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| RESUMEN

El amaranto es un pseudocereal de alto contenido proteinico (13-19%) de alta
calidad. La germinacion del amaranto incrementa el contenido de proteinas,
compuestos fendlicos y capacidad antioxidante, los cuales se pueden incrementar al
aplicar una digestion gastrointestinal in vitro, mejorando el potencial nutracéutico de las
harinas de amaranto. El objetivo de esta investigacion fue evaluar la liberacion de
compuestos fitoquimicos con capacidad antioxidante y los cambios en las propiedades

funcionales en hidrolizados de amaranto sin procesar y germinado.

Se obtuvieron dos harinas: Harina de Amaranto Sin Procesar (HASP) y Harina de
Amaranto Germinado Optimizado (HAGO), posteriormente fueron hidrolizadas
utilizando pepsina y pancreatina durante 3 h cada una, simulando una digestion
gastrointestinal; Se tomaron alicuotas a diferentes tiempos durante la hidrdlisis
completa; a éstas se les determind Proteina Soluble (PS), Compuestos Fendlicos
Totales (CFT), Flavonoides Totales (FT), Antocianinas (ANT), taninos condensados y
Capacidad Antioxidante (CAOX). También se evalu6 el indice de Absorcion de Agua
(IAA), indice de Solubilidad en Agua (ISA), indice de Absorcion de Aceite (IAAc), indice
de Actividad de Emulsién (EAI) y pH. Se realiz6 un ANOVA y la prueba LSD de Fisher
para la comparacion de medias (p< 0.05). El proceso de germinacion en amaranto
incrementd el contenido de fitoquimicos (PS: 37%, CFT: 17%, FT: 163%, ANT: 1417%);
salvo el contenido de taninos (-50.6%). Mientras que la capacidad antioxidante aumenté
(121%) por este bioproceso. Por otra parte la hidrélisis simultdnea de
pepsina+pancreatina (360 min) logro digerir 73% (HASP) y 63% (HAGO) del total de las
proteinas, a su vez incrementando el contenido de PS. También liberd
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significativamente el contenido de fitoquimicos (CFT, FT, taninos) y por lo tanto
aumento la capacidad antioxidante en ambos hidrolizados. Sin embargo el contenido de
ANT disminuyé un 23% y un 317% al finalizar la hidrélisis de HASP y HAGO,
respectivamente. La germinacion de amaranto increment6 las propiedades funcionales
de ISA (260%) y IAAc (26%), mientras el IAA y pH disminuyeron un 45% y 15%,
respectivamente. Ademas, la hidrélisis enzimética con pepsina (90 min) y pancreatina
(60 min) en HASP disminuy6 las propiedades de IAA y EAI, mientras que ISA y IAAc
aumentaron. En HAGO solo aument6 la solubilidad en agua por efecto de la hidrolisis

enzimatica.

El proceso de germinacion en conjunto con la hidrolisis enzimatica incrementa el
contenido de PS, niveles de fitoquimicos y CAOX del grano de amaranto, asi como
también la solubilidad de las harinas. Estos resultados muestran el potencial de las
harinas hidrolizadas de amaranto germinado como ingredientes en alimentos

funcionales.



ABSTRACT

Amaranth is a pseudocereal with high quality protein content (13-19%). The
germination of amaranth increases the content of proteins, phenolic compounds and
antioxidant capacity. Also an in vitro gastrointestinal digestion can increase the
nutraceutical potential of amaranth flours. The aim of this research was to evaluate the
release of phytochemical compounds with antioxidant capacity and the effect in the
functional properties of unprocessed and germinated amaranth hydrolysates. Two flours
were obtained: Unprocessed Amaranth (HASP) and Germinated Amaranth (HAGO)
Flours, after that flours were hydrolyzed using pepsin and pancreatin for 3 h each,
simulating a gastrointestinal digestion; Aliquots were taken during hydrolysis. The
samples were evaluated to Soluble Protein (PS), Total Phenolic Compounds (CFT),
Total Flavonoids (FT), Anthocyanins (ANT), condensed tannins and Antioxidant
Capacity (CAOX). The Water Absorption Index (IAA), Water Solubility Index (ISA), Oil
Absorption Index (IAAc), Emulsion Activity Index (EAI) and pH were also evaluated.

ANOVA and Fisher's LSD test were performed for the comparison of means (p< 0.05).

Germination process in amaranth increased the phytochemical content (PS: 37%,
CFT: 17%, FT: 163%, ANT: 1417%); except to tannins content (-50.6%). Also
antioxidant capacity increased (121%) by this process. Likewise simultaneous hydrolysis
of pepsin+ pancreatin (306 min) digested 73% (HASP) y 63% (HAGO) of total proteins,
increasing protein solubility. Also released significantly phytochemicals content (CFT,
FT, tannins) and increased CAOXx in both samples. However ANT content decreased by
23% (HASP) and 317% (HAGO) after hydrolysis. Moreover, amaranth germination
increased functional properties as ISA (260%) and IAAc (26%), while IAA and pH

3



decreased by 45% and 15%, respectively. Additionally, enzymatic hydrolysis with pepsin
(90 min) and pancreatin (60 min) in HASP decreased the functional properties of IAA
and EAI, while ISA and IAAc increased. Though only water solubility increased in HAGO

by effect of enzymatic hydrolysis.

The application of germination with enzymatic hydrolysis increased PS content,
phytochemicals and CAOx in amaranth seeds, also flours water solubility. Herein the
results showed the potential of hydrolyzed flours of germinated amaranth as ingredients

in functional foods.



Il INTRODUCCION

El amaranto es un cultivo ancestral perteneciente a la familia AMARANTHACEA,
género Amaranthus. México es uno de los paises productores de amaranto reportando
una produccion de 6 547 toneladas en 2016 (SAGARPA-SIAP 2017). El alto valor
nutricional de las semillas y la adaptabilidad de este cultivo a condiciones adversas han
contribuido a la propagacién y utilizacién de la planta con distintos fines (Pavlik 2012),
entre los que se destaca la alimentacion humana y animal, la industria, la medicina y la
ornamentacion (Montoya-Rodriguez 2015a). El grano de amaranto se puede consumir
entero, ya sea molido o en forma de harinas, reventado o tostado y como ingrediente de
diversos productos, como alegrias, tortillas, galletas, pan y pastas. También se utiliza
para la elaboracion de aceites comestibles, papillas para bebes, concentrados
proteinicos, barras energéticas, bebidas y alimentos nutracéuticos especiales para
enfermos que padecen diabetes, cancer o enfermedad celiaca, debido a que el grano

de amaranto no contiene gluten (Milan-Carrillo y col 2012).

El contenido de proteina del grano de amaranto (13-19%) es mayor que otros
cereales de consumo habitual como el maiz (9.4%), el trigo (12.8%) y el arroz (5.6%).
Sus proteinas son de alta digestibilidad y su composicién equilibrada de aminoacidos
se aproxima al patron optimo de referencia de proteinas en la dieta humana segun los
requerimientos de la FAO / OMS. Ademas, presenta dos veces mas el contenido del
aminoacido esencial lisina, el cual es limitante en otros cereales, mas fibra dietética y
de 5 a 20 veces el contenido de calcio y hierro que otros cereales (Venskutonis y

Kraujalis 2013).



Por otra parte, también se ha destacado al grano de amaranto por ser fuente de
minerales como Manganeso, Magnesio, Zinc, Potasio, Cobre, Selenio, Yodo, Cobalto y
Vitaminas del complejo B (Czerwinski y col 2004; Pavlik 2012; Montoya-Rodriguez y col
2015b), asi como flavonoides, acidos fendlicos, antocianinas y taninos condensados
(Paucar-Menancho y col 2017). El consumo de amaranto se ha asociado con la
reduccién en la incidencia de enfermedades cronico-degenerativas por la presencia de
nutracéuticos (compuestos fendlicos, fibra dietética y acidos grasos esenciales, entre
otros) a los que se les han atribuido propiedades hipoglucemiantes, hipolipidémicas,
inmunoestimulantes, antimutagenos, anticarcind0genos y antioxidantes (Biruete y col

2009; Montoya-Rodriguez 2015a).

Los diferentes métodos de procesamiento aplicados al grano de amaranto influyen
sobre las propiedades nutricionales y funcionales del grano. Uno de los métodos de
procesamiento que ha demostrado incrementar el valor nutricional del grano es la
germinaciéon. Durante este bioproceso, ocurren cambios en la composicion quimica del
grano debido a la gran movilizacion de las reservas energéticas para ser utilizadas por
el embrion (Gamel y col 2005; Chaparro-Rojas y col 2010). Se ha reportado que la
germinacién de amaranto incrementa el contenido de proteinas (40%) y fibra total
(124%), asi como también una disminucion en el contenido de lipidos (30%) (Perales-
Sanchez y col 2014b). Ademas, es una forma barata y eficaz de mejorar la calidad
nutracéutica de los cereales, pseudocereales y leguminosas, ya que durante el
bioproceso algunos compuestos con actividad antioxidante aumentan, principalmente
polifenoles y flavonoides, que proporcionan proteccién contra el dafio oxidativo en el

organismo (Perales-Sanchez y col 2014b; Paucar-Menacho y col 2017). Otro método de



procesamiento que genera incrementos en el contenido de fendlicos y capacidad
antioxidante es la hidrdlisis proteica (Montoya-Rodriguez y col 2014; Sancho y col
2015). Durante este procesamiento, se genera una liberacion de compuestos fendlicos
gue se encuentran unidos a carbohidratos y proteinas, incrementando de esa manera el
contenido al hacerlos méas extraibles (Mtolo y col 2017). El grano de amaranto también
se ha caracterizado por poseer propiedades funcionales, las cuales denotan
caracteristicas fisicoquimicas que afectan el comportamiento de las proteinas en la
preparacion, procesamiento, almacenamiento y consumo de los alimentos, por lo cual
su evaluacion es muy importante para determinar la calidad del producto durante el
proceso y al final. El grano de amaranto tiene propiedades emulsionantes, espumantes
y gelificantes, una buena capacidad de retencion de agua y estabilizacion de
emulsiones (aceite en agua), por lo que una alta concentracion de proteinas es
adecuada para usarla como transporte de diferentes compuestos bioactivos (Gonzalez
y col 2002; Condés y Afion 2009; Bolontrade y col 2013; Shevkani y col 2014; Suarez y
Afon 2018). Los métodos de procesamiento también tienen efecto sobre las
propiedades funcionales. Durante la germinacion ocurre una hidrolisis parcial de las
proteinas de reserva y el almidon, lo que produce modificaciones estructurales de las
proteinas y como consecuencia cambios en las propiedades funcionales. En el grano
de amaranto germinado se han reportado incrementos en la dispersabilidad (11%) y la
capacidad de formacion de espuma (38%), asi como también una disminucién en la
capacidad de absorcién de agua (77%) y la estabilidad de emulsion (24%) en granos de
Amaranthus caudatus. En el grano de Amaranthus hypochondriacus se han observado
incrementos en la capacidad de absorcion de agua de 81% (Perales-Sanchez 2014a) y

