reaccidon enzimatica en varias formas.



En el proceso digestivo, la composicion de la fase acuosay la interfase depende de la
composicion de la dieta ingerida (proteinas, polisacaridos, entre otros). Pruebas de digestibilidad
han proporcionado estimaciones de la proporcién de nutrientes que pueden ser absorbidas por el

sistema digestivo.

Por otro lado, ha aumentado el interés en sustituir ingredientes artificiales por otros naturales,
en parte debido al mayor grado de conocimiento de los consumidores. En este sentido, el uso de
proteinas vegetales como agentes funcionales podria ser muy favorable para la industria
alimentaria. Las proteinas son uno de los polimeros mas importantes utilizados como ingredientes

en emulsiones alimentarias, ya que tienen la propiedad de estabilizar las emulsiones.

La capacidad de las proteinas para actuar como surfactantes y estabilizar emulsiones depende
de su capacidad para adsorberse en las interfaces aceite/agua, reduciendo en gran medida la

tension interfacial, formando una pelicula cohesiva.

El método del pH-Statha sido sugerido como una metodologia in vitro alternativa para
evaluar la digestibilidad de los lipidos y las proteinas. EI método se basa en la cuantificacion
de los é&cidos grasos libres (AGL) formados a partir delos TGsen la presencia de la
enzima manteniendo un pH constante. La pendiente inicial del volumen de base afiadido para

neutralizar los AGL en funcién del tiempo es una medida directa de la actividad de la enzima.

El presente trabajo fue realizado en el marco de los objetivos del proyecto Fondecyt 1100320.



De acuerdo a lo fundamentado anteriormente se postuld la siguiente hipétesis definiendo

los objetivos mencionados a continuacion.

1.1  Hipotesis

e EIl tratamiento térmico y la concentracion de las materias primas vegetales evaluadas,

afecta la actividad de la lipasa pancreatica en el modelo in vitro de digestion de lipidos.

1.2  Objetivos

1.2.1 Objetivo general

e Definir las condiciones para evaluar la digestion de lipidos en presencia de materias

primas vegetales utilizadas como fuente de proteina a través de la metodologia pH-Stat.

1.2.2 Objetivos especificos.

e Determinar el efecto de las variables (concentracion de sales biliares, enzima, lipidos,

sales) en evaluacién de la digestion de lipidos a través del método del pH-Stat.

e Evaluar el efecto de la concentracién de harinas vegetales y del proceso térmico en la
digestion lipidica usando las condiciones estandarizadas para la metodologia.



e Evaluar materias primas vegetales como posibles fuentes de compuestos inhibidores o

potenciadores de la actividad de la lipasa pancreética.



2. ANTECEDENTES GENERALES.

2.1. Lipidos. Los lipidos son una fuente importante de energia metabdlica, aportando 9,5
kcal/g (Tacon, 1989; Madrid, 1994), mientras que las proteinas y carbohidratos solo aportan 4
kcal/g (Madrid, 1994). EI mayor componente lipidico, alrededor del 95%, en la dieta humana son
los triglicéridos (TG). Los TG se componen de tres acidos grasos esterificados con un esqueleto
de glicerol (Figura 1); los TG no pueden ser absorbidos directamente por los enterocitos en el

intestino, y necesitan ser previamente hidrolizados (Hofmann y Borgstrom, 1962; 1964).

Un 15% de la digestion de las grasas/lipidos ocurre en el estbmago; la mayor parte de ésta
se produce en el intestino delgado (Carriere et al., 1994). Otra funcién importante de los lipidos
en el metabolismo es que favorecen la absorcion del calcio y son el vehiculo de transporte para
vitaminas liposolubles (A, D, Ky E) (Madrid, 1994).

glazring

Triglicérido

acido graso

Figura 1. Férmula general de un triacilglicerol.



2.2.  Digestion de los lipidos y funcién de las sales biliares (SB).  La digestion de los
lipidos es un proceso complejo que ocurre en la cavidad bucal, gastrica, e intestinal del ser
humano y otros animales. Debido a la naturaleza de la catélisis lipidica (Reis et al., 2010), donde
las sustancias que interactian se encuentran en fases inmiscibles, es necesario que se cumplan
ciertas condiciones para lograr la digestion. Las caracteristicas de polaridad de los lipidos los
hacen insolubles tanto en los contenidos del lumen como en la linfa y la sangre hacia donde
deben ser transportados después de la absorcién intestinal (Berne y Levy, 2001). Es por ello que
el proceso de hidrélisis de los TG requiere de la participacion de enzimas lipoliticas,

denominadas lipasas, cofactores, hormonas y SB.

El primer paso para la digestion de los lipidos es la emulsificacion. La fase lipidica del
bolo alimenticio, que abandona la boca y se dirige al estomago, se encuentra dispersa en gotas

embebidas en una matriz acuosa de composicién compleja (Hur et al., 2009).

En el estbmago comienza la degradacion quimica de los lipidos emulsionados, los cuales
son hidrolizados parcialmente por la lipasa gastrica. Esta enzima actla especificamente sobre un
solo &cido graso de un TG, posiciones sn-1 o sn-3, generando 1 AGL y diacilgliceroles (DG).
Asi, se completa entre un 5-30% de la digestion de los lipidos ( Golding y Wooster, 2010).



LUMEN ) celula

triglicéridos lipidosy
H,0 proteinas
lipasas Quilemicrones Al
- sistema
Acidos grasos linfatico
+ triglicéridos

monogliceridos

Figura 2. Digestidn, absorcién y transporte de lipidos.

Posteriormente el quimo pasa al intestino delgado, provocando el vaciado de la vesicula
biliar en el duodeno y la secrecion de la hormona colecistoquinina (CCK) en el pancreas (Figura
2.). En este 6rgano se produce la LP como respuesta hormonal de la CCK (Mu y Hoy, 2004). Una
vez en el intestino delgado los lipidos emulsionados y parcialmente hidrolizados se mezclan con
los jugos digestivos, que contienen SB, fosfolipidos, LP, colipasa, proteasas, sales y bicarbonato
de sodio (Hur et al., 2009); la secrecion de bicarbonato de sodio se encarga de neutralizar el
medio acido que proviene del estbmago, aumentando el pH hasta 6-6,5 (Golding y Wooster,
2010).

Las SB son bio-surfactantes presentes en el tracto gastrointestinal (TGI), que desempefian
un papel crucial en la digestion y absorcion de nutrientes. Las SB son la forma ionizada de los
acidos biliares, los cuales son sintetizados a partir del colesterol en el higado (Feroci et al., 2007)



(Figura 3). Se ha comprobado que la ausencia de éstas impide la digestion de las grasas

provocando heces blanquecinas y esteatorrea.

Las SB actuan como fuertes detergentes, permitiendo el aumento de la interface
lipido/agua, ya que cuando se encuentran en concentraciones suficientemente altas, tienden a
formar micelas, pequefios globulos esféricos. Como estos grupos polares tienen carga negativa,
todo el glébulo micelar se disuelve en el agua y permanece en una solucién estable hasta la

absorcion de la grasa a pesar del gran tamafio micelar.

La formacion de micelas, junto con la formacién de vesiculas unilamelares de
fosfolipidos, completa el ciclo de digestion de los lipidos, facilitando la adsorcion de estos a

través del lumen intestinal (Golding y Wooster, 2010).
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Figura 3. Esquema simplificado de las rutas de sintesis de los acidos biliares de las sales biliares.

2.3. Lipasas y el fendmeno de la activacion interfacial. De acuerdo con la definicion de la
Comision de Enzimas de la IUPAC las lipasas o glicerol éster hidrolasas (E.C.3.1.1.3) son
enzimas solubles en agua que juegan un rol clave en el metabolismo de los lipidos. Catalizan de
forma natural la hidrélisis de TG. Poseen una triada catalitica compuesta por serina, histidina y
aspartato/ glutamato (Reis et al., 2010). Estan presentes en la mayoria de los organismos vivos,
siendo imprescindibles para la asimilacién de los lipidos, asi como también, para su almacenaje y
posterior utilizacion como reserva energética. Las lipasas han evolucionado para realizar su

funcion en el microambiente interfacial donde se encuentra su sustrato.
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Los sustratos naturales para las lipasas son aceites y grasas, como los TG de acidos grasos
de cadena larga (mayores a 10 &tomos de carbono), a diferencia de las esterasas que actan sobre
ésteres simples de acidos grasos de bajo peso molecular (Colowick y Kaplan, 1955).

La LP es la responsable de entre 50-70% de la digestion de los lipidos consumidos (Birari
y Bhutani, 2007). Se encarga de hidrolizar los &cidos grasos de TG en las posiciones sn-1 y sn-3,
produciendo 2-monogliceridos y AGL (Hur et al., 2009). Esta enzima es especialmente activa
cuando el sustrato, parcialmente soluble en agua, se encuentra en forma de emulsion, siendo su
actividad escasa 0 nula sobre el sustrato disuelto (forma monomérica) (Sarda y Desnuelle, 1958).
La enzima soluble en agua debe moverse desde la fase acuosa hacia la interfase lipido-agua en
donde el sitio activo de la enzima se enlaza con el sustrato. (Figura 4). Este fendmeno se ha
denominado “activacion interfacial”. Desnuelle et al., (1958) propusieron que un cambio
conformacional de la lipasa estaria asociado al fendmeno de la activacion interfacial. Por otro
lado Brady et al., (1990) al obtener la estructura tridimensional de la enzima de Mucor miehei,
descubrieron la presencia de un bucle antipatico en la superficie de la proteina, que cubre el
centro activo de la lipasa cuando se encuentra en solucion acuosa, impidiendo el acceso a éste.
Los mismos autores postulan que en la conformacidn activa de la enzima dicha “tapadera” sufre
un reajuste como resultado del cual el centro activo se torna accesible. Neves-Petersen et al.,
(2001) estudiaron la distribucion de aminoacidos polares, débilmente polares y apolares en la
superficie de diversas lipasas en funcion del pH, observando que la region cercana al centro
activo es méas hidrofébica cuando las enzimas se encuentran en su conformacion abierta. La LP
tiene un rango de actividad entre pH 4,5 y 7,5, con un 6ptimo de alrededor de 6,5 (Golding y
Wooster, 2010).