195% (Sanchez-Osuna 2018), incrementos en el indice de solubilidad en agua de
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108%, 120% Yy 253% (Perales-Sanchez 2014a; Chauhan y col 2017; Sanchez-Osuna
2018) y aumentos de 52% (Chauhan y col 2015) y 900% (Sanchez-Osuna 2018) en la
capacidad de absorcién de aceite por efecto de la germinacién. Sin embargo, una
desventaja de las proteinas de amaranto es que muestran baja solubilidad en solventes
acuosos por lo que limita su uso en la industria alimenticia. Una alternativa para mejorar
la solubilidad es la hidrdlisis enzimética controlada, la cual es utilizada frecuentemente
para mejorar la funcionalidad y propiedades nutricionales de las proteinas alimentarias
(Condés y Aion 2009; Ventureira y Ailon 2009). Las propiedades funcionales que se
ven mejoradas con la hidrolisis enzimatica incluyen la solubilidad de las proteinas, la
formacion de espuma y la actividad de emulsion (Aluko y Monu 2003; Horax y col
2017). Dicho procesamiento es llevado a cabo en condiciones mas leves, se tiene un
mejor control de la reaccién y una minima formacién de subproductos (Condés y Afidn
2009; Castel 2010). El tratamiento previo de la proteina antes de la hidrdlisis enzimatica
puede conducir al despliegue de la proteina y al aumento de la accesibilidad de la
enzima a los enlaces peptidicos, por lo que se obtienen resultados mas favorables. El
proceso de germinacién provoca cambios estructurales en las proteinas y la mejora de
la calidad nutricional, por lo que la combinacion de germinacion e hidrélisis enzimatica
puede surgir como una nueva estrategia para el procesamiento de alimentos, y este
enfoque puede afectar significativamente la calidad de las proteinas vegetales
hidrolizadas (Yang y col 2017). En este sentido en el siguiente trabajo de investigacion
se evalu6é la liberacion de compuestos fitoquimicos con capacidad antioxidante y los
cambios de las propiedades funcionales en hidrolizados de amaranto sin procesar y

germinado.



Il REVISION DE LA LITERATURA
A. AMARANTO

1. Generalidades

El amaranto (Amaranthus spp) es un colorido pseudocereal procedente de la region
andina de América del Sur (FAO 2016). Es un cultivo ancestral que se domesticé en
América hace mas de 5000 afios y era la base en la alimentacién de las civilizaciones
precolombinas como la Azteca, Inca y Maya (Montoya-Rodriguez y col 2015b).
Pertenece a la familia AMARANTHACEA, género Amaranthus, vy tiene
aproximadamente 70 géneros y mas de 80 especies, de las cuales Amaranthus
hypochondriacus, Amaranthus caudatus y Amaranthus cruentus son las principales
especies domesticadas para la producciéon de granos (Cuadro 1) (Montoya-Rodriguez y
col 2015b; Paucar-Menancho y col 2017). La especie A. hypochondriacus es la principal
especie de amaranto cultivada en México desde la época precolombina (Montoya-
Rodriguez y col 2015b).

La distribucién del género Amaranthus es muy amplia, encontrandose en paises
como Meéxico, Estados Unidos, Guatemala, Ecuador, Peru, Bolivia, Argentina, Asia,
India, Pakistan, Sri Lanka, Nepal, Birmania, Afganistan, Iran, China, Africa, Nigeria,
Uganda, Oceania, Malasia, Indonesia, entre otros (SAGARPA 2014; Montoya-
Rodriguez y col 2015b). En México, durante el afio 2016, se reportdé una produccion de
6 547 toneladas de amaranto, destacando como principal productor el estado de
Tlaxcala, seguido de Puebla, Morelos, Estado de México y el Distrito Federal (Cuadro

2) (SAGARPA-SIAP 2017).



Cuadro 1. Clasificacion taxondmica del amaranto

Clasificacion taxondmica del amaranto

Reino
Division
Tipo
Sub-Tipo
Clase
Sub-Clase
Orden
Familia
Género

Seccion

Especies

Vegetal

Fanerogama
Embryophyta siphonogama
Angiosperma
Dicotiledoneae
Archyclamideae
Centrosperceaemales
AMARANTHACEA
Amaranthus
Amaranthus
Amaranthus caudatus
Amaranthus cruentus

Amaranthus hypocondriacus

Fuente: FAO (2010)
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Cuadro 2. Produccién de amaranto en México en el afio 2016

Entidad federativa Volumen

(Toneladas)

Total nacional 6547
Tlaxcala 3509
Puebla 2189
Morelos 301
Meéxico 301
Distrito federal 161
Oaxaca 68
Durango 7.8
Resto 10

Fuente: SAGARPA-SIAP (2017)
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También se han reportado cultivos de amaranto en menores superficies en
Aguascalientes, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Michoacan, Oaxaca, Querétaro,
Nayarit, Veracruz y en huerto familiar en la zona serrana de Sinaloa, Sonora,
Chihuahua y Durango (Garay y col 2014). La planta de amaranto se conforma
principalmente por las raices, tallo, hojas, inflorescencias y semillas (Figura 1)
(Montoya-Rodriguez 2015a). El alto valor nutricional de las semillas y la adaptabilidad
de este cultivo a condiciones adversas han contribuido al avivamiento, propagacion y
utilizacion de la planta con distintos fines (Pavlik 2012) entre los que se destaca la
alimentacion humana y animal, la industria, la medicina y la ornamentacion (Montoya-
Rodriguez 2015a). Para la alimentacion humana se utiliza el grano entero, ya sea
molido o en forma de harinas, reventado o tostado, con lo que se elaboran diversos
productos, como alegrias, tortillas, galletas, pan y pastas. También se utiliza para la
elaboracién de aceites comestibles, papillas para bebes, concentrados proteinicos,
barras energéticas, bebidas y alimentos nutracéuticos especiales para enfermos que
padecen diabetes, cancer o enfermedad celiaca, debido a que el grano de amaranto no
contiene gluten (Figura 2) (Milan-Carrillo y col 2012) mientras que las hojas son
consumidas en ensaladas y sopas (Montoya-Rodriguez y col 2015b). La semilla de
amaranto esta compuesta por 2 cotiledones (parte mas rica en proteinas), el
perispermo (rico en almidén), el endospermo, el procambium, el embrién, la radicula y
la raiz (Figura 3). El tamafio de la semilla oscila entre 1 y 1,5 mm de diametro y tiene
forma circular. Las semillas varian en coloracion, encontrandose en diferentes
tonalidades como blanco, negro, amarillo, oro, rosa, rojo, entre otros (Montoya-

Rodriguez y col 2015b).
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Planta de Amaranto

a) Hojas b) Flor Masculina
s c) Flor Femenina d) Semillas
w7 5N e) Paniculas

Figura 1. Partes de la planta de amaranto. Fuente: FAO (2010).
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Figura 2. Usos de la planta de amaranto en alimentacion humana y animal. Fuente:

Montoya-Rodriguez (2015a)
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Figura 3. Estructura del grano de amaranto. A= semilla de amaranto seccion
transversal. B= semilla de amaranto seccioén longitudinal. Fuente: Montoya-Rodriguez

(2015a) adaptado de Irving y col (1981).
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2. Composicion nutricional del grano de amaranto

a. Composiciéon quimica

El grano de amaranto se ha distinguido de otros cereales por su contenido de
proteinas (13-19%), el cual es mayor que otros cereales de consumo habitual como el
maiz (9.4%) el trigo (12.8%) y el arroz (5.6%). Las proteinas del amaranto son de alta
digestibilidad y se encuentran en el endospermo en un 35%, mientras que la proteina
restante estd presente en la capa y en el germen (Montoya-Rodriguez y col 2015b).
Ademas, presenta dos veces mas el contenido del aminoacido esencial lisina, el cual es
limitante en otros cereales, mas fibra dietéticay de 5 a 20 veces el contenido de calcio y
hierro que otros cereales (Cuadro 3) (Venskutonis y Kraujalis 2013). También es fuente
de otros minerales como Manganeso, Magnesio, Zinc, Potasio, Cobre, Selenio, Yodo,
Cobalto y vitaminas del complejo B (Czerwinski y col 2004; Pavlik 2012; Montoya-
Rodriguez y col 2015b). En el Cuadro 4 se muestra la composicion quimica del grano

de amaranto.

1) Carbohidratos

Los carbohidratos representan aproximadamente el 71% del grano de amaranto,
siendo el almidén el principal componente (65-75%). El almidon de amaranto esta
compuesto en mayor parte por amilopectina, la cual al ser hidrolizada en el organismo
provoca que la glucosa sea liberada y absorbida gradualmente, evitando de esta
manera un incremento rapido postprandial de glucosa sanguinea. El contenido de

amilosa del almidén de amaranto es considerablemente menos que en trigo lo cual trae
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Cuadro 3. Comparacion nutricional del amaranto con otros granos

Composicién

guimica* Amaranto Trigo Maiz Arroz Avena
Proteina 19.0 12.8 9.4 5.6 15.8
Grasa Cruda 6 1.7 4.7 0.6 6.9
Carbohidratos 62 71 74 79.4 66
Fibra Cruda 5.6 2.3 3.0 0.3 3
Calcio 0.27 0.30 0.007 0.009 0.054
Hierro 0.015 0.004 0.003 0.005 0.005
Calorias 414 334 365 360 389

* = g/100 g de muestra en base seca. Fuente: Montoya-Rodriguez (2015a) adaptado de

Malca y col (2001).
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Cuadro 4. Composicién quimica del grano de amaranto

Composicién quimica* Contenido Promedio
Proteina 12-19 16.53
Carbohidratos 71.8 65.98
Lipidos 6.1-8.1 4.52
Fibra 3.5-5.0 10.38
Cenizas 3.0-3.3 2.59

* = g/100 g de muestra en base seca. Fuente: Montoya-Rodriguez (2015a) adaptado
de Nieto (1990), FAO (2010) y Mendonca (2005).
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como consecuencia diferencias marcadas en cuanto a sus propiedades fisicoquimicas
(Montoya-Rodriguez 2015a). También se ha reportado que el grano posee un contenido
de fibra de 4 a 7% principalmente insoluble (Pavlik 2012; Venskutonis y Kraujalis 2013).
Debido a esto, se ha recomendado el consumo de amaranto a las personas con
diabetes mellitus (Pavlik 2012). La sucrosa es el principal azlcar encontrado en
amaranto, seguido de la rafinosa, mientras que la estaquiosa y la maltosa se han

encontrado en pequefias cantidades (Venskutonis y Kraujalis 2013).

2) Lipidos

El amaranto es una buena fuente de lipidos (6% a 8%). Las semillas contienen
triacilgliceroles, fosfolipidos y vitaminas liposolubles tales como los tocoferoles,
principales componentes de la fraccion lipofilica. Los principales éacidos grasos
encontrados en semillas de amaranto son acido palmitico, oléico, linoléico (esencial) y
estearico. El amaranto también es una fuente rica de escualeno y tocoles como el a-
tocoferol, B-tocotrienol y y-tocotrienol. La presencia de fitosteroles, ceras y alcoholes
terpénicos también se han reportado en diferentes especies de amaranto en cantidades

menores (Venskutonis y Kraujalis 2013).

3) Proteinas

Existen varias formas para clasificar a las proteinas de la semilla de amaranto;
segun su morfologia, funcién biolégica, composicion quimica y solubilidad; en base a
esta Ultima se han dividido en cuatro tipos: Albuminas (solubles en agua), globulinas
(solubles en soluciones salinas), prolaminas (solubles en soluciones alcohdlicas) y

glutelinas (solubles en soluciones de hidréxido de sodio) (Segura-Nieto y col 1994). Las
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principales proteinas de almacenamiento en amaranto son las globulinas y albuminas
(Montoya-Rodriguez y col 2015b). Las globulinas constituyen la principal fraccion
proteica presente en los aislados de amaranto, con la globulina 11S, también llamada
amarantina, como constituyente principal. Existen otras proteinas importantes presentes
en el amaranto, como la proteina superdxido dismutasa, la cual participa en la
destruccion de radicales libres producidos dentro de las células y que son téxicos para
los sistemas biolégicos de la semilla (Montoya-Rodriguez y col 2015b). Las proteinas
del amaranto se han destacado por ser de alta calidad debido a que su composicion
equilibrada de aminoacidos se aproxima al patron optimo de referencia de proteinas en
la dieta humana segun los requerimientos de la FAO / OMS. Otro aspecto importante de
las proteinas de amaranto es que no contribuyen a intolerancias o reacciones alérgicas

en personas con enfermedad celiaca (Montoya-Rodriguez y col 2015b).

b. Composicidn fitoquimica

Se denomina fitoquimico a aquellos compuestos organicos que son generados por
el metabolismo secundario de plantas. Los fitoquimicos tienen una aparicion restringida
en grupos taxondémicos, cumpliendo con diversas funciones en las plantas, como
resistencia y defensa contra plagas y enfermedades, virus, bacterias, hongos,
herbivoros, insectos, proteccion ultravioleta, resistencia a sus membranas, entre otras
funciones (Verpoorte 2000; Heldt 2011). Los fitoquimicos se pueden dividir en tres
grandes grupos de acuerdo a su estructura quimica: terpenos, compuestos que
contienen nitrégeno y compuestos fendlicos (Taiz y Zeiger 2002; Crozier y col 2008). El
grano de amaranto contiene una variedad de compuestos fendlicos, los cuales se
derivan de la fenilalanina y tirosina. La fenilalanina y la tirosina se sintetizan mediante
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la via del acido shikimico. Una vez obtenida la fenilalanina, se inicia la sintesis de los
compuestos fenodlicos a través de la via de los fenilpropanoides. En esta ruta, dos
enzimas son clave para la sintesis de la mayoria de los compuestos fendlicos: la
Fenilalanina Amonio Liasa (PAL) y la enzima Chalcona Sintasa (CHS) (Figura 4) (Heldt
2011). Los compuestos fendlicos contienen al menos un anillo aromatico con uno 0 mas
grupos hidroxilos unidos. Estos compuestos son los antioxidantes mas abundantes en
los alimentos vegetales de consumo humano (Heldt 2011; Campos-vega y Oomah
2013) y se han reportado alrededor de 10,000 compuestos (Taiz y Zeiger 2002; Crozier
y col 2008). Se encuentran en altas concentraciones en la epidermis de hojas y piel de
frutos y cominmente estan conjugados a azucares como la glucosa, galactosa, xilosa,
ramnosa Yy rutosa (Rice-Evans y col 1997; Crozier y col 2008). Se pueden considerar
varias clases de compuestos fendlicos segun la cantidad de anillos de fenol y los
atomos de carbono que contengan. Algunos de los compuestos fendlicos encontrados
en el grano de amaranto incluyen los acidos fendlicos, flavonoides, antocianinas y

taninos condensados.

1) Acidos fendlicos

Los acidos fendlicos se clasifican en dos grupos: los acidos hidroxibenzoicos y los
acidos hidroxicinamicos. Los acidos hidroxibenzdéicos presentan un grupo carboxilico
(COOH) y grupos hidroxilo (OH) (uno o mas) en un anillo aromatico (Figura 5). Los
acidos hidroxicinamicos se caracterizan por la presencia del grupo CH = CH-COOH en
remplazo del grupo COOH presente en los acido hidroxibenzoico. Las principales
fuentes de los acidos fendlicos son las frutas, verduras y cereales (Pefarrieta y col

2014).
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Figura 4. Esquema general de la biosintesis de los compuestos fendlicos. Fuente:
Shahidi y Naczk (2004).
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2) Flavonoides

Los flavonoides son compuestos fendlicos que contienen en su estructura 15
carbonos, los cuales comprende 2 anillos aromaticos unidos mediante una cadena de 3
carbonos (Figura 6). Las principales subclases de flavonoides son las flavonas,

flavonoles, flavan-3-oles, isoflavonas, flavanonas y antocianidinas (Crozier y col 2008).

También se consideran flavonoides otros grupos de fendlicos que se encuentran en
menores cantidades en la dieta como los dihidroflavonoles, flavan-3-4 dioles,
cumarinas, chalconas, dihidrochalconas y auronas. El esqueleto flavonoide basico
puede tener numerosos sustituyentes. Los grupos hidroxilo generalmente estan
presentes en las posiciones 4’, 5y 7 y la mayoria contienen azucares unidos como
glucésidos. La union a los flavonoides de los azucares asi como el contenido de grupos
hidroxilo incrementan su solubilidad en agua, mientras que los grupos metilo y las
unidades de isopentilo, hacen que los flavonoides sean lipdfilos (Crozier y col 2008). Se
ha reportado que los flavonoides son capaces de inhibir ciertos tipos de céancer,
demencia, enfermedades cardiovasculares y diabetes, asi como también presentan

actividades antioxidantes (steffensen y col 2011).

3) Antocianidinas
Las antocianidinas estdn ampliamente dispersas por todo el reino vegetal siendo
responsables de las coloraciones rojas, azul y morado de las pieles de los frutos y

flores. También se encuentran en hojas, tallos, semillas y tejido de raiz, sirviendo como

proteccion de las plantas contra la luz excesiva al sombrear las células del mesdéfilo de
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Figura 6. Estructura general de los flavonoides mas comunes. Fuente: Crozier y col
(2008).
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la hoja y también tienen un papel importante en la atraccion de insectos polinizadores.
Dentro de la célula se almacenan en las vacuolas. Las antocianidinas mas comunes
son pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina y malvidina. En los
tejidos vegetales las antocianidinas se encuentran conjugados con azucares, los cuales
son por lo regular una o mas hexosas, usualmente unido al grupo OH del anillo de
pirilio, recibiendo el nombre de antocianinas (Figura 7). Las antocianinas también
forman conjugados con hidroxicinamatos y acidos organicos tales como acidos malico y

acético (Crozier y col 2008; Heldt 2011).

4) Taninos

Los taninos son compuestos fendlicos que se encuentran ampliamente distribuidos
en los alimentos, particularmente en leguminosas, granos de cereales, frutas, nueces y
vegetales, asi como también en algunas bebidas como el vino, té y cocoa. Los taninos
se pueden clasificar de acuerdo a sus unidades monomericas en 3 grupos: taninos
hidrolizables, proantocianidinas o taninos condensados y taninos complejos. Los
taninos hidrolizables estan compuestos de esteres de acido galico (galotaninos) o acido
elagico (elagitaninos) con una molécula de azucar como glucosa, fructosa, xilosa y
sacarosa, tal como su nombre lo indica, son facilmente hidrolizados por acidos y
enzimas a sus unidades monoméricas (Montes-Avila y col 2017). Las proantocianidinas
o taninos condensados son polihidroxiflavan oligdmeros (soluble) que contienen de 2 a
6 unidades monoméricas o0 polimeros de alto peso molecular (insoluble). Los
mondmeros de proantocianidina son los diastbmeros catequina(+) Yy epicatequina (-)

(Montes-Avila y col 2017).
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Figura 7. Estructura de antocianidina (A) y antocianina (B). Fuente: Crozier y col
(2008).
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Los taninos condensados y los taninos hidrolizables son capaces de unirse y
precipitar las proteinas de colageno en las pieles de animales, haciéndolas resistentes
a la putrefaccion, por lo que son ampliamente utilizados por la industria del curtido de
pieles. Los taninos se unen a las proteinas salivales provocando el sabor astringente
gue los caracteriza. Muchas frutas inmaduras tienen un alto contenido de taninos que
les ayuda a evitar ser consumidas hasta llegar a la maduracion y una vez alcanzada, el
contenido de taninos disminuye. Los taninos producen un impacto negativo en la
nutricion de los seres vivos que los consuman debido a que se unen a las proteinas de
la dieta en el intestino, incluidas las enzimas digestivas, provocando agregados de

taninos y proteinas vegetales que son dificiles de digerir (Taiz y Zeiger 2002).

c. Compuestos fendlicos en el grano de amaranto

Diferentes estudios han evidenciado el potencial quimiopreventivo de los compuestos
fendlicos como agentes contra las enfermedades cronicas asociadas al estrés oxidativo
mediante una serie de acciones que incluyen actividades antioxidantes, anti-
inflamatorias, anti-hipertensiva y anti-esclerotica (Paucar-Menancho y col 2017). Varios
estudios han identificado la presencia de polifenoles en especies de Amaranthus,
encontrdndose acidos fendlicos, como el acido protocatecuico, vainillico, 4-
hydroxybenzéico, syringico, p-cumarico cafféico, ferulico (Gorinstein y col 2008)
algunos flavonoides como rutina, isoquercitrina, nicotiflorina y también taninos y
antocianinas (Cuadro 5) (Czerwinski y col 2004; De la Rosa y col 2009; Steffensen y
col 2011; Venskutonis y Kraujalis 2013). Los acidos fendlicos son los compuestos mas
abundantes encontrados en el grano de amaranto y se encuentran en forma libre y
ligada.
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Cuadro 5. Principales compuestos fendlicos reportado en granos sin procesar de

Amaranthus ssp

Compuesto Cantidad Referencia
Acidos fendlicos
Acido genistico 5.26 mg/100 g bs Liy col 2015
ﬁ\iﬂiccijcr)ozt;:nzéico 4.68 mg/100 g bs Li y col 2015
Acido ferulico 0.39 mg/100 g bs Li y col 2015
Acido elagico 3.12 mg/100 g bs Li y col 2015

Acido siringico
Acido vainillico
Acido p-
hidrozibenzoico

Acido p-cumarico
Acido caféico

Acido protocatecuico
hexosido
Flavonoides
Nicotiflorina

Isoquercetina

Kaempferol 3
rutinosido

Rutina

Quercetin-3-Rutinosido

Antocianinas

Taninos

0.08 mg/100 g bs
3.79 ug/g bs

0.17-0.22 mg/100g bs
0.32 ug /g bs

0.65 mg/100 g bs

0.56 pg/g bs

0.48-0.72 mg /100 g bs
0.03-0.05 mg /100 g bs

6.94 mg/100 g bs

7.49 mg/100 g bs

2.15 ug/g bs

91 mg/ 100 g bs

0.60% peso seco

Venskutonis y Kraujalis 2013

Paucar-Menacho y col 2017
Venskutonis y Kraujalis 2013

Paucar-Menacho y col 2017

Gorinstein y col 2008
Paucar-Menacho y col 2017

Paucar-Menacho y col 2017

Venskutonis y Kraujalis 2013
Venskutonis y Kraujalis 2013

Liy col 2015

Liy col 2015

Paucar-Menacho y col 2017

Gorinstein y col 2007

Gorinstein y col 2008

29



Las formas libres de los fendlicos acidos representan del 7 a 61% de la cantidad

total de los compuestos fendlicos del grano (Paucar-Menancho y col 2017).

d. Propiedades nutracéuticas de los fitoquimicos del amaranto

Los alimentos nutracéuticos son aquellos alimentos o componentes nutricios con
beneficios para la salud de los seres humanos, la prevencion, tratamiento de

enfermedades o malestares (Biruete y col 2009).