Por otro lado, segin Belitz et al., (2009) la reaccién de las lipasas se acelera con la

adicién de iones calcio que precipitan los AGL en forma de sales de calcio insolubles, mientras
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que Madrid (1994) afirma que las condiciones de actuacion de estos catalizadores biolégicos

consideran un medio alcalino y la previa accion de SB.

Estudios in vitro han demostrado que varios compuestos de superficie activa son capaces
de inhibir la actividad de las lipasas en la interfase lipido-agua, incluyendo las SB, pequefias
moléculas de surfactantes, fosfolipidos y proteinas (Mun et al., 2007). Ademas, se ha reportado
que emulsiones estabilizadas con proteinas, una vez en el estbmago y debido a la accion de la
pepsina sufririan algunos cambios (Sarkar et al., 2009) y no deberian presentar competencia por

sitios en la interfase de las emulsiones en el duodeno.

Los alimentos contienen distintas sustancias antipaticas, los que entrarian en una
competencia con las moléculas de los jugos gastrointestinales por un sitio en la interfase de las
emulsiones (Golding y Wooster, 2010). La naturaleza de las sustancias emulsionantes, posee un
impacto en la susceptibilidad de las gotas de lipidos a la coalescencia o a la dispersion en el tracto
intestinal, alterando el area total de los lipidos expuestos a la enzima (Hur et al., 2009).

Se ha demostrado que muchas enzimas no son proteinas puras, sino que contienen iones
metalicos y/o diferentes moléculas no proteicas de pequefio tamafio, denominados cofactores, los
cuales son imprescindibles para la actividad enzimatica. Los iones metalicos estan implicados en
la unién del sustrato, y cooperan en la catalisis como acidos de Lewis o como transportadores de
electrones. Los iones Ca®* son 4cidos de Lewis, pueden estabilizar la conformacién de la enzima,
en el caso de la a-amilasa, mediante una interaccion ionica con restos de aminoacidos cargados

negativamente, o bien que toman parte en la unién con el sustrato, en el caso de las lipasas.
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Figura 4. Mecanismo de accion de la lipasa pancreética, interfase aceite/agua.

2.4. Meétodo pH-Stat, cuantificacion de actividad de lipasa. La actividad de una enzima se
mide normalmente determinando la velocidad de generacidn de producto o la de desaparicion del
sustrato, durante la reaccion catalizada por la misma (Belitz et al., 2009). Se refiere a la cantidad
de sustrato que es transformado o a la cantidad de producto generado por una enzima, por
minuto. La actividad lipasa se expresa en unidades de actividad enzimética (U) como micromoles
(umol) de AGL generados por minuto (Ceriotti et al., 1985). Existen varias técnicas para medir la
actividad de una enzima concreta. Y hoy en dia se cuenta con métodos tanto para la deteccion
cualitativa como para la medida de la capacidad hidrolitica. Beisson et al. (2000) han publicado
completas recopilaciones de los diferentes métodos disponibles.

El método de pH-Stat se utiliza cominmente para caracterizar la digestibilidad in vitro de
los lipidos en condiciones simuladas del intestino delgado. Este método mide la fraccion de AGL

liberados de los TG en el tiempo. Para llevar a cabo este proceso se utiliza un titulador
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automatico que cuantifica el progreso de la hidrolisis titulando los AGL liberados con una
solucion alcalina que por lo general es hidroxido de sodio (Brocklehurst, 1992; Navarrete-del-
Toro y Garcia-Carrefio, 2002). La técnica del pH-Stat es catalogada como el método mas efectivo
para determinar la digestibilidad de materias primas por la FAO y una de las ventajas de esta
técnica es que permite la utilizacion de concentraciones altas de sustrato en contraste con los

equipos espectrofotométricos usados en turbidimetria (Arzoglou et al., 1982).

La deteccion de los protones liberados durante la reaccion de hidrolisis catalizada por la
lipasa requiere de la ionizacion total o al menos parcial de los AGL que se producen. Por ello el
pH fijado en el medio de reaccion debe ser igual o mayor que el pK aparente del acido liberado
(Beisson et al., 2000).

Despues de cada experimento se obtiene una curva de valoracion, que refleja el volumen
del agente titulante, en este caso, la base NaOH, que se afiade para mantener el pH del medio

constante durante la reaccion en funcién del tiempo, (Anexo 1).

El método in vitro para medir la digestibilidad de lipidos, tiene al menos cuatro

aplicaciones basicas:

a) Conocer la actividad lipasa utilizando sustratos naturales o artificiales, como TG y

fosfolipidos.



15

b) Obtener la velocidad de digestion de diferentes insumos lipidicos por especie, en funcién
de su origen, composicion, longitud de acidos grasos asociados, calidad de los lipidos.,
etc.

c) Conocer la digestibilidad relativa respecto a un lipido de referencia.

d) Hacer correlaciones de digestibilidad in vivo e in vitro. Esta informacion complementaria

puede ser Gtil para la seleccion de insumos para la formulacion de alimentos.

El equipo del pH-Stat permite trabajar en dos modos diferentes:

a) Punto final: donde se afiade el agente titulante (NaOH), hasta alcanzar el pH deseado y

especificado previamente.

b) pH-Stat: permite mantener el pH del medio a un valor constante, por un periodo de
tiempo determinado.
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Figura 5. Representacion esquematica del sistema pH-Stat en el modelo de digestion in vitro (Li

y McClements., 2010).

2.5 Estudio de la actividad lipésica con tributirina como sustrato. En todos los

procedimientos en los cuales se evalla la actividad lipolitica se utiliza como sustrato una fuente

lipidica en estado de emulsion. Las emulsiones son sistemas dispersos de dos liquidos poco

solubles o insolubles entre si, como es el caso de un aceite disperso en agua.

Algunas lipasas como la de Mucor miehei, y la lipasa pancreatica hidrolizan mas

rapidamente &cidos grasos de cadena corta (Xu, 2000).
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La tributirina (TB), glicerol tributirato o 1, 2,3 tributirilglicerol, de formula Ci15H206 y
de peso molecular 302,4 g/mol, es un TG, triéster de la glicerina y el &cido butirico (Figura 6). Su
densidad es de 1,04 g/cm?3 y su indice de refraccion es 1,436. Es una grasa artificial, se forma a
partir de un acido de apenas cuatro &tomos de carbono, por lo que se considera un cido graso de
cadena corta, y carece de doble enlace.

O

0
Hsc/\/mo Ok/\CHg
HgCWO

O

Figura 6. Férmula tributirina.

El empleo de TB como sustrato para la medicion de la actividad lipasica mediante el pH-
Stat resulta bastante frecuente (Rapp, 1995; Noor et al., 2003), pues es relativamente facil de
dispersar en agua y su producto, el acido butirico se encuentra disociado casi totalmente a pH
(7,0) y un (95,5%) pasa a la fase acuosa. Por ello es posible titularlo continuamente durante la
reaccion. Sin embargo, algunos autores no aconsejan su utilizacién cuando lo que se pretende es
verificar la actividad de una enzima desconocida, ya que, al ser ligeramente soluble en agua,

podrian darse falsos positivos si la enzima posee actividad esterasica (Jensen, 1983).
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El proceso de hidrélisis de TB en forma de emulsion con la enzima lipasa pancreatica,
implica el contacto directo entre la enzima y los enlaces ésteres a hidrolizar. Para que se produzca
la reaccion de hidrélisis es necesario que el enlace éster esté situado en la superficie de la gota en

contacto con la fase acuosa en la que se encuentra la lipasa.

Para que la hidrolisis ocurra, la enzima debe entrar en contacto con un enlace éster
superficial. Debido a la disposicion tetraédrica del carbono central de la glicerina en la molécula
de TB y a la presencia de tres grupos n-butilo hidrofobos en tres de las cuatro posiciones, lo mas
probable es que la molécula de TB se disponga con la arista formada por el hidrégeno y un grupo
éster en contacto con la fase acuosa. Por esta razdén se nos hace légico pensar que la
concentracion inicial de moléculas de TB superficiales es igual a la de enlaces éster de la

superficie accesibles.

Segun Belitz et al. (2009), cuanto mayor sea la superficie interfacial, es decir, cuanto
menor sea el diametro de la gota de aceite, tanto mas activas serdn las lipasas. Esta relacion se
debe tener en cuenta al preparar las emulsiones que se emplean como sustrato para determinar la

actividad enzimatica.

2.6 Proteinas de origen vegetal. Se espera que a futuro sea cada vez mas comun que las
dietas contengan proteinas y aceites provenientes de vegetales. La competitividad de las harinas
vegetales, frente a las harinas de pescado por ejemplo, se debe a su mayor produccién, la cual no
se encuentra limitada por la productividad natural del medio. Ademas, muchas de ellas son
subproductos agroindustriales (oleaginosas) y por consiguiente, los precios pueden llegar a ser

muy competitivos (De la Higuera y Cardente, 1993).
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La busqueda de nuevas materias primas es un desafio con el fin de minimizar el impacto
que generan las fluctuaciones en la disponibilidad de los recursos animales (Den Bieman, 2000).
Como fuentes de proteina vegetal se utilizan: cereales, semillas oleaginosas y leguminosas. A
esto se le afiaden los subproductos de las industrias de fermentacion en el caso de los cereales, y
los de la obtencion de aceite en el caso de las oleaginosas.

Las leguminosas se caracterizan por su alto contenido en proteinas (Campos-Vega et al.,
2010). Con niveles de proteina cercanos al 30%, ademas de presentar la mayoria de los
aminodacidos esenciales (Petterson et al., 1998); las leguminosas, como alfalfa, frijoles, arveja,
haba, y soya, han sido utilizadas en reemplazo de la harina de pescado en la alimentacion animal.
No obstante su empleo se ve reducido en muchos casos, debido a su utilizacién directa en la

alimentacion humana y hoy en dia a su potencial uso en la produccion de biocombustibles.