El consumo de granos integrales (cereales y leguminosas), sobre todo los
pigmentados, se ha asociado con la reduccion en la incidencia de enfermedades
cronico-degenerativas(diabetes, cancer, enfermedades cardiovasculares, aterosclerosis
y obesidad) debido a que en estos alimentos se encuentran fitoquimicos como los
compuestos fendlicos, vitamina C y E, fibra dietética y acidos grasos esenciales, a los
cuales se les han atribuido propiedades hipoglucemiantes, hipolipidemicas,
inmunoestimulantes, antimutdgenos, anticarcindgenos y antioxidantes (Cuadro 6)

(Biruete y col 2009; Montoya-Rodriguez 2015a).

El grano de amaranto ademas de ser fuente de flavonoides, acidos fendlicos y
antocianinas, también contiene compuestos que se consideran antinutricionales debido
a que interfieren con la asimilacién de los alimentos en el organismo como son los
taninos, el acido fitico, saponinas e inhibidores de proteasas (Montoya-Rodriguez
2015a). Sin embargo, algunos de estos compuestos antinutricionales presentan
actividades bioldgicas benéficas sobre la salud cuando se ingieren en cantidades

adecuadas (Montoya-Rodriguez 2015a).
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Cuadro 6. Actividad biolégica de componentes nutracéuticos

Actividad Biolégica

Componentes

Antioxidante

Anticancerigeno

Antitumorales

Combaten cancer de colon
Combaten cancer de mama
Combaten cardiopatias
Antimutagenos

Hipocolesteromiantes

Hipoglucemiantes
Inmunoestimulantes

Antidiabéticos

Isoflavonas; &cido fitico; vitamina E; flavonoides;
lignina, antocianinas, péptidos bioactivos
Lectinas; inhibidores de proteasas’
oligosacéridos; vitamina E; acido fitico

Flavonoides; omegas; saponinas; acido ferulico
Isoflavonas; fibra soluble

Isoflavonas

Acido fitico; oligosacaridos

Compuestos fenadlicos

Acido fitico; oligosacaridos; fibra soluble, tocotrienal,
tocoferol

Acido fitico; fibra soluble; inhibidores de a-amilasa
Lectinas

Oligosacaridos; inhibidores de a-amilasa

Fuente: Montoya-Rodriguez (2015a).
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B. METODOS DE PROCESAMIENTO DEL AMARANTO

El procesamiento de un alimento se refiere al conjunto de fases sucesivas que
involucra la transformacion de materias primas en productos acabados. En la mayoria
de los casos, dichos procedimientos alteran las propiedades fisicoquimicas y
nutricionales de la materia prima original. Actualmente existe gran interés en el cultivo
de amaranto por las caracteristicas nutritivas que presenta y por los beneficios que
puede brindar para solucionar los problemas de salud, tomando en cuenta el método
de procesamiento que nos proporcione las mejores caracteristicas de este
pseudocereal. Al grano de amaranto se le puede aplicar distintos procesos, entre los
gue se incluyen la nixtamalizacion (coccion alcalina), expansion, extrusion, germinacion

e hidrolizados proteicos.

1. Nixtamalizacién

El proceso de nixtamalizacién, también llamado coccion alcalina consiste en cocinar
el amaranto en presencia de cal. La concentracion utilizada de cal varia de 0.4 a 1.3%
del peso en grano y se aplica durante un periodo de tiempo, por lo general el tiempo de
coccion es no mayor de 10 minutos. Este proceso lleva consigo cambios favorables
como aumento en cenizas inducidos por la cal, aumentos altamente significativos en el
contenido de calcio, incremento en la biodisponibilidad de la niacina, reduce en forma
significativa los taninos y reduce el desarrollo de la rancidez de la grasa permitiendo
una mejor vida de anaquel. Estos cambios son similares a los que se producen en el

maiz nixtamalizado (Solano Jiménez 2002).
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El grano de amaranto procesado por nixtamalizacibn permite su uso como
suplemento al maiz nixtamalizado para producir tortillas y otros productos. Se ha
observado que el proceso de nixtamalizacién del grano de amaranto no afecta la

calidad de su proteina (Bressani 2006).

2. Expansion

El método mas comun para procesar el grano de amaranto es a través de la
expansion aplicando altas temperaturas por corto tiempo. Con este método se logra la
expansion del grano de 5 a 6 veces en volumen y de esta forma es mas facil
consumirlo. El proceso se puede realizar mediante dos métodos, utilizando aire
caliente en reventadores de amaranto diseflados especialmente para ese fin o
utilizando un método artesanal domestico que consiste en colocar el grano en una
superficie caliente, hasta que la mayor parte de los granos ha tomado un color blanco,
se observen expandidos y no se escuche mas el ruido del reventado (Solano Jiménez

2002).

3. Extrusion

La extrusion de un alimento consiste en aplicar altas temperaturas y tiempos cortos
en conjunto con un corte mecanico y calor para obtener la gelatinizacion parcial del
almidon y la desnaturalizacion parcial de proteinas obteniéndose un producto
plastificado y reestructurado con nuevas formas y texturas. Ademas, este proceso
ofrece ciertas ventajas al minimizar la pérdida de nutrimentos, no genera efluentes y

mejora la digestibilidad de las proteinas. Los productos de amaranto extrudidos
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presentan un mejor valor nutrimental que el amaranto crudo y no necesita una coccion

final por parte del consumidor (Montoya-Rodriguez 2015a).

4. Germinacién

Esta demostrado que las condiciones y el tipo de procesamiento influye en las
caracteristicas nutricionales de los granos de amaranto. La semilla es una unidad
reproductiva compleja, caracteristica de las plantas vasculares superiores, que se forma
a partir del évulo vegetal después de la fertilizacién. Las reservas energéticas de la
semilla incluyen las grasas, carbohidratos y a veces proteinas, que sostendran a la
futura planta durante sus primeras etapas de vida (Doria 2010). Durante la germinacion,
cambios extensos han sido reportados en la composicion de una variedad de granos,
reflejando el complejo y dinamico flujo de nutrientes y fitoquimicos incluidos la
movilizacion, degradacion y acumulacion de nutrientes (Paucar-Menancho y col 2017).

La germinacion consiste en la reanudacion de la actividad metabdlica y el
crecimiento activo de los tejidos del embridn, lo que resulta en la ruptura de la cubierta
de la semilla y la emergencia de una plantula. El proceso de germinacién comprende

tres fases importantes.

a. Absorcion de agua

La primera consiste en la absorcion de agua por imbibicion, en la se lleva a cabo
una intensa absorcion de agua por parte de los distintos tejidos que forman la semilla,
gue en conjunto con un aumento proporcional en la actividad respiratoria provocan su

hinchamiento y ruptura final de la testa. La cantidad de agua que absorbe la semilla
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esta en funcion directa de su tamafio, de la permeabilidad de la cubierta, cantidad y

disponibilidad de agua y composicién quimica.

b. Inicio de la actividad metabdlica

En la segunda fase se inicia de la actividad enzimatica y del metabolismo
respiratorio, llevandose a cabo una translocacion y asimilacion de las reservas
alimentarias en las regiones en crecimiento del embridon. Los compuestos de reserva
gue se encuentran en las semillas son glacidos, proteinas y lipidos. La movilizacion de
estas reservas, durante la germinacion es un proceso esencial que permite la
supervivencia de la semilla hasta que la plantula se desarrolla lo suficiente para realizar
la fotosintesis. Se produce un incremento en los niveles de metabolitos intermediarios y
enzimas, asociados con la produccion de energia, particularmente el ciclo de los acidos
tricarboxilicos, reflejado por el aumento en la velocidad de intercambio gaseoso. En
esta fase la absorcion de agua se reduce considerablemente, llegando incluso a
detenerse. La hidrdlisis previa del almidon es imprescindible para obtener la energia
necesaria para activar el metabolismo. El proceso se inicia con la liberacion por el
embrién de gibrelinas, las cuales inducen la sintesis de enzimas glucoliticas y
proteoliticas. La movilizacion de proteinas provee a la semilla de aminoacidos, a partir

de los que se obtiene la energia necesaria cuando existe una deficiencia de glucidos.

c. Crecimiento y division celular

La dltima fase consiste en el crecimiento y la divisién celular, que provoca la

emergencia de la radicula y posteriormente de la plumula. En la mayoria de las
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semillas, el agua penetra inicialmente por el micrépilo y la primera manifestacion de la

germinacion exitosa es la emergencia de la radicula (Doria 2010).

d. Factores que afectan el proceso de germinacion

Existen factores internos y externos que afectan el proceso de germinacién. Los
factores internos a considerar incluyen la maduracion de la semilla y su viabilidad
(periodo de tiempo durante el cual las semillas conservan su capacidad para germinar).
Los factores externos consideran la humedad, debido a que la absorcion de agua es el
primer paso y el mas importante que tiene lugar durante la germinacion y esta puede
afectar la entrada de agua en el interior de la semilla. La temperatura es un factor
decisivo en el proceso de germinacion ya que influye sobre las enzimas que regulan la
velocidad de las reacciones bioquimicas que ocurren en la semilla después de la
rehidratacion. La actividad de cada enzima tiene lugar entre un maximo y un minimo de
temperatura, existiendo un oOptimo intermedio. Por ello, las semillas solo germinan
dentro de un cierto margen de temperatura. La temperatura minima seria aquella por
debajo de la cual la germinacidon no se produce, y la maxima aquella por encima de la
cual se anula igualmente el proceso. De este modo, es importante establecer una
temperatura 6ptima, intermedia entre ambas, en la cual se consiga el mayor porcentaje
de germinacién en el menor tiempo posible. La presencia de gases también es un factor
externo a considerar. La mayor parte de las semillas requieren un medio
suficientemente aireado para la germinacion, que permita una adecuada disponibilidad
de O2 y CO2 y asi obtener la energia para mantener sus actividades metabdlicas.
Durante la respiracién tres rutas respiratorias son funcionales, la glucdlisis, el ciclo de
las pentosas fosfato y ciclo de Krebs y estdn encargadas de producir compuestos
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intermediarios del metabolismo vegetal, asi como considerables cantidades de energia
y poder reductor. En conjunto, todos los factores determinan el contenido nutricional de
los granos de amaranto durante la germinacion, por lo que es importante determinar

condiciones 6ptimas de germinacién (Doria 2010).