La valoracion de una materia prima vegetal no solo debe considerar el aporte nutritivo ,
sino que también es necesario valorar aspectos tales como digestibilidad de la materia prima y su
relacion con otros nutrientes (Glencross et al., 2007); deficiencias de aminoacidos esenciales,
particularmente los ingredientes vegetales son deficientes en lisina y metionina (Tacon, 1994);
presencia de factores antinutricionales y su efecto sobre la palatabilidad, digestion y absorcién de
nutrientes (Francis et al., 2001).

También, el tratamiento tecnoldgico (descascarado, extrusion, coccion o microondas)
aplicado a materias primas de origen vegetal (Tabla 3) puede mejorar el grado de utilizacién
digestiva y tener significativas mejoras en los indices productivos de la especie (Glencross et al.,

2007;Pereira y Oliva-Teles, 2003).A nivel mundial una de las leguminosas de mayor potencial
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como fuente de proteina vegetal alternativa a la harina de pescado es el lupino (Lupinus spp),

también conocido como altramuz o lupini.

Los productos de origen vegetal tienen un gran potencial como posibles portadores de
sustancias con actividad inhibidora de enzimas; esto se puede comprobar ya que han sido
utilizados por la medicina ancestral para aliviar diversos tipos de malestares y desordenes
metabdlicos, incluida la obesidad (Birari y Bhutani, 2007). Los mismos autores han clasificado
algunos compuestos derivados de fuentes vegetales que han demostrado tener un efecto negativo
en la actividad de la LP, diferenciandolos seguin su estructura quimica en saponinas, polifenoles y
terpenos.

Las especies vegetales abordadas (leguminosas), en este estudio, no corresponden a las
descritas por algunos autores (Sharma et al. 2005; Kokotos, 2003) ya que son cultivos que se
producen a gran escala.

Algunos ejemplos de cultivos industrializados, fuentes de compuestos inhibidores de lipasa
pancredtica, son el salvado de trigo y las semillas de girasol (Kumar y Chauhan, 2010).

e El lupino es unarica fuente de proteinas (40-50%), en general, el nivel de la mayoria de
los factores antinutricionales en lupino son considerablemente menores que en otras
fuentes proteicas vegetales. Notablemente el lupino estd desprovisto de inhibidores de
proteasas, saponinas, lecitinas, taninos y glucocinolatos (Glencross, 2004).
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e La soya es una leguminosa de alto valor nutritivo ya que contiene la proteina mas
completa de los vegetales por poseer aminoacidos esenciales como la lisina. En su
composicion, las proteinas representan un 40,3%, mientras que los lipidos un 21,0%. El
aceite es de alta digestibilidad y es rico en AGPIs, los cuales representan el 86%
(\Valencia, 2006). En este aceite predominan acidos grasos como el &cido linoleico (C18:2
n-6) con un 51,0%, seguido con un 22,8% éacido oleico (C18:1) y un 10,3% de acido
palmitico (C16:0) (FAO, 2010).

e La semilla de linaza (Linum usitatissmum) posee un contenido de omega-3 mayor a
cualquier otra oleaginosa. También es rica en proteinas (23,4%) siendo su composicion
aminoacidica similar a la de la soya, considerada como una de las mas nutritivas entre las
proteinas de origen vegetal (Lenzi de Almeida et al., 2008). Su contenido lipidico
aproximado es de un 35% y posee un 53,3% de acido linolénico (C18:3 n-3), un 12,7%
de &cido linoleico (C18:2 n-6), un 20,2% de &cido oleico (C18:1) y un 5,3% de &cido
palmitico (C16:0).

2.7  Extrusion de alimentos. La coccidon - extrusion en la industria de alimentos puede
definirse como un proceso en el cual un material alimenticio rico en proteina y/o almidon es
forzado a fluir bajo diversas condiciones de humedad, temperatura, presién y fuerza mecanica a

través de un molde o matriz que le da forma al producto extruido (De Witt, 1994).

De acuerdo a De Witt (1994), en el proceso de extrusion ocurren una serie de fendmenos

casi todos ellos ventajosos; estos son:
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o Gelatinizacion de los almidones que permite una mayor captacion de agua, mejorando la

digestibilidad y disponibilidad calérica.

o Coagulacién parcial de las proteinas mejorando su digestibilidad. Estas junto con el

almiddn, se unen formando una mezcla homogénea y cohesionada.

o Inactivacion térmica de las enzimas deteriorantes de las materias grasas de las harinas,
como las lipasas y lipoxigenasas, las cuales catalizan reacciones quimicas que llevan a la

formacién de compuestos de facil rancidez.

o Inactivacion de factores inhibidores del crecimiento. La alta temperatura necesaria para
eliminar dichos factores, no atenta contra la calidad nutritiva de la mezcla, ya que se aplica por

breve tiempo.

La extrusion se ha convertido en una importante herramienta para procesar alimentos y
mejorar su digestibilidad y otros aspectos nutricionales. La extrusion con bajos niveles de
humedad, o extrusién seca, ha sido utilizada durante muchos afios por la industria de piensos.
Aunque sus aplicaciones han estado limitadas principalmente a la extrusion de ingredientes tales

como la soya integral (Hancock, 1992).

2.8 Inestabilidad de emulsiones. La definicion tradicional de una emulsion se refiere a una
dispersion coloidal de gotas de un liquido en otra fase liquida (Dickinson y Stainsby, 1988). En
estos sistemas la fase dispersa se encuentra en forma de pequefias gotas o micelas (Figura 7),

entre 0,1 y 10 um distribuidas en la fase continua o dispersante. Las emulsiones son inestables, y
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si se les permite reposar por algun tiempo, las moléculas de la fase dispersa tienden a asociarse
(coalescencia) para constituir una capa que puede precipitar o migrar a la superficie, segun la
diferencia de densidades entre las dos fases (Lissant, 1984).

Por lo general las emulsiones contienen estabilizantes, sustancias cuyas moléculas
contienen una parte no polar y otra polar, por lo que es posible que se disuelvan tanto en
soluciones acuosas como disolventes organicos y aceites. Dependiendo del predominio de una de
las partes de la molécula sobre la otra, el emulgente tendra un caracter lipéfilo o lipéfobo y por
consiguiente, presentara una mayor afinidad por el agua o por los aceites; esta caracteristica se
conoce como balance hidréfilo-hidréfobo (Becher, 1957).

arte central apolar

Cadena apolar

Cabeza polar

Figura 7. Micela esférica.

La inestabilidad de las emulsiones es un proceso que envuelve diferentes mecanismos que

contribuyen a la transformacion de una emulsién uniformemente dispersada en un sistema
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separado en fases. Existen diversos mecanismos que originan la inestabilidad de las emulsiones

entre los que se encuentran (Figura 8).

e Agregacion, la cual es una separacién causada por el movimiento hacia arriba de las gotas

del liquido que tienen una menor densidad que el medio que las rodea.

e Floculacion o agregacion de gotas, que sucede cuando la energia cinética liberada durante
las coaliciones lleva a las gotas a través de una barrera de fuerzas repulsivas y dentro de
una regién donde las fuerzas atractivas operan y causan que las gotas se adhieran unas con

otras, manteniendo su identidad.

e Coalescencia, lo cual significa que cuando dos gotas chocan, pierden su identidad y
forman una sola gota de mayor tamafio. En una emulsion, entre mayor sea el tamafio de la
gotas, mayor es la tendencia a la coalescencia. De este modo, gotas finas generalmente
proveen buena estabilidad (Lissant, 1984).

Generalmente las emulsiones contienen agentes emulgentes para estabilizar las dos fases
inmiscibles (Lissant, 1984). Sin la presencia de agentes emulgentes las fases de una emulsion
(aceite-agua) se separan inmediatamente (Friberg y Larson, 1997).
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Figura 8. Algunos mecanismos que contribuyen a la inestabilidad de las emulsiones.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales.

3.1.1 Reactivos y material de laboratorio.

2-Mercaptoetanol

Bureta 50 mL

Cubetas de espectrofotometro de vidrio y de cuarzo
Espatula

Gradilla

Lipasa pancreatica de cerdo (Sigma)

Matraces aforados de 5, 50,100 y 500 mL
Matraces Erlenmeyer

Membrana de dialisis Spectra/Por MWCO: 6000-8000 Da
Micropipetas

Microtubos eppendorfde 1,5y 2 mL
N,N,N’,N’-Tetrametiletineldiamina (TEMED)
Papel aluminio

Piceta

Probetas de 50, 100, 250 y 500 mL

Reactivo de Folin

Sales biliares (Sigma)

Suero de albimina bovina (BSA)

Sulfato de amonio ((NH4)2SO4)

Termémetro

Tributirina (Sigma)

Tris (C4H11NO3)

26
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e Tubos de ensayo
e Vasos precipitados de 50, 100, 250, 500 y 1000 mL

3.1.2 Equipos e instrumentos.
e Extrusor (Polydrive-R252, Thermo-Haake, Karlsruhe, Alemania)
e Molino de discos, modelo SB 200, Tema
e Tamiz Tyler 40 (425 pm)
e Titulador automatico pH-Stat, Metrohm, modelo Tritando 902.

e Soxlhet: balén de vidrio fondo plano 250ml, tubos bultt.

3.2 Metodologia

3.2.1 Preparacion de materias primas. En este estudio se emplearon tres materias primas
vegetales diferentes, sometidas a distintos tratamientos, las cuales fueron linaza extruida y
desgrasada (LIED), linaza desgrasada (LiD), lupino extruido y desgrasado (LED), lupino
desgrasado (LD), soya extruida y desgrasada (SED) y soya desgrasada (SD). Todas las

semillas de las materias primas fueron obtenidas en el mercado local.

Para la extrusion el material fue acondicionado a una humedad de 25% aprox. en
base seca. Se utilizé un extrusor (Polydrive-R252, Thermo-Haake, Karlsruhe, Alemania;
didmetro 19,1 mm, largo/diametro 25/1) de tornillo simple. EI material fue alimentado por
un dosificador (Brabender FC-B1, Alemania) a una velocidad de 600 g/h. Se utiliz6 un
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perfil de temperatura de 4 zonas (75, 85, 105 y 140°C) y una velocidad de tornillo de 60
rpm: La materia prima fue forzada a salir por un dado de abertura de 4 mm. EIl producto
obtenido fue secado a 65°C; molido, tamizado, y almacenado en envase cerrado. El
desengrasado de las muestras se realizd por Soxhlet por 6 h usando éter de petréleo.
Posteriormente las muestras fueron almacenadas en frascos de vidrio en un lugar fresco y

SeCo.

Las materias primas fueron trituradas en molino de discos; la mezcla que result6
de la trituracion fue posteriormente tamizada para separar la fraccidbn mas pequefia; en
tamiz Tyler 40 (425 um), ya que por bibliografia se sugiere moler las muestras a tamafo
de particulas inferior a 3mm para una prediccion razonable de la digestibilidad in vivo
especialmente en el caso de muestras de baja digestibilidad inicial y de textura gruesa. El

desengrasado se realiz6 como se menciond anteriormente.

Anélisis proximal de las materias primas. La composicion proximal de las materias
primas vegetales evaluadas se determind segun el método AOAC (1995). La humedad se
determind evaporando la muestra a 65°C durante 12 h. El contenido de proteina se
determiné mediante la medicion de nitrégeno (N x 6,25) por el método de Kjeldhal, el
contenido de cenizas se determind después de la combustion a 550° C durante 6 h. El
contenido de grasa se determind por extraccion con éter utilizando el método de Soxhlet.
El extracto no nitrogenado (ELN) se determino por diferencia.
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Soluciones utilizadas.

Solucién de hidréxido de sodio (NaOH). Su funcién es la de neutralizar los acidos grasos
liberados en la reaccion de hidrélisis, manteniendo constante el pH del medio durante la

misma, asi como también fijar el pH de la emulsién antes de la adicidn de la enzima.

Solucion buffer fosfato (pH 7,0, 50 mM). Con enzimas pancreéaticas se prefiere usar un
tampon de fosfato ajustado a pH cercano a la neutralidad. Se utilizé para preparar la
solucidn de lipasa pancreatica y para ajustar el volumen requerido para cada ensayo.

Solucidn de sales. Las soluciones de NaCl (2,86 M) y CaCl, (0,378 M) fueron preparadas

disolviendo cierta cantidad de polvo en agua doblemente destilada.

Determinacion del grado de hidrdlisis por pH-Stat. En el modelo de digestién in
vitro se utilizé una modificacion de la metodologia descrita por Li et al., (2011).

La composicién de la solucién de reaccion (17 ml) a menos que se indique lo
contrario fue de: bilis bovina (Sigma) 25 mg/ ml, NaCl 250 mM, CaCl; 5,6 mM, goma
arabiga 0,08% (p / v), TB (Sigma) 15 mg / ml en tampon fosfato (pH 7, 50 mM).

Para llevar a cabo la medida de la actividad enzimética mediante la técnica del pH-
Stat se utiliz6 el titulador automatico (Metrohm, EE.UU. Inc.), este equipo permite
trabajar en dos modos diferentes:
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e Ajuste de pH: se trata de una titulacién a punto final, es decir, se afiade el agente
titulante hasta alcanzar el pH final deseado (7,0).

e Modo Stat: permite mantener el pH del medio en un valor constante especificado, es

el que se utiliza durante la reaccion de la hidrdlisis.

Para conseguir que los resultados sean validos, hay que asegurarse que la
dosificacién sea continua y que la velocidad de adicién del agente titulante sea la
adecuada lo que depende de la concentracion del mismo.

Preparacion de la emulsion. Para obtener las emulsiones se utilizd dispersion mecénica.

El procedimiento utilizado constd de las siguientes etapas:

a) En un vaso de vidrio de 100 mL, se dosificaron las cantidades de cada uno de los

componentes que se especificaron anteriormente.

b) Se agit6 a alta velocidad durante 10 min, manteniendo el recipiente que contenia la

solucion de reaccion en bafio termostatizado para mantener la temperatura en 37°C.

Ensayo de actividad. Para la determinacién de la actividad lipasica se sigui6 la

metodologia que se describe a continuacién:
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a) Los 20 ml de solucién (emulsién) se colocaron en el reactor (vaso de vidrio), y este a
su vez en un bafio a 37°C. Se mantuvo con agitacion constante sin introducir burbujas

de aire para evitar sobreestimaciones a causa de la introduccion de CO2 atmosférico a

la reaccion.

b) Se esperd el tiempo necesario para alcanzar la temperatura fijada para el experimento,

que fue siempre de 37° C.

c) Luego se procedi6 a ajustar el pH de la reaccion a 7,0, agregando NaOH o soluciones
de HCI con la concentracion adecuada segun los requerimientos del ensayo.

Para llevar a cabo la reaccién enzimética se utilizd el modo pH-Stat y se inici6 la
reaccion agregando después de 20 s 3,0 ml de solucidn enzimatica recién preparada (90
mg de LP de cerdo, dispersa en buffer fosfato pH 7.0, 50 mM). El pH del medio se

mantuvo constante gracias a la adicion continua de NaOH.

d) EIl volumen del agente titulante se registrd durante 30 min.

Todos los experimentos se realizaron al menos dos veces en muestras recién preparadas.

Los resultados fueron posteriormente reportados como promedios * desviacion estandar.

Calculo de la actividad enzimética. A partir de la curva de titulacion obtenida es posible
calcular la actividad enzimatica desde el valor de la pendiente inicial de la curva volumen

de base/tiempo, durante los primeros 200 s de reaccion, aproximadamente. Se define una
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unidad lipasa (LU) como la cantidad de enzima capaz de liberar un umol de acidos grasos

por minuto bajo las condiciones descritas.

La actividad se calculd por medio de la ecuacion:

V-M,,, -1000
m

A

enzima

Donde:

e Aes laactividad enzimatica en unidades de lipasa por gramo de enzima (U/g)
e Mnaon €S la concentracién de la base (M)

® Menzima COrresponde a la masa (g) de la PL en la solucién de reaccion.

El porcentaje de tributirina hidrolizada se calculd usando

VNaOH,SOmin ‘M NaOH

" (3-m,, /302,37)-1000

Donde:

®  VnNaoH, 30 min €S el volumen de base afiadido hasta 30 min.
e My es la masa (g) de TB en la solucion de reaccién.

e 302,37 corresponde al peso molecular del sustrato (TB).

3.2.8 Determinacién del tamafio de gota de las emulsiones. En este trabajo no se considerd
evaluar en detalle el tamafio de las gotas de cada emulsion, solo se procedi6 a verificar el

efecto de la hidrolisis en ellas (Figura 8).
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Figura 8. Vision 100x de gotas de TB en emulsion antes y después de la digestion en el

ensayo control.

3.2.9 Determinacion de la capacidad emulsificante (CE). La capacidad emulsificante se
define como el volumen de aceite (mL) que puede ser emulsificado por cada gramo de proteina,
antes de que se produzca la inversion de fases. Para efectuar este ensayo se prepararon soluciones
(50 mL) con una concentracion de 2,5 (mg/mL) del material vegetal en buffer fosfato pH 7,0, 50
mM, mezclando a méxima velocidad. Se agregé aceite de maravilla a ritmo constante hasta que
se produjo la inversion de la fase, la cual se detectd por el incremento de la resistencia eléctrica o
disminucion de la conductividad.

3.3.0 Determinacién del indice de actividad emulsionante (IAE) e indice de estabilidad de
las emulsiones (IEE). Los IAE e IEE de los materiales vegetales fueron determinados segun lo
descrito por Pearce y Kincella (1978). Se prepararon emulsiones mediante sonicacion, donde 5 g
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de una solucion de proteina 0,5 (p/p) y 5 g de aceite de maravilla se sometieron durante 10 min a

la aplicacion de ultrasonido para su homogenizacion.

Inmediatamente después de terminado el proceso de homogenizacidn, se tomaron 50 pl de
la fase donde se encontraba la emulsion, los que se diluyeron en 7,5 ml de buffer BA (0,1% p/v
de SDS, buffer fosfato pH 7,0, 50 Mm). Se procedi6 a agitar en vortex durante 10 s y se midio la

absorbancia en cubeta de vidrio a 500 nm.

Se repitié el mismo proceso después de 20 min de almacenamiento estatico de la emulsion

a temperatura ambiente.

Los valores de EAIl y IEE se calcularon utilizando las siguientes ecuaciones:

) .
EAI(m J: 2x2,303xdil xA,

? cx d®x0x10.000

ESI(min) =ﬁxAt
0o~ M2

Donde:

e Ao Corresponde a la absorbancia en el tiempo 0
e N es el factor de dilucion

e C laconcentracion de proteina

e @ representa el volumen del aceite

e AA Es el cambio de absorbancia a los 20 min
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e t corresponde al tiempo

3.3.1. Andlisis estadistico de los resultados. Para establecer el efecto del procesamiento y la
concentracion de las materias primas en la actividad de la enzima, se realizé analisis de varianza,
para determinar que factor era significativo (p<0,005) en la respuesta, debido a la dispersién de
algunos resultados a continuacion se realizd un test de promedios de Duncan para determinar si
existia diferencia significativa entre los resultados obtenidos. Los resultados son expresados

como el valor promedio * la desviacion estandar (DE) de por lo menos dos experimentos.

La hipotesis inicial fue: “Ni la concentracion, ni el procesamiento de la materia

prima utilizada influye en la actividad de la lipasa durante la digestion de lipidos”.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1  Estandarizacion de la metodologia in vitro para evaluar la digestibilidad de lipidos.
En esta etapa se determinaron los efectos de las concentraciones de bilis bovina, aceites
vegetales, tributirina, CaCl,, NaCl, goma arabiga en la actividad de la LP (A) y el porcentaje de
AGL (P) en 30 min de reaccion.

El efecto de la concentracion de LP en la digestion de lipidos no se examind en este trabajo,
los experimentos se realizaron basandose en las condiciones del ensayo reportadas por
Liet al., (2011). Se sabe que la velocidad de la digestion de los lipidos aumentaria al incrementar
la concentracion de lipasa, ya que habria més enzima presente en el sistema para catalizar la
conversion de los TG en AGL (Reis et al., 2010). A bajas concentraciones de lipasa, ésta no seria
capaz de desplazar las SB desde la interfase aceite/agua, por lo que la enzima no podria entrar en
contacto con su sustrato dentro de las gotas de aceite. En base a este conocimiento, se decidié no

evaluar el efecto de la concentracion de enzima, dejdndolo como trabajo futuro.