e. Efecto de la germinacion sobre la composicién quimica del grano de
amaranto

Durante el proceso de germinacion, ocurren cambios en la composicion quimica del
grano debido a la gran movilizacion de las reservas energéticas para ser utilizadas por
el embrion. Algunos investigadores han reportado cambios en el contenido de
carbohidratos, proteinas y lipidos. Perales-Sanchez y col (2014b) establecieron
condiciones oOptimas (T=30°C y t= 72 h) de germinacion de Amaranthus
hypochondriacus encontrando un incremento en el contenido de proteinas (40%), fibra
dietaria soluble (655%), insoluble (99%) y total (124%), asi como también una
disminucién en el contenido de lipidos (30%) por efecto de la germinacion. Chauhan y
col (2015) germinaron amaranto (20 horas, 32°C), encontrando un incremento en el
contenido de proteina. Gamel y col (2005) estudiaron el efecto de la germinacion
(32°C,48 h) de dos especies de amaranto (A. caudatus, A. cruentus) sobre el contenido
de almidon del grano, observando una disminucion en ambas especies luego de la
germinacién. Los autores sefialan que el incremento en el contenido de proteinas es
atribuido a la pérdida de materia quimica y a la sintesis de enzimas durante la
germinacién dando como resultado la liberacion de aminoacidos para la sintesis de
proteinas. La pérdida del contenido de lipidos se atribuye a su utilizacién por el embrion

como fuente de energia y el contenido de carbohidratos se ve afectado por el aumento
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en la actividad de la enzima a amilasa que rompe los carbohidratos complejos en
azucares simples (Gamel y col 2005; Perales-Sanchez y col 2014b; Chauhan y col

2015).

f. Efecto de la germinacion sobre el contenido de fitoquimicos y capacidad

antioxidante del grano de amaranto

Se ha sugerido que la germinacion es una forma barata y eficaz de mejorar la
calidad nutracéutica de los cereales, pseudocereales y leguminosas, ya que durante
este bioproceso algunos compuestos con actividad antioxidante aumentan,
principalmente polifenoles y flavonoides, que proporcionan proteccion contra el dafio
oxidativo en el organismo. Estos cambios estan estrechamente relacionados con el tipo
de grano y condiciones de germinacion (tiempo de remojo, temperatura y tiempo de
germinacion) (Perales-Sanchez y col 2014b). Existen algunas investigaciones donde se
han optimizado las condiciones de germinacién para obtener un mayor contenido de
compuestos fendlicos y capacidad antioxidante del grano de amaranto. Perales-
Sanchez y col (2014b) optimizaron el proceso de germinacion en funcién de la
temperatura y el tiempo de Amaranthus hypochondriacus, logrando un incremento en el
contenido de proteinas, lipidos, fibra dietética, Compuestos Fendlicos Totales (CFT) y
flavonoides, en comparacion con las semillas crudas.

Paucar-Menacho y col (2017) optimizaron condiciones de germinacién (temperatura,
tiempo) de granos de Amaranthus caudatus para incrementar el contenido de CFT y
Capacidad Antioxidante (CAOX), logrando un incremento de CFT y CAOX de 4.0y 6.4

veces, respectivamente. Ademas, se analizé la composicién fendlica individual de los
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germinados de amaranto obtenidos en las condiciones 6ptimas por HPLC-DAD-ESI/MS,
encontrando que la germinacion de granos de amaranto en condiciones optimizadas
incremento, principalmente, las concentraciones de los acidos 4-O-Cafeoilquinico, 4-O-

Feruloilquinico y del flavonoide Quercetina-3-O-Rutinésido.

Alvarez-Jubete y col (2010) examinaron la presencia de compuestos fendlicos y
propiedades antioxidantes de extractos metanolicos de amaranto, quinoa, trigo
sarraceno y trigo durante el proceso de germinacion y el horneado. En general, el
contenido de CFT y la CAOX tuvo un impacto positivo con la germinacion y negativo
con el horneado (Alvarez-Jubete y col 2010). Los cambios en el contenido de
compuestos fendlicos podrian deberse a la liberacion y biosintesis de nuevos
compuestos, ya que las enzimas que degradan las paredes celulares durante la
germinacion (principalmente esterasas) se encuentran activas y contribuyen a la
modificacion de la estructura de la pared celular del grano, contribuyendo a la liberacion
de los compuestos fendlicos que se encontraban unidos. Por otra parte, también se ha
observado la activacion de la enzima PAL durante la germinacion de las semillas

(Guardado-Felix y col 2017).

5. Hidrolizados proteicos

Los hidrolizados proteicos son un procedimiento que se ha aplicado a diversos
alimentos mediante la accién externa y aislada de enzimas. La hidrolisis proteica
consiste en la rotura del enlace peptidico, ya sea mediante métodos quimicos
(tratamientos con &cidos o bases) o biolégicos (mediante la utilizacibn de enzimas

proteoliticas). En nuestro organismo, existen enzimas que tienen como funcién
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hidrolizar los alimentos hasta sus unidades monoméricas, siendo las enzimas digestivas
principales tripsina, quimotripsina y pepsina las encargadas de la hidrdlisis de las
proteinas. La tripsina escinde las cadenas peptidicas principalmente en el lado
carboxilo de los aminoé&cidos lisina y arginina, excepto cuando sigue una prolina. En
consecuencia, se generan péptidos de menor tamafio. Los péptidos bioactivos son
secuencias de entre 2 y 15 aminodacidos que se liberan durante la digestion del alimento
en el organismo del individuo o por un procesado previo del mismo y al liberarse se
activan para cumplir con alguna funcion biologica (Montoya-Rodriguez y col 2014). Se
ha reportado la presencia de péptidos bioactivos en proteinas de origen animal como
los derivados de la leche y pescado y en algunos cereales como la soya, arroz,
garbanzo, frijol y amaranto con actividades opioides, inmunomoduladoras,
transportadores de minerales, antitromboticas, antihipertensivas, antioxidantes,
antimicrobianas e hipocolesterolémicas. Las proteinas representan uno de los
componentes principales de los alimentos, tanto desde un punto de vista funcional
como nutricional, ya que determinan las propiedades fisicas y organolépticas de
muchos alimentos y constituyen un aporte nutricional importante, representando una
fuente de energia, nitrdgeno y aminoacidos esenciales (Vioque y Millan 2005). Los
hidrolizados proteicos buscan explotar 0 mejorar las caracteristicas nutricionales de las
proteinas de origen animal y vegetal para ser usados como suplemento proteico en la
dieta y para el tratamiento de enfermedades o sindromes especificos. Estos se utilizan
como parte de los suplementos alimenticios debido a su elevada solubilidad,
permitiendo su utilizacién en alimentos liquidos. Los sectores de la poblacién a los que
van dirigidos estos alimentos son diversos, siendo utilizados principalmente por

aquellos que necesitan un sobreaporte proteico, por ejemplo para alimentaciéon de la
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tercera edad, la alimentacion enteral y parenteral y la nutricion deportiva, sobre todo en
ejercicios de resistencia. Respecto a las aplicaciones medicinales de los hidrolizados
proteicos, sin duda la mas conocida e importante por su impacto en nutricion haya sido

la produccion de hidrolizados hipoalergénicos (Vioque y Millan 2005).

El grano de amaranto se ha distinguido por poseer un alto contenido de proteinas,
que al hidrolizarse, liberan péptidos con diversas actividades bioldgicas, como por
ejemplo actividad antioxidante. Silva-Sanchez y col (2008) encontraron el péptido
lunasina en proteinas de semilla de amaranto, el cual tiene actividad anticancerigena.
También encontraron otros péptidos bioactivos con actividades biolégicas como
antioxidante, antihipertensiva, antiinflamatoria.

Ademas de la generacion de péptidos bioactivos a partir de la hidrdlisis de las
proteinas, estd demostrado que la hidrolisis enzimatica genera una liberacion de
compuestos fendlicos que se encuentran unidos a macromoléculas tales como
carbohidratos y proteinas, incrementando de esa manera el contenido al hacerlos mas
extraibles (Mtolo y col 2017). Por otro lado, los compuestos fendlicos pueden ser
afectados de manera negativa debido a los cambios de pH, sobre todo alcalino,
disminuyendo su deteccion al modificar su estructura o ser degradados (Sancho y col

2015).

6. Propiedades funcionales del grano de amaranto

El uso de proteinas vegetales como ingredientes en sistemas alimenticios se basa
principalmente en sus propiedades funcionales, las cuales se definen como aquellas
caracteristicas que proporcionan informacién del comportamiento fisico-quimico de las

proteinas en un sistema alimenticio. Dichas propiedades denotan caracteristicas
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fisicoquimicas que afectan el comportamiento de las proteinas en la preparacion,
procesamiento, almacenamiento y consumo de los alimentos, por lo cual su evaluacion
es muy importante para determinar la calidad del producto durante el proceso y al final.
Algunas de estas propiedades incluyen la capacidad de retencion de agua, solubilidad,
viscosidad, gelificacion, emulsificacion, formacion de espuma, entre otras. Estas
propiedades estdn determinadas por factores intrinsecos propios de la molécula
(conformacion, relacion y disposicion de los aminoacidos, hidrofobicidad, carga
eléctrica, forma, peso molecular, etc.), asi como de factores extrinsecos del medio que
los rodea y que en ocasiones pueden modificarse (pH, fuerza ionica, temperatura,
actividad acuosa, constante dieléctrica, etcétera) (Castel 2010). La capacidad de
absorcion en agua es uno de los pardmetros mas importantes a tomar en consideracion
para el desarrollo de alimentos, particularmente para los productos lacticos y alimentos
gue son expuestos a altas temperaturas tales como los horneados y productos
extrudidos. El indice de solubilidad en agua (ISA) es la propiedad funcional mas
importante porque afecta otras caracteristicas funcionales tales como la actividad de
emulsion y la actividad de formacion de espuma. La capacidad de absorcion de aceite
es la habilidad de las proteinas vegetales y cereales de unir los lipidos mediante
atraccion capilar. Este parametro es de importancia en el desarrollo de productos,
debido a que las grasas actian como retenedores de sabor y también incrementan la
palatabilidad de los alimentos. La capacidad de emulsién es ampliamente utilizada para
evaluar su uso en alimentos tales como mayonesa, crema, salsas, postres, productos
carnicos deshebrados y bebidas (Soria-Herndndez y col 2015).Las proteinas de
almacenamiento del grano de amaranto se han caractetizado por poseer propiedades

de emulsion, espumantes y gelificantes, asi como también una buena capacidad de
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retencion de agua (Gonzalez y col 2002; Condés y Afion 2009; Bolontrade y col 2013;

Shevkani y col 2014; Suarez y Aiion 2018).