El efecto de la concentracién de bilis bovina y del sustrato (tributirina, TB) se muestra en las
Tablas 1y 2, respectivamente.
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Tabla 1. Efecto de la concentracion de la bilis bovina en la actividad de la LP (A) y el porcentaje

de AGL liberados (P) en 30 min de reaccién.

Bilis A P
(mg/mL) (U/g) (%)
13,9 136 29,3
16,0 141 31,9
18,0 167 33,5

El porcentaje de AGL liberados aumento linealmente con el aumento en la concentracion
de bilis. Por otra parte, la actividad de la LP solo presentdé un alza considerable cuando la
concentracion de bilis aument6 desde 16,0 mg/mL a 18,0 mg/mL (15%). Los resultados muestran
que la concentracidn de bilis tiene un efecto positivo en la digestion de los lipidos.

Una de las razones de la capacidad de la bilis para facilitar la digestion de lipidos son las
siguientes. En primer lugar, es posible que la bilis desplace atodos o algunos de los lipidos
emulsionados de las superficies de las gotas y formé una capa interfacial que promueva adsorcion
de la LP. Sin embargo, la supresion de la digestion de lipidos por las SB esta bien definida en la
literatura, lo que se explica por la capacidad de éstas para desplazar a la lipasa de la interfase
aceite/agua, es decir existiria una competencia evitando que la enzima entre en contacto directo

con el sustrato (Bauer et al., 2005).
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Por otro lado, se sabe que la funcion principal de la bilis es la de emulsionar los lipidos,
permitiendo el aumento de la superficie de contacto disponible para la enzima. Esta funcion
explicaria el efecto positivo de la bilis en la digestion de los lipidos, reportada en el presente
trabajo. En base a los resultados obtenidos se decidié utilizar la concentracion de bilis 16,0
(mg/mL) ya que no existe un aumento considerable de la actividad de la LP al seguir aumentando
la concentracién de bilis, todo esto, considerando la cantidad de ensayos a realizar y el costo de

ésta.

Los resultados obtenidos en la evaluacion del efecto de la concentracion de TB sobre la
actividad de la LP y el porcentaje de AGL liberados se muestran en la Tabla 2. Los ensayos se

realizaron en presencia y ausencia de bilis.

Tabla 2. Efecto de la concentracion de tributirina (TB) en la actividad de la LP (A) y el
porcentaje de AGL liberados (P) en 30 min de reaccion.

[TB] A P
(mol/mL) (U/g) (%)

con hilis 8,1 420+97 57,948,8
16,3 516443 60,5+5,6
32,7 823125 62,3+3,2
40,7 1828+102 67,7+6,7

sin bilis 8,2 422443 48,5+9,9
16,5 406+46 47,3+3,4

40,9 917452 65,1+4,5
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La actividad de la LP aument6 en forma importante cuando se elevd la concentracion de
TB; el mayor incremento en la actividad se obtuvo al elevar la concentracion de TB desde 32,7
hasta 41 mol/mL, efecto que también fue observado en el porcentaje de AGL liberados. Ademas,
se obtuvo un incremento notable de los valores de A y P, en presencia de bilis, resultando casi
un100% mas en comparacion con la misma concentracion de TB, pero, sin las sales biliares. Esta

diferencia no fue observada con las concentraciones menores ensayadas.

Estos resultados no concuerdan con lo sefialado por Li et al., (2011), quienes muestran
que la velocidad y el grado de la digestién de lipidos disminuye notablemente al usar una mayor
cantidad de lipidos. Esto se puede deber a que estos autores examinaron la influencia de distintas
cantidades de aceite de maiz, cuya composicion incluye acidos grasos de cadena larga. En el
presente caso se utilizd TB constituido por acido graso de cadena corta. Ademas, se esperaria
observar un incremento en la velocidad de hidrdlisis al aumentar la concentracién del sustrato
siempre que este efecto esté acompafiado de un incremento proporcional en el area de superficie
lipido/agua para la adsorcion de la enzima. La presencia de bilis conduce a una mayor cantidad
AGL, pero no es absolutamente necesaria para la actividad de la LP en la mayoria de los

sistemas.
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Tabla 3. Efecto de la concentracién de la goma arabiga (GA) en la actividad de la LP (A) y el

porcentaje de AGL liberados (P) en 30 min de reaccion.

GA A P
(% p/v) (U/g) (%)
0,03 183 33,0
0,06 296 41,5
0,12 150 34,5

Los resultados en la Tabla 3 muestran que la adicion de la goma arébiga incrementa la
actividad de la enzima al aumentar desde 0,03 hasta 0,06% p/v esto se deberia a que en
emulsiones aceite/agua, generalmente, la adicion de polimeros hidrosoluble provoca un aumento
de la viscosidad de la fase continua y por lo tanto disminuye la movilidad de las gotas,
disminuyendo asi, la probabilidad de que dos gotas de encuentren y se agreguen, permitiendo que

la enzima no tenga impedimentos para actuar.

Las propiedades de la goma arabiga le permiten absorberse en la interfase aceite/agua
formando una pelicula viscoelastica, donde los lipidos se ligan a la estructura a través de la
formacién de uniones por medio de las gotitas de aceite y las cadenas de la goma (Matsumara et
al., 2000).
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La capa adsorbida del emulsionante contribuye a reducir la energia interfacial por unidad
de éarea, ytambién ayuda a generar las fuerzas de repulsion entre las gotas para prevenir
encuentro cercano. Si la concentracion de polimero es muy pequefia, el efecto es inverso debido
a la floculacion por deplecion. Ademas, con la concentracién optimizada deberia existir un menor
didmetro medio de las gotas de aceite en la emulsion lo que se traduce en una mayor area

interfacial especifica, lo que explicaria el aumento en la velocidad de la reaccidn.

La reproducibilidad de los resultados se ve incrementada, disminuyendo
considerablemente el coeficiente de variacion. La incorporacion de esta goma permite obtener

emulsiones con las cuales se obtiene una reproducibilidad aceptable.

Se evaluo el efecto del aceite en la actividad de la LP bajo las condiciones de digestion
simulada. Los resultados se presentan en la Tabla 4.
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Tabla 4. Efecto del aceite en la actividad de la LP (A) y el porcentaje de AGL liberados (P) en 30

min de reaccion.

Concentracion A P
Aceite (umol/mL) (U/g) (%)

4.8 261 42,5
Maravilla 7,3 154 32,0

9,7 212 27,2
Oliva 11,0 255 29,3
Soya 10,2 214 35,2
Raps 9,9 354 33,7
Maravilla 9,7 212 27,2

Aryee et al. (2007) reportaron que existe un efecto de la longitud de cadena de los &cidos
grasos componentes de una fuente lipidica, sobre la actividad especifica de la enzima.

Los cuatro tipos de aceite evaluados presentan en su composicion lipidica acidos grasos
de cadena relativamente larga (entre 18 y 20 carbonos). La mayor actividad de la LP se obtuvo al
usar aceite de raps, segun bibliografia consultada el aceite de raps posee un 80,3% de acidos
grasos con 18 atomos de carbono, un porcentaje mayor a los demas aceites ensayados. Sin
embargo, con todos ellos se obtuvo una actividad de LP mucho menor que la obtenida con TB y

una menor liberacién de AG.
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La TB utilizada finalmente como sustrato en la digestién de lipidos es un acido graso de
cadena corta y presenta mejores resultados tanto en la actividad enzimatica, como en el
porcentaje de AGL liberados en comparacion con los demés aceites ensayados. Este efecto se
puede atribuir al hecho de que al ser de cadena corta los AGL producidos durante la digestion
presentan una mayor dispersion en un medio acuoso que los productos de la digestion de &cidos
grasos derivados de aceites vegetales de cadena mas larga (Porter et al., 2007). Los &cidos grasos
de cadena media producidos durante la digestion de los TG son capaces de migrar rdpidamente a
la fase acuosa circundante y por lo tanto, no inhiben la adsorcion de la lipasa. Por otro lado, los
acidos grasos de cadena larga producidos por el aceite vegetal tienden a acumularse en la
interfase agua-aceite e inhibir la actividad lipasa hasta que son solubilizados en micelas o
precipitadas por los iones de calcio.

Los resultados obtenidos en la evaluacion del efecto de las sales (CaCl, y NaCl) se
muestran en la Tablas 5 y 6, respectivamente.

Tabla 5. Efecto del CaCl; en la actividad de la LP (A) y el porcentaje de AGL liberados (P) en

30 min de reaccion.

A P
CaCl(mM)  (Ulg) (%)
42 253 37,9
8,1 153 31,6

11,4 155 31,8
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Desde los resultados mostrados en la Tabla 5 se desprende que un incremento de la
concentracion de CaCl, desde 4,2 a 8,1 mg/mL reduce en casi un 40% la actividad de la enzima,
y en un 17% el porcentaje de AG liberados. Esto concuerda con el rango reportado en literatura

en condiciones de alimentacion normal que es de 5 mM. (Zangenberg et al., 2001).

El Ca," tiene un gran impacto en el proceso de digestion in vitro de lipidos (Armand et al.,
1992; Hu et al., 2010). Los iones de calcio aumentarian la velocidad de digestion de lipidos por la
union y la precipitacion de AGL que se acumulan en la interfase aceite/agua y que de otra forma
restringen el acceso de la lipasa a la interfase. Ademas, el calcio puede ejercer efectos en la
inestabilidad de las emulsiones a través del aumento de tamafio de las gotas de lipido y su
posterior floculacién, lo que también restringe el acceso de la lipasa hacia el sustrato. Este
fendmeno se comprob6 mediante la visualizacion microscépica de las gotas lipidica (Figura 9), se
puede observar que al utilizar mayores concentraciones de CaCl,, el tamafio y agregacion de
éstas se ve incrementado , lo que podria disminuir la digestion lipidica.

Figura 9. Vision 100x de gotas de tributirina en emulsién con concentraciones de 2,48 mM,
8,12 mM y 13,25 mM de CaCl, respectivamente.
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Es posible que el CaCl, forme un complejo insoluble con las SB anidnicas (Zangenberg,
et al., 2001), que se distribuiria alrededor de las gotas de lipido restringiendo el acceso de la

lipasa a los TG.

En la Tabla 5 podemos observar que con una menor concentracion (4,2 Mm) de CacCl, se
obtienen los mejores resultados en cuanto a la actividad enziméatica y por ende un mayor

porcentaje de liberacion de AGL.

Tabla 6. Efecto del NaCl en la actividad de la LP (A) y el porcentaje de AGL liberados (P) en 30

min de reaccion.

NaCl A P
(mM) (U/g) (%)
62,4 123 29,3
122,8 154 32,0
176,6 287 38,2
237,4 290 40,4
290,2 290 41,5

El conocimiento del papel de cloruro de sodioen la digestion de lipidos puede ser
atil para el disefio de alimentos funcionales que son méas saludables. Un nimero de estudios han
encontrado un aumento en las enfermedades humanas tales como la hipertensiony las

enfermedades cardiovasculares asociadas con un aumento del consumo de sodio o sal. El
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consumo demas de 6gNaCl/ dia / personase asocia conun aumentode la presion

arterial (Ruusunen y Puolanne, 2005).

Los resultados en la Tabla 6 muestran que con la concentracion de 237,4 mM de NaCl se
obtuvieron los mejores resultados tanto para la actividad de la enzima como para el porcentaje de
AG liberados. Los resultados muestran que existiria una concentracién optima, llegando a un
punto de saturacion en la reaccién, ya que al momento de seguir aumentado la cantidad de NaCl
no se reportan alzas en la actividad enzimatica, ni en el grado de hidrolisis. Estos resultados
coinciden con los reportados por (Hur et al., 2010) donde la adicién de NaCl a los lipidos
emulsionados induciria una mayor produccion de AGL.

4.2 Efecto de las materias primas vegetales en la digestion de lipidos

4.2.1 Composicion proximal de las muestras evaluadas. La Tabla 8, muestra la composicién

proximal de las materias primas cuyo efecto en la digestibilidad de lipidos fue evaluada.
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Tabla 8. Composicidén proximal de las materias primas cuyo efecto en la actividad de la lipasa

pancreatica fue evaluada.

MUESTRA HUMEDAD% | LIPIDOS% | CENIZAS% PROTEINAS% FIBRA% | ENN%
LED 0,43 1,22 4,15 47,87 2,77 43,56
LD 4,85 2,86 3,82 45,90 1,64 40,94
LiED 4,69 1,79 5,54 30,99 10,32 46,68
LiD 7,78 10,38 5,45 27,91 11,00 37,48
SED 2,91 0,87 5,98 40,31 7,07 42,86
SD 7,01 6,96 5,66 37,44 8,91 34,02

Al momento de evaluar el efecto de la adicion de materias primas vegetales al modelo in

vitro de digestion de lipidos, debemos conocer las caracteristicas y componentes de éstas.

El contenido proteico en las harinas extruidas y no extruidas fue de 27% (linaza
desengrasada, LiD) y 47% (lupino extruido desengrasado, LED). La linaza contiene altos
porcentajes de fibra (10,3 a 11,0%), seguido de la harina de soya (7,1-8-9,0%). A pesar de que
las materias primas vegetales fueron sometidas a extraccion soxhlet, para eliminar los lipidos, el

contenido de éstos en el LiD (10,4%) y soja desengrasada (SD, 7,0%) fue relativamente alta.
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El material extruido y luego desengrasado contiene los porcentajes mas bajos de lipidos.
Esto se explica porque el tratamiento térmico y el esfuerzo cortante en la boquilla del extrusor
afectan a la estructura de la matriz sélida lo que favorece la extraccion de lipidos.

A continuacion se presentan los resultados obtenidos de la hidrolisis de TB en presencia
de las materias primas mencionadas anteriormente y el efecto de la concentracion y su
procesamiento. La actividad de LP y los porcentajes de AGL hidrolizados fueron evaluados por

30 min. En estos experimentos la concentracion de TB fue de 40,7 pmol /ml.

En los gréaficos de la Figura 7 (a) y (b) se muestra la actividad lipasica y el porcentaje de AGL
liberados respectivamente, después de 30 min de digestion, en presencia de LED y LD en

distintas concentraciones.
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Figura 10. (a) Actividad lipasica y (b) porcentaje de AGL liberados, después de 30 min de
digestion, en presencia de las distintas muestras y concentraciones de lupino (LED y LD). La

linea punteada corresponde a los valores obtenidos en el ensayo control (sin la harina).

Para determinar la caracteristica de potenciador o inhibidor de las muestras evaluadas los
valores obtenidos se compararon con el promedio de los ensayos control (sin muestra) cuyo valor
fue de (1701,3 U/g) para la actividad de LP y 65,0% para el porcentaje de AGL liberado.
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El LED tuvo un efecto negativo sobre la actividad de LP en las concentraciones de 2,3
y4,5mg / mL con una reduccion de un 27,2 y 10,6% respectivamente. Sin embargo, para la
mayor concentracion de lupino utilizada (6,8 mg / mL) la actividad enzimatica aument6 un 21%
aproximadamente, superando el ensayo control. Por lo tanto a este nivel de LED actuaria como

un potenciador de la actividad de la LP.

En cuanto al LD, éste tuvo siempre un efecto negativo en la actividad de la LP, llegando a un
42% con 6,8 mg / mL. Se puede incidir que el lupino al ser extruido e incorporando una alta
concentracién se comportaria como un potenciador de la actividad de la LP en la digestion
lipidica.

En los ensayos anteriores, la reduccion del porcentaje de AG liberados se encontrd entre un
1,5-6%. Se observd que los valores no variaban significativamente con las distintas

concentraciones ni con el procesamiento del lupino.

La variable concentracion de harina de lupino, result6 tener un efecto significativo sobre la
actividad de la enzima lipasa pancreética. La concentracion 6,8 mg / mL, de LED, fue la que

presentd un mayor efecto comparada con las demas muestras.

Por otro lado, entre grupos la concentracion de material vegetal no tiene incidencia en el

porcentaje de hidrolisis, presentando un F experimental menor con el valor critico para F.
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Se procedid a realizar un ANOVA de dos factores con varias muestras por grupo, en esta
oportunidad, tanto la concentracion como el procesamiento del lupino tienen un efecto
significativo (p<0,05) sobre la actividad de la LP.

El lupino presenta una ventaja econdmica, sobre la utilizacion de otras harinas vegetales
como la soya, la cual lo convierte en una fuente alternativa de reemplazo bastante atractiva. La
proteina del lupino presenta a menudo una digestibilidad superior al de otras fuentes de proteinas
vegetales y animales.
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Figura 11. (a) Actividad lipasica y (b) porcentaje de AGL liberados, después de 30 min de
digestion, en presencia de las distintas muestras y concentraciones de linaza (LIED y LiD).
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Con el anélisis de varianza de un factor (concentracién) entre grupos, el F experimental
obtenido tanto para A, como para P, fue mayor que el F critico (p<0,05), por lo tanto existe
diferencia significativa en la actividad de la LP (A) y el porcentaje de AGL (P) entre las muestras
evaluadas al utilizar distintas concentraciones de linaza, es decir, el factor concentracion influye

en estos dos valores.

Al realizar un ANOVA de dos factores con varias muestras por grupo, los resultados de la
modificacion de la actividad de LP por la influencia de los factores concentracion y
procesamiento térmico del material vegetal resultaron significativos con valores F experimentales

superiores al F tabla, (p<0,05).

El coeficiente de determinacion indicé que la velocidad de la hidrélisis de TB, estaria
influenciada en un 60% por la concentracién utilizada y un 33% por el tratamiento térmico. Al

evaluar el porcentaje de conversion, la concentracion no influye, pero si, el tratamiento térmico.

En la digestion de lipidos en presencia de LIED se observé una clara disminucion de la
actividad enzimatica para todos las concentraciones probadas, los resultados fueron: 47,8; 34,3 y
27,2% de reduccion con concentraciones de 2,3; 4,5y6,1 mg /mL, respectivamente, en
comparacién con la actividad obtenida en el ensayo control (1701,3 U/qg).

El menor porcentaje de AG liberados fue de 56,6% para la menor concentracion utilizada, en
comparacion con el control que presentd un 64,4%; en los demas ensayos la reduccion de

porcentaje de AG liberados se encontré entre un 9-12%.
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En la digestion de lipidos en presencia de LiD, los porcentajes de inhibicion de la actividad de
la LP tuvieron una disminucion comparados con los percibidos con LIiED, logrando un 36,5% de
reduccion para 2,3 mg/ml, al incrementar este valor a 4,5 mg/ml se obtuvo aproximadamente un
21% de inhibicion, mientras que con la mayor concentracion solo se llegd a un 2% de
disminucién en A, la mayor concentracion de LiD (6,8 mg/ml) presenta el mayor efectoen Ay P

con respecto a las demas muestras.

LIiED se convertiria entonces en un inhibidor de la actividad enzimatica en la digestién de los
lipidos bordeando un 48% de inhibicion, en comparacion al control, superando en un 13,5% al
LD.

Algunos compuestos caracteristicos de las materias primas identificadas como inhibidoras de
la lipasa son las conglutinas, isoflavonas (genisteina) y alcaloide (quinolizidina) en el lupino, y
lignanos (secoisolariciresinol) en la linaza (Campos-Vega et al., 2010). Es posible que estos
compuestos sean los responsables de la disminucion de la actividad de LP, ya que existen
estudios en curso que indicarian que estas sustancias reducen los niveles de colesterol total y
colesterol LDL en el plasma sanguineo (Duncan et al., 2003).

A diferencia de lo ocurrido con LIED los porcentajes de conversion fueron bastante similares,
solamente se diferencid el efecto de la mayor concentracion con un aumento de este valor en un
1,09%. Esto se debe a que en los porcentajes solo influye el tratamiento del material, no la

concentracion.
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Figura 12. (a) Actividad lipasica y (b) porcentaje de AGL liberados, después de 30 min de

digestion, en presencia de las distintas muestras y concentraciones de soya (SED y SD).