Las proteinas del amaranto tienen un punto isoeléctrico en promedio de 4.5, lo cual
significa que presentan baja solubilidad a pH cercanos a la neutralidad y en condiciones
de alta fuerza ibnica, tales caracteristicas representan una limitacién para el uso de
esas proteinas en la industria alimentaria debido a que la mayoria de los alimentos es
casi neutro (Bolontrade y col 2013; Suarez y Afion 2018). Adicionalmente, las proteinas
de amaranto tienen la capacidad de formar y estabilizar emulsiones (aceite en agua),
por lo que una alta concentracion de proteinas es adecuada para usarla como

transporte de diferentes compuestos bioactivos (Suarez y Afion 2018).

a. Efecto del procesamiento sobre las propiedades funcionales del grano de

amaranto

Al grano de amaranto se le pueden aplicar diferentes procesos, entre los mas
comunes se incluyen el tostado, el reventado, la extrusion, la germinacion y los

hidrolizados proteicos.

1) Tostado y reventado

Se ha reportado que el tostado del grano de amaranto incrementa la CAOX y el ISA
en un 60 y 58% respectivamente (Milan-Carrillo y col 2012). El proceso de reventado
del grano incrementa la capacidad de absorcion de agua (122%) debido a la
gelatinizacion del almidon y la desnaturalizacion de las proteinas. También produce un
incremento de la absorcién de aceite (38%) y de la dispersabilidad (118%), mientras

gue parece tener efectos negativos en la capacidad de formacion de espuma ya que el
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procesamiento produjo una reduccion del 264% y de 19% en la estabilidad de emulsion,

asi como también una disminucion de los factores antinutricionales (Gamel y col 2006).

2) Extrusion

El proceso de extrusion del grano de amaranto incrementa la solubilidad en agua,
por lo que los extrudidos son muy versatiles para utilizarse en la elaboracion de
bebidas. Milan-Carrillo y col (2012) reportan un incremento del 353% en el ISA por
efecto de la extrusion del grano de Amaranthus hypochondriacus y del 15 % en la
CAOX, mientras que el mismo proceso produjo una disminucién del 7% y 17% el indice

de Absorcion de Aceite (IAAc) y la dispersabilidad respectivamente.

3) Germinacion

Durante la germinacion ocurre una hidrdlisis parcial de las proteinas de reserva y el
almidon, lo que produce modificaciones estructurales de las proteinas y como
consecuencia cambios en las propiedades funcionales. Gamel y col (2006) reportaron
un incremento en la dispersabilidad (11%) y en la capacidad de formacion de espuma
(38%), asi como también una disminucién en la capacidad de absorcion de agua (77%)
y de la estabilidad de emulsion (24%) por efecto de la germinacién de granos de
Amaranthus caudatus. En el grano de Amaranthus hypochondriacus se han observado
incrementos en el indice de Absorcién de Agua (IAA) de 81% (Perales-Sanchez 2014a)
y 195% (Sanchez-Osuna 2018), incrementos en el ISA de 108%, 120% y 253%
(Perales-Sanchez 2014a; Chauhan y col 2017; Sanchez-Osuna 2018) y aumentos de
52% (Chauhan y col 2015) y 900% (Sanchez-Osuna 2018) en el IAAc por efecto de la

germinacion.
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4) Hidrolizados proteicos

Una desventaja de las proteinas de amaranto es que muestran una solubilidad
bastante baja en solventes acuosos por lo que limita su uso en la industria alimenticia.
Una alternativa para mejorar la solubilidad es la hidrdlisis enzimatica controlada, la cual
es utilizada frecuentemente para mejorar la funcionalidad y propiedades nutricionales
de las proteinas alimentarias (Condés y Afén 2009; Ventureira y Afion 2009). Las
propiedades funcionales que se benefician con la hidrélisis enzimatica incluyen la
solubilidad de las proteinas, la formacion de espuma y la actividad de emulsion (Aluko y
Monu 2003; Horax y col 2017). Dichos cambios se deben a que la hidrdlisis enzimatica
disminuye el peso molecular e incrementa el nimero de grupos ionizables de las
proteinas y expone los grupos hidrofobicos los cuales cambian las interacciones
guimicas (Meinlschmidt y col 2016). Ademas es un procedimiento llevado a cabo en
condiciones mas leves, se tiene un control mas facil de la reaccion y una minima
formacion de subproductos (Condés y Afon 2009; Castel 2010) Las modificaciones
dependen fuertemente de la enzima proteolitica utilizada, las condiciones de hidrdlisis y
el grado de hidrdlisis alcanzado. Estas condiciones deben ser cuidadosamente
seleccionadas para su aplicabilidad en la formulacion de alimentos (castel 2010). Por
ejemplo, los hidrolizados de proteinas con bajo Grado de Hidrdlisis (GH) (<10%) se
utilizan para mejorar las propiedades fisicas de los alimentos, mientras que los
hidrolizados de proteinas extensos (>10%) se reemergen como suplementos de
proteinas o formas nutricionales especializadas (Condes y Afion 2009; Castel 2010). El
tratamiento previo de la proteina antes de la hidrélisis enziméatica puede conducir al

despliegue de la proteina y al aumento de la accesibilidad de la enzima a los enlaces
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peptidicos. El proceso de germinacion causa cambios estructurales en las proteinas y
la mejora de la calidad nutricional, por lo que la combinacion de germinacién e hidrolisis
enzimatica puede surgir como una nueva estrategia para el procesamiento de
alimentos, y este enfoque puede afectar significativamente la calidad de las proteinas

vegetales hidrolizadas (Yang y col 2017).
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Il JUSTIFICACION

Existe una creciente demanda de nuevos productos alimenticios con alta calidad
nutricional y baja alergenicidad, por lo que las proteinas vegetales han llamado la
atencion debido a sus propiedades funcionales, nutricionales y nutracéuticas. El
amaranto es un cultivo que se ha popularizado debido a sus caracteristicas
agronomicas, su elevado contenido de proteinas de alta calidad y bajo costo. El
contenido de proteina del grano de amaranto varia de 12-19% vy tienen una
composiciéon de aminoacidos que es mejor que la de los cereales y leguminosas,
ademas no contiene gluten, por o que su consumo es apropiado para las personas con
enfermedad celiaca. Estd demostrado que el procesamiento del grano influye en sus
caracteristicas nutricionales, funcionales y nutraceuticas. Tal es el caso de la
germinacién, la cual incrementa el contenido de proteinas, compuestos fendlicos vy
capacidad antioxidante. Ademas, también resulta eficaz para mejorar algunas
propiedades funcionales de las harinas y asi su uso se pueda diversificar en una
variedad de productos alimenticios. De manera adicional se pueden mejorar aun mas
las propiedades nutracéuticas y funcionales de las harinas al utilizar enzimas
comerciales para producir hidrolizados. El efecto de la germinacion en conjunto con una
hidrdlisis proteica ya ha sido evaluado sobre las propiedades nutricionales y funcionales
de algunas semillas como quinua y soya .Sin embargo, existe escasa informacion sobre
el impacto de esos procesamientos sobre el grano de amaranto, por lo que se plantea
evaluar el efecto de la germinacion e hidrdlisis enzimatica sobre el contenido de
compuestos fendlicos y capacidad antioxidante, asi como también los cambios que

ocurren en las propiedades funcionales.
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IV HIPOTESIS

El proceso de germinacion del grano de amaranto mejora la capacidad antioxidante,
compuestos fendlicos y propiedades funcionales en hidrolizados de harinas de

amaranto sin procesar y germinado.
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V OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la liberacion de compuestos fitoquimicos con capacidad antioxidante y los
cambios de las propiedades funcionales en hidrolizados de amaranto sin procesar y

germinado.
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B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar proteina soluble, compuestos fendlicos y capacidad antioxidante en
harina de amaranto sin procesar y germinado.

2. Obtener hidrolizados de las harinas de amaranto sin procesar y germinado.
Determinar proteina soluble.

3. Evaluar el efecto de la hidrélisis enzimatica sobre los compuestos fendlicos y la
capacidad antioxidante en la harina de amaranto sin procesar y germinado.

4. Determinar el efecto de la germinacion e hidrélisis enzimatica en propiedades

funcionales de las harinas de amaranto.
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VI MATERIALES Y METODOS

A. MATERIALES

Se utilizé grano de amaranto (Amaranthus hypochondriacus) color crema con
buenas caracteristicas agrondmicas, procedente de Temoac, Morelos, México. El grano
se limpié y almacend en recipientes herméticos en refrigeracion (5-10°C) hasta su

utilizacion.

B. METODOS

1. Obtencion de harina de amaranto germinado

Para la obtenciéon de Harina de Amaranto Germinado Optimizado (HAGO) se
aplico la metodologia reportada por Perales-Sanchez y col (2014b) con algunas
modificaciones. Lotes de 100 g de semillas de amaranto, limpias y sin defecto, se
sumergieron en una solucién de hipoclorito de sodio al 0.1% por 10 min, esto para
desinfectar y eliminar cualquier contaminante que pudiera traer en la superficie de la
semilla. Los granos desinfectados se retiraron de la solucién y fueron lavados con agua
purificada para eliminar el cloro residual, para luego dejarse en remojo por 6 horas en
agua destilada. Transcurridas las 6 horas de remojo, el agua fue decantada y se
removidé el exceso de agua superficial con papel absorbente, para posteriormente
colocar las semillas homogéneamente en una cama de algodon y tela de gasa,
previamente humectadas con una solucién a 200 ppm de hipoclorito de sodio, para
mantener humedad alta constante y evitar el crecimiento de microorganismos en los
germinados. Después las camas de algoddn con los granos tratados se colocaron en

una camara de germinacion empleando fotoperiodos de luz/oscuridad (12h:12h)
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durante el tiempo de germinacion empleado. Las condiciones de operacion del
germinador fueron: temperatura de germinacion 30 °C y tiempo de germinacion 78
horas; una vez transcurrido el tiempo se colectaron los germinados en charolas de
plastico perforadas y fueron secados mediante liofilizacion.

Para obtener las harinas de HAGO y Harina de Amaranto Sin Procesar (HASP), los
germinados liofilizados y granos de amaranto crudo fueron sometidos a molienda (UD
Cyclone Sample Mill, UD Corp, Boulder, CO, EUA) hasta pasar a través de malla 80
(0.180 mm). Las harinas obtenidas (HASP Y HAGO) fueron empacadas en bolsas de

polietileno y almacenadas a 4°C hasta su utilizacion.

2. Extraccion total de proteinas de harina de amaranto germinado y amaranto

sin procesar

Se llevo a cabo de acuerdo a lo reportado por Silva-Sanchez y col (2008) con
algunas modificaciones. El extracto de proteina fue preparado usando una solucion de
Buffer de Fosfatos (PBS) a un pH de 7.4, en una relacién de 50 mg de harina en 1 mL
de buffer. Una vez agregado el buffer a la harina, se agit6 en un vortex para
homogeneizar la muestra. Posteriormente se procedid a la extraccion de proteinas
colocando las muestras en el bafio ultrasonico durante 70 minutos a 40°C, mezclando
cada 10 minutos en un vortex. La mezcla se centrifug6 a 13,000g durante 20 minutos a
24°C y una vez listos se colectaron los sobrenadantes y se almacenaron a -20 °C hasta

su uso. Todas las fracciones se obtuvieron por triplicado.
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a. Medicién de proteina soluble (DC-Protein Assay)

La Proteina Soluble (PS) se determiné siguiendo la metodologia de Oseguera-
Toledo y col (2011), con algunas modificaciones, utilizando el kit DC-Protein Assay
(Bio-Rad Laboratories, Hércules, CA) para microplacas. Este es un ensayo colorimétrico
para la concentracion de proteina después de la solubilizacion con detergente. La
cantidad de proteina soluble se calcul6 utilizando una curva estandar de albumina de
suero bovino. La preparacién de la curva estandar se realizé de la siguiente forma: 15
mg de albumina de suero bovino se disolvieron en 10 mL de PBS y se hicieron 7
diluciones posteriores. La curva estandar se preparé el mismo dia de la medicion para
obtener mejores resultados. Antes de cargar la muestra en la microplaca, se realiz6 una
dilucion 1:20 para bajar la concentracion de la proteina y asi no tener problemas en la
medicidon. Una vez realizada la curva estandar y las diluciones se procedi6 a llenar la
placa de la siguiente forma: se agregaron 5 pL de cada uno de los puntos de la curva
estandar y 5 pyL de la muestra en una microplaca (transparente) limpia y seca. Posterior
a esto se agregaron 25 uL de reactivo A (solucién de tartrato de cobre alcalino) y 200
ML de reactivo B (reactivo folin diluido) (Bio Rad 500-0116). Después de agregar los
reactivos, se dej0 en reposo durante 15 minutos para posteriormente leer su
absorbancia en un espectrofotdmetro a 690 nm. Esta reaccion se basa en la interaccion
de los aminoacidos aromaticos con los reactivos A y B. Altos niveles de aminoacidos
aromaticos nos indican mayor contenido de proteina soluble. El color de la muestra
cambia de claro a azul, un color azul mas intenso indica mayor contenido de proteina

soluble.
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3. Hidrdlisis enzimética

La digestion proteinica In vitro simulada se llevo a cabo de acuerdo al procedimiento
de Mejia y col (2009), con algunas modificaciones (Montoya-Rodriguez y col 2014).
Primeramente la harina de amaranto se suspendié en agua (1:20 p/v) y se agité con
ayuda de un agitador magnético para disolverla completamente y eliminar los grumos.
Posteriormente se ajustd la temperatura (37°C) y el pH (pH 2 para pepsina). Una vez
ajustadas las condiciones de temperatura y pH, se afiadié la enzima pepsina [EC
3.4.23.1, 2250 unidades/mg; enzima/sustrato, 1:20 (p/p)] y se dejo llevar a cabo la
hidrolisis durante 3 horas. Una vez transcurrido el tiempo se detuvo la hidrolisis
incrementando el pH a 7.5 para iniciar una subsecuente hidrolisis con pancreatina [4x
USP; enzima/sustrato, 1:20 (p/p)] a 37° C durante 3 horas. La hidrdlisis se detuvo
calentando los hidrolizados a 75 °C durante 20 minutos y se procedi6 a centrifugarlos a
20,000qg durante 15 minutos a 4 °C y el sobrenadante fue recolectado y liofilizado. Para
determinar la PS, Grado de Hidrdlisis (GH), Contenido de Fendlicos Totales (CFT),
Flavonoides Totales (FT), Antocianinas Totales (ANT), taninos condensados Yy
Capacidad Antioxidante (CAOX) se tomaron alicuotas a los 10, 25, 60, 90, 120 y 180

minutos durante la hidrélisis con ambas enzimas.

4. Grado de hidrolisis (GH)

El GH se determiné de acuerdo a la metodologia de Hoyle y Merr LTt (1994). El
método consiste en medir el contenido total de nitrégeno (N) soluble en acido
tricloroacético (TCA) al 10%. Se tomaron 5 mL de los hidrolizados y se mezclaron con 5

mL del TCA al 20%, se homogeneizé y posteriormente se centrifugd a 10000 rpm, por
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20 minutos a 10 °C; se recuper6 el sobrenadante y se le determiné el N soluble en el
TCA por el método de Kjeldahl. ElI grado de hidrdlisis se calcul6 mediante la ecuacion:

% GH = (N soluble en TCA de la muestra/ N total de la muestra) x 100

5. Preparacion de extractos metandlicos

La preparacion de extractos metandlicos de los hidrolizados se llevd a cabo
siguiendo la metodologia de Milan-Noris y col (2018) con algunas modificaciones. Se
tomaron 0.05 g de las harinas/hidrolizado liofilizado y se resuspendieron en 1 mL de
metanol al 80%. Posteriormente fueron sonicados durante 10 minutos a temperatura
ambiente y centrifugados a 4°C, 3000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante
obtenido se recolecto y a la pastilla restante se le volvio a repetir el mismo
procedimiento para obtener al final 2 mL de extracto el cual se llevo a sequedad en un

concentrador y fue almacenado a -4 °C hasta su posterior uso.

6. Determinacioén de compuestos fendlicos

a. Compuestos fendlicos totales (CFT)

Para la determinacion de los CFT se utilizo el método colorimétrico de Folin-
Ciocalteu descrito por Singlenton y col (1999). Esta prueba consiste en mezclar acido
fosfotlngstico y acido fosfomolibdico que se reduce, por la accion de los fenoles, en
una mezcla de oxidos azules de tungsteno en un medio altamente basico (carbonato
de sodio) al 7%. Los polifenoles son facilmente oxidables en medio basico, formando
O, los productos de oxidacion reaccionan con el molibdato formando 6xido de
molibdeno, este compuesto puede ser identificado y cuantificado por espectroscopia de

UV/visible debido a que absorbe a una longitud de 750 nm. Primeramente se colocaron

55



20 puL de la curva/muestra en una placa limpia y seca, posteriormente se afiadieron 180
pL del reactivo Folin-Ciocalteu y 50 uL de carbonato de sodio al 7%. Se incubd la placa
a temperatura ambiente durante 90 minutos y una vez finalizado el tiempo se tomé la
lectura a 750 nm. La cuantificacion se llevo a cabo utilizando una curva de &cido galico
y los resultados se expresaron en mg Equivalentes de Acido Galico (EAG) por 100 g de

muestra.

b. Determinacién de flavonoides totales (FT)

Para la determinacion de FT se siguié la metodologia descrita por Heimler y col
(2005). Primeramente se colocaron 20 pL del extracto metandlico de la curva/muestra
en una placa de 96 pocillos limpia y seca. Posteriormente se agregaron 100 pL de agua
destilada, 6 pL de nitrito de sodio al 5%, 12 uL de cloruro de aluminio, 40 pL de
hidroxido de sodio 1 M y 22 uL de agua destilada. Se dejé reposar 30 minutos y se
procedio a tomar la lectura al 510 nm. Para determinar la concentracion de flavonoides
se utiliz6 una curva de catequina. Los resultados fueron expresados como mg

Equivalentes de Catequina (CE) por 100 g de muestra.

c. Determinacién de antocianinas totales (ANT)

Para la determinacion de ANT se siguio la metodologia propuesta por Abdel-Aal y
Hucl (1999). Se tomaron 0.050 g de muestra y se mezclaron con 1 mL de metanol
acidificado frio (95% metanol, 1N HCI 85:15, v/v). Las muestras fueron agitadas por 30
minutos y centrifugadas a 3000g durante 5 minutos, posteriormente se recolecto el
sobrenadante y se leyo la absorbancia de la muestra a 535 y 700 nm. El contenido de

antocianinas se calcul6 utilizando el coeficiente de absorcién molar de 25,965 Abs/M x
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cm y el peso molecular de cianidina 3 glucosido de 449.2 g/mol. Los resultados se
expresaron como mg Equivalentes de Cianidina 3 Glucosido (CGE) por 100 g de

muestra.

d. Determinacion de taninos condensados

Se determinaron acorde a los procedimientos reportados por Broadhurts y Jones
(1978) y Xu y Chang (2007) con modificaciones. Este método se basa en la
condensacion de la vainillina con proantocianidinas en una solucion acidificada. La
vainillina protonada, un electrofilo débil, reacciona con el anillo del flavonoide en la
posicion C 6 u 8. El producto de esta reaccion se deshidrata facilmente para dar un
color rosa ligero a un intenso rojo cereza. Se procedié a tomar 20 pL de la muestra
(extracto metandlicos al 80%) y de una solucion de estandar de catequina (+) las cuales
se mezclaran con 1200 uL de vainillina al 4% en metanol y 600 pL de HCL concentrado
y se dejaran reposar 15 minutos. La absorbancia se midio a 500 nm en un
espectrofotometro visible UV. Los resultados se calcularon y expresaron como mg

equivalentes de Catequina (CE) por 100 gramos de muestra.

7. Medicion de la capacidad antioxidante (CAOX)

La CAOX de las muestras fue evaluada utilizando el método de Capacidad de
Absorcion de Radicales de Oxigeno (ORAC) (Ou y col 2001). Se adicionaron los
reactivos en el siguiente orden: 20 uL del estandar de trolox, 20 pL de los hidrolizados
diluidos previamente en PBS, 120 uL de solucion de fluoresceina (concentracion final
de 70 nM/pozo); y 60 uL de 2,2-azo-bis (2 amidino-propano) dihidrocloruro (AAPH)

(concentracion final 12 mM/pozo). Las placa fue incubada durante 15 minutos a 37 °C
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previo a la adicion de AAPH e inmediatamente después de la adicion de AAPH, la placa
se coloco en el lector de placas FL 800x para fluorescencia (Bio-Tek Instruments,
Winooski, VT), con una excitacion de 485 nm y una emision de filtro de 520 nm, y se
monitorearon las absorbancias cada 2 minutos durante 2 h. Los resultados se
calcularon basandose en las diferencias de area bajo la curva cayente fluorescente
entre el blanco y las muestras y se expresaron como micromoles de equivalentes de
trolox (umol ET) /mg de proteina soluble. El trolox (4-240 uM) un anélogo de vitamina E,

se utiliz6 como estandar.