Los graficos en la Figura 12 comparan la actividad de LP y los porcentajes de AG liberados

en las soluciones de reaccion que contenialas diferentes muestras de soyaa diferentes

concentraciones.

Los resultados mostraron distintos efectos en funcidn de la concentracién y procesamiento de

la materia prima; a la menor concentracion 2,3 mg / ml de SED se observé una reduccion en la
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actividad PL (16,3%), sin embrago, con la mayor concentracion (6,8 mg / ml) el efecto fue
positivo presentando un incremento de un 17,6% en la actividad de la LP en comparacién con la
actividad obtenida en el ensayo control (1701,3 U/g). Para la concentracion de 4,5 mg / ml, tanto
para SD, como para SED, el valor de A no presenta diferencias significativas (p>0,05).

En cuanto a los porcentajes de liberacion de AG, se obtuvieron valores similares, levemente
menores (0,61-0,77% de reduccidn), sin ser significativamente diferentes a lo obtenido en el
ensayo control (65%), ni tampoco entre si (p>0,05).

Para SD la concentracion menor (2,3 mg / ml) alcanz6 un 30,3% de diminucién en la
actividad de la LP, la concentracion intermedia un 9,01% consiguiendo inhibir la actividad
lipasica, por el contrario de la concentracion 6,8 mg / mL la cual tuvo un efecto potenciador con

un aumento del 5,7%.

Se puede observar que el procesamiento de la soya presentd un efecto sobre la actividad de la
LP; un dato interesante fue que en los dos casos, la mayor concentracién provoco un aumento en

la actividad enzimatica, lograndose hasta un 17,6% mas comparado con el ensayo control.

Los porcentajes de AG liberados fueron todos menores y diferentes entre si, con reducciones
entre 5,07-13,07% en relacion al ensayo control.
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Analisis de varianza de un factor, entre los grupos evaluados el factor concentracion, presentd
como resultado un F experimental mayor al F de tabla, entonces este factor es significativo para
la respuesta (actividad enzimatica). Los valores de A, en SD y SED con la concentracién 4,5 mg
/ ml, mostraron ser significativamente superiores en comparacion con las demas muestras. La

variable concentracion también tiene un efecto significativo en la conversion de TGs.

De acuerdo a los resultados entregados por el ANOVA de dos factores con varias muestras
por grupo (dentro del grupo), las dos variables evaluadas (concentracién y procesamiento
térmico) son significativas. Es decir, la actividad enzimética depende tanto de la concentracion,
como del procesamiento del material vegetal. Lo mismo ocurre en el caso de la respuesta DE
porcentaje de AGL.

La soya sin extruir (SD) en bajas concentraciones serviria como un inhibidor de la actividad
de lipasa pancreética logrando un 30% de disminucidn, sin superar a la linaza que con la mayor

concentracion probada alcanz6 una inhibicion de casi un 48%.
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Figura 13. Porcentaje de inhibicion de actividad LP, en presencia de las distintas harinas
vegetales evaluadas (2,5 mg/mL).

En la Figura 13 se compara el grado de inhibicion de las distintas muestras utilizadas en este
trabajo. Estos efectos se pueden atribuyen a la capacidad de las proteinas para actuar como
tensioactivos que tienen la capacidad total o parcial de desplazar las moléculas de la lipasa de la

interfase aceite-agua, reduciendo asi, el contacto directo entre el sustrato y la enzima.

Ademaés diversos componentes de las fuentes de proteina vegetal, especificamente la fraccion
proteica, sufren cambios en su estructura durante el tratamiento térmico (desnaturalizacion),
aplicados para eliminar FAN, estos cambios alteran las propiedades de retencion de agua, aceite,
impactan la actividad y estabilidad de la emulsion que a su vez podria afectar a la digestion de los
lipidos.
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El tratamiento térmico modifica la estructura terciaria de proteinas, exponiendo a los
segmentos hidrofébicos que se atraen a la interfase aceite/agua. Por otro lado, una mayor
actividad emulsificante reduciria el tamafio de las gotas de lipido, y aumentaria la superficie a la

que se absorbe la enzima.

La composicion, estructura y propiedades de la interfase que rodea las gotas de lipidos en el
intestino delgado es muy complejo, por ende es complicado sacar conclusiones sobre lo que

realmente sucede en las emulsiones evaluadas.

Tabla 6. Efecto de la concentracion y extrusion de las tres materias primas evaluadas en la

capacidad de emulsion (CE).

CE
Fraccion (g aceite/g sélido)
LD 646,6+28
LED 712,8+20
LID 916,0+44
LIED 832,2+23
SD 943,9+17

SED 929,4+50
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La capacidad de emulsificante (CE) se define como la cantidad de aceite que se puede
emulsionar con una cantidad estdndar de proteinas bajo condiciones especificas (Pearce
y Kinsella, 1978). En el presente trabajo se procedio a evaluar el efecto del procesamiento del
material vegetal (extrusién) en los valores de CE.

Segun el andlisis estadistico el factor muestra evaluada (lupino, linaza, soya) present6 un F
experimental mayor que el F tabla, por ende, existe significancia en la CE, dependiendo de la

muestra experimentada.

Para la variable procesamiento térmico del material vegetal, no existe diferencias

estadisticamente significativas, (p>0,05), en la respuesta.

Los valores de CE para todas las muestras fueron similares en magnitud, independientemente
del procesamiento de la materia prima, segun el analisis de varianza no existirian diferencias
significativas entre ellas, con un p>0,05. Para LD (646,628 g aceite / g solido) resultaron ser
menores que la CE para LED (712,8+20 g aceite / g solido) en un 10,2%. En cambio en el caso
de la linaza la extrusion provoco una disminucion de un 9,1% en CE. Para SD y SED (943,9+17
g aceite/g solido y 929,44+50 g aceite/g sélido) la extrusion afecto negativamente CE con una

disminucion de un 1,5%.

Como los resultados obtenidos no presentaron un efecto significativo en CE, la capacidad de

las proteinas presentes en las muestras para migrar a la interfase aceite/agua, es similar.
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Lo que podemos concluir es que la adicion de linaza probablemente tenia una mayor facilidad
para migrar a la interfase aceite/agua, que las demas muestras, ocasionando un amento de su CE,
lo que coincide con los resultados analizados previamente, donde la linaza presenta el mayor

grado de inhibicion de la actividad de la PL.

Los valores de CE no son concluyentes, ya que no presentan una tendencia clara, a simple
vista se podria decir que el tratamiento térmico de las materias primas tiene un efecto negativo en
la capacidad para formar la emulsion, pero en el caso del lupino, se observa un aumento de CE al
extruir el material. Sin embargo los analisis estadisticos nos corroboran que el aporte del material

vegetal extruido no es significativo para CE.



61

Tabla 7. Efecto de la concentracién y extrusion en el indice de la actividad emulsificante (1AE),

e indice de estabilidad de las emulsiones (IEE) de lupino, linaza, y soya.

Lupino Linaza Soya

C IAE IEE IAE IEE IAE IEE
(mg/mL) (m#Qg) (min) (m3g) (min) (m3g) (min)

2,5 3,4+0,6° 29,9#33 3,8#00  87,8#26  6,8+0,0  102,4+4,3
5,0 2,3¢0,1° 29,2402 2,5#00  77,3¥00 4,000  30,6+0,0
6,8 1,840,0°  66,8+3,1° 1,7+0,0  114,5+1,8° 2,8#00  176,3+27,5
2,5 3,4+0,1*  73,1+134° 2,3%0,0  144,5#21,6° 3,1#00  37,3+0,5
5,0 2,74¢0,1°  73,4%¥11,6° 2,0+0,0 77,101  1,6x0,0  48,3%¥23
6,8 2,0£0,0° 96,1#1,3* 1,3+0,0  1154%9,4° 12+0,0 87457

*Valores promedio y desviacion estandar.

Las emulsiones son termodindmicamente inestables, ya que la energia asociada a la

interfaz de la gotaes proporcional ala superficie total, que se reduce al minimo cuando el

aceite y el agua se han separado en distintas capas.

El indice de actividad emulsificante (IAE) es una medida de la disposicion de la

zona interfacial que se puede estabilizar por

unidad de cantidad de proteinas y es

estimada a partir de la turbidez de una emulsién diluida (Pearce y Kinsella, 1978). Por otra parte,
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el indice de estabilidad de la emulsion (IEE) proporciona una medida de la estabilidad de la

misma emulsion diluida a lo largo de un periodo de tiempo definido.

Como se observa en la Tabla 7, en las emulsiones preparadas con lupino se observo una
disminucion en los IAE para ambos casos, (extruido y no extruido) al aumentar la concentracion,
mientras que las diferencias entre los tratamiento no fueron significativas. En las muestras de

lupino con tratamiento térmico se observa un aumento de hasta un 150% en los IEE.

En el caso de la linaza, es complicado definir un efecto, ya que los resultados no presentan
una tendencia; a grandes rasgos se puede incidir que existe un impacto negativo en IAE al
incorporar linaza extruida. En cuanto a los valores de IEE solo podemos concluir que a la mayor
concentracion del material en ambos casos (extruido y no extruido) se obtiene la mayor
estabilidad alrededor de 115+5,6 min.

Para soya, al igual que en el caso de la linaza, se muestra una disminucion en los valores
de IEA al incrementar la cantidad de material en la emulsidn, asi como también, en las muestras

extruidas, alcanzando incluso un 60% de reduccidn, representando diferencias significativas.

Los IEE también disminuyeron al aumentar la concentracién de SED en la emulsion,

logrando un 95% menos en comparacion con la concentracién 6,8 mg/ml de SD.
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Se podria concluir que los valores de IAE se vieron negativamente afectados con el
aumento de la concentracion del material vegetal, siendo la soya la que presenta los mejores
resultados (6,8+0,0 m?/g) para la menor concentracion utilizada (2,5 mg/ml) en comparacion al
efecto del resto de las materias primas experimentadas. Es decir que la soya desgrasada tiene una

mayor capacidad para permanecer en la interfase aceite/agua tras la formacion de la emulsion.

Asi mismo para el indice de estabilidad de la emulsion (IEE), donde SD obtuvo
176,3£27,5 min. Con una concentracion de 6,8 mg/ml.

Todas las muestras sin extruir presentaron los mayores valores de IEE con la mayor
concentracion probada; esto se puede deber a que segun algunos reportes la extrusion de los

alimentos proporciona efectos en la solubilidad y digestibilidad.

Mientras la concentracién aumenta los valores de IAE disminuyen, en cambio los IEE son

directamente proporcionales a la concentracién utilizada.

Los resultados del procesamiento de las materias vegetales estudiadas no tuvieron un
efecto claro ya que para el lupino se observo un aumento en IEE solo con la concentracion mayor
(96,1+1,3 min), para linaza y soya extruida se tuvo resultados sin tendencia. En el caso de la
linaza a la mayor concentracion los valores de IEE tanto para LiD como para LIED fueron
114,5+1,8 y115,4+9,4 min respectivamente, no existiendo diferencias entre ellos.
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La adicién de 2,5 mg/ml de SED a la emulsion present6 una disminucién del 95% en IAE

en comparacion con SD a la misma concentracion.

A diferencia de los resultados de la soya sin tratamiento térmico esta vez esta materia prima

fue la que tuvo los menores valores de IEE comparada con las demés muestras extruidas.
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5. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se logré definir las condiciones para evaluar la digestion de lipidos,
por lo que la técnica de evaluacion de digestibilidad in vitro estandarizada ha sido
validada y permite evaluar la contribucion de distintas materias primas a la digestion de

lipidos.

El método del pH-Stat es relativamente simple y rapido de llevar a cabo y permite la

comparacion cuantitativa de las distintas muestras en condiciones similares.

El método de preparacion de la emulsion es muy importante; la agitacién promueve la
desactivacion al facilitar el intercambio de la enzima entre el seno de la fase acuosa y la

interfase aceite-agua, donde se desnaturaliza por accién de la tension superficial.

La actividad de lipasa es influenciada por la fuente lipidica. Al utilizar TB como sustrato,
la actividad de la LP resulté ser mayor a la actividad obtenida con aceites de raps, el cual

presentd los mejores resultados entre los aceites evaluados.

El analisis de varianza mostré que la contribucion del material vegetal en la actividad
enzimatica es significativo (p<0,05) y por lo tanto, se rechaza la hip6tesis inicial; el
tratamiento térmico y la concentracion de las materias primas vegetales evaluadas, afecta

la actividad de la lipasa pancreética en el modelo in vitro de digestion de lipidos.
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Las tres materias primas vegetales evaluadas y su proceso térmico mostraron diferentes
respuestas sobre la actividad enzimatica; algunas de ellos se comportaron como

potenciales inhibidores, con altos porcentajes de reduccion de la actividad experimentada.

Segun los resultados obtenidos desde las pruebas estadisticas es posible determinar cual
materia prima seria objetivo de estudio para identificar el o los compuestos inhibidores o

potenciadores de la actividad de LP.

Se presenta como el mayor inhibidor de la enzima a la linaza con casi un 48% de
reduccion en la actividad de la LP, en comparacion con el control, lo que coincide con los
valores obtenidos de IAE e IEE.

En base a los resultados se recomienda incluir en la dieta, linaza en bajas concentraciones,
ya que fue la materia prima vegetal que represent6 los mejores resultados, es decir, una

mayor inhibicion (48%).

Al aumentar la concentracion de harina de soya, ésta se transforma en un potenciador de

la actividad lipasica, alcanzando hasta un 17,6% de incremento.

La velocidad y el porcentaje de la hidrélisis de lipidos dependen fuertemente de la

composicion interfacial.

Bajas concentraciones de lupino representaria una disminucion en la actividad de la LP.
Segun literatura reciente se han indicado algunos posibles beneficios para la salud: El
consumo diario moderado de proteinas de lupino llevé a una reduccién del colesterol total

y de baja densidad (LDL), cuando se administr6 a un modelo animal establecido de la



67

hiperlipidemia y una fraccion de proteina especifica era capaz de controlar hiperglicemia

en un modelo con ratas.

Alternativamente la soya sin tratamiento térmico y en una baja concentracion también
serviria para reducir la actividad de la LP, aunque en menor grado que la linaza y el

lupino.

El tratamiento térmico (extrusion) modifica la estructura terciaria de las proteinas,
permitiendo la exposicién de segmentos hidrofobicos que se atraen mas a la interfase

aceite/agua impidiendo el paso de la enzima al sustrato.

Se observé que el proceso de extrusion afecta la actividad de la enzima dependiendo de la
harina experimentada, para la linaza el tratamiento térmico represent6 un efecto positivo
en la actividad de la LP, sin embargo, para lupino y soya, la extrusién resulté ser un factor

con incidencia negativa.

Por ltimo, cabe destacar que los resultados obtenidos con el método propuesto debe ser
correlacionada con los obtenidos con sistemas similares e in vivoen animalesy / o

humanos a fin de establecer in vitro - in vivo en las correlaciones.

En la préactica, existen muchos otros factores quetambién se espera
que influyan en la capacidad de la lipasa para absorber en la superficies de la gotay
promover la hidrélisis de lipidos, incluyendo la presencia de otros ingredientes
que pueden interactuar con la superficie de la gota, la lipasa o emulsionante (por ejemplo,
fibras dietéticas, proteinas, productos de la digestion, minerales, surfactantes).
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6. PERSPECTIVAS

Son necesarios mayores analisis para determinar los efectos de estas materias primas, en la

actividad de otras enzimas digestivas como las amilasas 0 proteasas.

La informacion obtenida en este estudio sera de utilidad para el desarrollo del estandar en los

protocolos de pruebas in vitro para la digestién de los otros lipidos.

Los potenciadores de la actividad de lipasa pueden ser utilizados en la alimentacién animal
para mejorar la digestion lipidica y obtener mas energia sin variar la cantidad de TG

consumidos.

Formular alimentos balanceados tanto para animales, como humanos, en base a linaza, podria
ser un buen tratamiento antiobesidad, sin desmerecer al lupino que también presento

resultados favorables.

Para mejorar el efecto potenciador que presentd la soya en altas concentraciones, asi como
también, el lupino extruido desgrasado, se podria formular un pienso que integre estas
harinas y lograr dietas animales que faciliten la digestion lipidica.

Se podria utilizar esta técnica como método de control de calidad en una planta de produccion

de insumos o de alimentos. Evaluando la digestibilidad de diversas materias primas con el
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objetivo de encontrar alguna que nos brinde los resultados esperados en cuanto a poder

incluirlos en tratamientos para las personas con problemas nutricionales.

En algunos casos puede ser primordial para aumentar la biodisponibilidad de lipidos, por
ejemplo, en los seres humanos que tienen enfermedades que impiden una eficiente digestién o

absorcion de los lipidos, como la fibrosis quistica o pancreatitis.

En otros casos puede ser importante para disminuir la biodisponibilidad de los lipidos, por
ejemplo, en los seres humanos que estan en riesgo de la obesidad o las enfermedades

cardiovasculares.
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ANEXOS

Anexo 1: Curva tipo, obtenida en cada analisis por medio del programa, acoplado al pH-stat.
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A continuacion se muestran las tablas con los analisis estadisticos utilizados en este trabajo de
investigacion. Solo se muestra las tablas realizadas para la evaluacion de linaza, a modo de
ejemplo.

Anexo 2. Tabla de andlisis de varianza de un factor (concentracion), para linaza. Respuesta:
actividad enzimatica.

Valor
Origende las | Sumade |Gradosde| Promedio de critico
variaciones | cuadrados | libertad | los cuadrados |F exp |Probabilidad| paraF
Entre grupos 966450,99 6 161075,16 | 72,08 6,15x10°° 3,87
Dentro de los
grupos 15641,70 7 2234,53
Total 982092,69 13

Anexo 3. Tabla de analisis de varianza de un factor (concentracién), para linaza. Respuesta: % de
conversion TGs.

Valor
Origendelas | Sumade | Gradosde |Promediodelos| F critico
variaciones | cuadrados | libertad cuadrados exp | Probabilidad| paraF
Entre grupos 145,37 6 24,23 15,39 0,02 3,87
Dentro de los
grupos 31,47 7 4,50

Total 176,85 13




Anexo 4. Tabla de analisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo

Valor
Origen de las Suma de | Gradosde | Promedio de F critico
variaciones cuadrados | libertad | los cuadrados | exp |Probabilidad| paraF
(Concentracién) | 435357,4 2 217678,7| 88,1 3,57x107 5,1
(Procesamiento) | 238927,2 1 238927,2| 96,7 6,36x10" 6,0
Interaccion 31018,3 2 15509,2| 6,3 0,034 51
Dentro del
grupo 14818,0 6 2469,7
Total 720120,9 11
Anexo 5. Tabla de analisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo
Valor
Origendelas | Sumade |Gradosde| Promedio de critico
variaciones | cuadrados | libertad | los cuadrados | F exp | Probabilidad| paraF
(Concentracion) 7,89 2 3,95| 0,76 0,51 5,14
Procesamiento 117,65 1 117,65 22,60 0,00 5,99
Interaccion 0,71 2 0,35| 0,07 0,94 5,14
Dentro del
grupo 31,24 6 5,21
Total 157,49 11




Anexo 6. Tabla Test de Duncan

v
C (mmol/min Conversion v/v CIC
(mg/mL) 9) DE (%) DE |control |control % c
C 0,0 1612,2 28,7 64,4 0,5
LiD 2,3 1081,5 20,9 63,3 1,8 0,67 0,98 d | ab
4,5 13448 13,7 64,1 0,3 0,83 1,00 b | ab
6,8 1662,8 58,6 65,1 1,3 1,03 1,01 a a
LIED| 23 886,8 61,9 56,6 0,7 0,55 0,88 e C
4,5 1117,6 17,3 58,6 4,3 0,69 091 |cd| bc
6,8 1238,0 81,4 58,6 2,7 0,77 091 |bc| bc