8. Determinacion de las propiedades funcionales de las harinas e hidrolizados

proteicos de amaranto sin procesar y germinado

a. Indice de absorcion (IAA) y solubilidad en agua (ISA)

El IAA y el ISA fueron determinados de acuerdo con la metodologia reportada por
Du y col (2014). Primeramente, 0.250g de muestra y 3 mL de agua destilada se
colocaron en un tubo para centrifuga de 50 mL y se agitaron levemente. Posteriormente
los tubos se colocaron en bafio maria a 70°C durante 30 minutos y después fueron
centrifugados a 3000 xg por 10 minutos. ElI Sobrenadante se decanté en un vial de
vidrio previamente pesado para determinar el contenido de solidos secos después de
haberse dejado en un horno una noche a 105°C. El IAA y el ISA se calcularon de

acuerdo con las formulas siguientes:
IAA (g/g)= Peso del sedimento/peso de la muestra

ISA (%)= (Peso de los sélidos secos en el sobrenadante/peso de la muestra) x 100
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b. Indice de absorcion de aceite (IAAC)

El IAAc de las harinas/hidrolizados se determiné aplicando la metodologia reportada
por Ordorica-Falomir (1988). Muestras de 0.5 g de harina mas 3 mL de aceite vegetal
se colocaron en un tubo graduado para centrifuga, se agitaron durante 1 min en un
vortex, se dejaron reposar durante 30 min y finalmente, se centrifugaron a 1,600xg por
25 min. Se midi6 el volumen de aceite libre. La cantidad de aceite absorbido se calculo
restando el volumen de aceite libre al volumen de aceite inicial y se expres6 como mL

de aceite absorbido/g de harina. La prueba se realizo por triplicado.

c. indice de actividad de emulsion (EAI)

El EAI fue determinado mediante un método turbidimétrico reportado por Pearce y
Kinsella (1978). Las emulsiones de aceite en agua fueron preparadas justo antes del
analisis dispersando 25% (v/v) aceite de canola en un buffer de fosfatos (100 mM;pH 7)
el cual contenia 1%(p/v) de proteina, seguido de una homogenizacion usando un
ultraturrax a 14 000 rpm durante 1 minuto a temperatura ambiente. Para la
determinacién del EAI, 100 pL fueron afiadidos a 3 ml de 0.1% (p/v) sodium docecyl
sulfate (SDS) y mezclado en un vortex. La absorbancia de la emulsion diluida fue
medida a 500 nm con un espectrofotdmetro. La turbidez de la emulsién y el EAI fueron
calculados con las siguientes ecuaciones:

T=2.303 x (A/L) x D
EAI= (2xT)/(@ x C x1000)
Donde T es la turbidez de la emulsion en m, A es la absorbancia a 500 nm de la

emulsién diluida, D es el factor de dilucion, L es el ancho de la celda en m. EAIl es el
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indice de actividad de emulsion expresado en m?/g, @ es la fraccién de volumen de

aceite y C es la concentracion de la dispersion de proteina (mg/mL).

d. pH

Se llevo a cabo de acuerdo con la metodologia propuesta por Espinosa-Ramirez y
col (2016). Se realizé una dispersion de 0.3 g de harina/hidrolizado en 7.5 mL de agua
destilada e incubada durante 30 minutos a 25°C con agitacion continua. Posteriormente
se procedio a determinar el pH utilizando un potenciometro el cual fue calibrado con

buffers de 4, 7 y 10. La prueba se realizo por triplicado.

9. Analisis estadistico

El analisis estadistico se llevé a cabo mediante el software Statgraphics centurion
15. El grupo de medias fue analizado utilizando comparacion de medias LSD,
considerando diferencia estadistica significativa con un valor p <0.05 basado en
diferencias significantes minimas en base al analisis de varianza (ANOVA) de una sola

via. Todos los andlisis se llevaron a cabo en al menos tres replicas independientes.
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VIl RESULTADOS Y DISCUSION

1. Efecto de la germinacién sobre el contenido de proteina soluble,
compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante de la harina de

amaranto sin procesar y germinada

a. Cambios en el contenido de proteina soluble

En el Cuadro 7 se reporta el contenido de PS, el proceso de germinacion
incrementd un 37% (p<0.05) la PS en las muestras de amaranto. Se han reportado
valores mayores en el contenido de proteina soluble en granos sin procesar de
Amaranthus hypochoondriacus con 5.3 mg/mL (Montoya-Rodriguez y col 2014) y 6.23
mg/mL para Amaranthus mantegazzianus (Delgado y col 2011). Se han observado
incrementos en el contenido de proteina soluble por el proceso de germinacién, como el
caso de la soja (5%) (Vernaza y col 2012) vy frijol chino (8%) (cowpea bean) (De Sousa
Rocha y col 2014). Se sugiere que los cambios en la proteina soluble se deben a la
accion de las enzimas endopeptidasas, las cuales son activadas en las proteinas de
reserva para sintetizar nuevos tejidos durante la germinacion y esas proteinas

degradadas son mas solubles que las proteinas intactas (de Souza Rochay col 2014).

b. Cambios en el contenido de compuestos fendlicos totales

En el Cuadro 7 se reporta el contenido de fendlicos totales (CFT), el proceso de
germinacién incrementd un 17% (p<0.05) de CFT en las muestras de amaranto. Se han

reportado mayores incrementos en el contenido de CFT por efecto de la germinacion de
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Cuadro 7. Efecto de la germinacion sobre proteina soluble, compuestos fendlicos y

capacidad antioxidante en harinas de amaranto sin procesar y germinado

PARAMETRO HASP HAGO
Proteina soluble* 3.31 #0.34° 4.55 +0.10?
Compuestos Fendlicos Totales ? 23.34+ 1.25° 27.29+0.78°
Flavonoides * 4.6 £0.2° 12.1+0.12
Antocianinas totales * 0.58 + 0.04° 8.80 + 0.04°
Taninos condensados ° 133.11 +3.67° 65.72 + 5.29°
Capacidad antioxidante ORAC ° 415.97 +34.72° 920 +70.90°

HASP= Harina de Amaranto Sin Procesar, HAGO= Harina de Amaranto Germinado
Optimizado. : mg/mL de proteina soluble, % mg equivalentes de &acido galico/100 g
base seca, *: mg equivalentes de catequina (CE)/100 g base seca ,*: mg equivalentes
de cianidina-3-glucosido/100 g base seca, °: mg equivalentes de catequina(CE)/100 g
base seca,® :umol equivalentes de Trolox (ET)/mg de proteina soluble. Los resultados
se expresan como media * desviacion estandar; Medias con letra superindice diferente
en el mismo renglén indican diferencia significativa (LSD p<0.05).
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1103% (Perales-Sanchez y col 2014b) y 1123% (Sanchez-Osuna 2018) en granos de
Amaranthus hypochondriacus, valores de 287% (Paucar-Menacho y col 2017) y 307%
(Alvarez-Jubete y col 2010) en granos de Amaranthus caudatus y de 42% en frijol
mungo y 26% frijol rojo (Sangsukiam y col 2017). Los cambios en el contenido de
compuestos fendlicos durante la germinacion son atribuidos a la liberacion de estos
compuestos de matrices celulares y proteinas, ya que las enzimas que degradan las
paredes celulares (principalmente esterasas) se encuentran activas y contribuyen a la
modificacion de la estructura de la pared celular del grano. También se relaciona el
incremento a la biosintesis de nuevos compuestos, ya que se ha informado sobre la
activacion de la enzima PAL durante la germinacion de las semillas (Perales-Sanchez y
col 2014b; Paucar-Menancho y col 2017). Los compuestos fendlicos son producto del
metabolismo secundario de las plantas y estos son sintetizados en respuesta a
estimulos ambientales tales como la luz, humedad, condiciones del suelo y agua,
presencia de microorganismos en el ambiente o predadores, clima, condiciones
geograficas etc. Estos metabolitos tienen como principal funcién proveer de proteccion
a las plantas, confiriéndoles resistencia y defensa, por lo que su contenido se ve
afectado por los factores ambientales tanto bidticos como abidticos (Taiz y Zeiger

2002).

c. Cambios en el contenido de flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales (FT) en la harina de amaranto sin procesar y
germinada fue de 4.6 y 12.1 mg CE/100 g bs respectivamente, lo cual corresponde a un
incremento del 163% (p<0.05) por efecto de la germinacién (Cuadro 7). Otros

investigadores han reportado cantidades mayores de FT en especies de amaranto

63



crudo, con valores de 18.66 (Lucero Lopez y col 2011) y 16.86 mg CE/100 g bs
(Perales-Sanchez y col 2014b) en A. hypochondriacus. Por otra parte, Li y col (2015)
reportan un contenido de flavonoides en la semilla de amaranto sin procesar de 3
especies diferentes (A hypochondriacus, A. caudatus y A. cruentus) de 0.37, 0.53 y 0.35

mg CE/g bs respectivamente.

El incremento de FT por germinacién (206%) ha sido observado previamente en
Amaranthus hypochondriacus (Perales-Sanchez y col 2014b). Sin embargo, efecto
contrario se observo en A. Caudatus presentado una ligera disminucion del 32.5% en
los FT (Li y col 2015). También se han reportado incrementos por efecto de la
germinacion en otras semillas como el garbanzo y maiz blanco, en los cuales se reflejo
un incremento del 109% (Dominguez-Aispuro y col 2018) y del 186% (ZILIC y col 2015)
respectivamente. El incremento en el contenido de flavonoides se relaciona con la
sintesis novo y la liberacion de estos de matrices celulares que ocurre durante la

germinacion (Perales-Sanchez y col 2014b; Zilic y col 2015).

d. Cambio en el contenido de antocianinas totales

El contenido de antocianinas totales (ANT) fue de 0.58 mg CGE/100 g para la harina
de amaranto sin procesar y de 8.80 mg CGE/100 g para la harina germinada (Cuadro
7). Esta diferencia representa un incremento del 1417%(p<0.05) atribuido al proceso de
germinacién. Se han reportado valores mayores de ANT que van de 0.9 a 103.6 mg
CGE/100g en harinas de amaranto sin procesar (Pasko y col 2009; Lucero Lopez y col
2011; Rocchetti y col 2017). El efecto de la germinacién del grano de amaranto sobre el

contenido de antocianinas ya ha sido observado por algunos investigadores. La
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germinacion incrementé el contenido de ANT en 200% en A. hypochondriacus (Osuna 'y
col 2017) y un 26% en A. cruentus (Pasko y col 2009). Sin embargo, efecto contrario se
observé en maiz morado y quinua, en donde la germinacion produjo una disminucion

del 132% y 565% respectivamente (Valencia Bustamante 2015).

Se ha sugerido que el incremento en el contenido de antocianinas por la
germinacion puede ser debida a la sintesis de novo y polimeracion de los compuestos
fendlicos durante ese bioproceso (Khoddami y col 2017). Ademas, también se ha
observado que la exposicion a la luz de los granos durante la germinacion afectaba

positivamente el contenido de antocianinas (Pasko y col 2009).

e. Cambios en el contenido de taninos condensados

Se encontro una disminucion en el contenido de taninos condensados de 50.62%
(p<0.05) por efecto de la germinacion (Cuadro 7). Dicho efecto concuerda con lo
observado por otros autores en semillas de amaranto. Kanesi y col (2011) reportaron un
contenido de taninos del 0.8% Equivalentes de Catequina en muestras de amaranto sin
procesar, mientras que en los germinados no fueron detectados. Olawoye y col (2017) y
Kumari y col (2015) reportaron una disminucién de taninos condensados del 54% y 68%
por efecto de la germinacion en semillas de Amaranthus viridis y soja respectivamente,
mientras que Hejazi y col (2016) reportd un incremento del 47% en semillas de A.
caudatus por efecto de la germinacion. Los autores refieren que la disminucion del
contenido de taninos condensados pudo ser debida a la actividad enzimatica presente
durante el bioproceso, en donde varios componentes como los carbohidratos,

proteinas, fibra, lipidos asi como también los compuestos fendlicos son degradados,
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concluyendo que la germinacion es un proceso eficaz para disminuir estos compuestos

antinutricionales (Kumari y col 2015).

f. Cambios en la capacidad antioxidante

La germinacion de amaranto causd un incremento en la Capacidad Antioxidante
(CAOX) de 121% (Cuadro 7). El efecto de la germinacion sobre la CAOX ha sido
previamente evaluado. Se han reportado incrementos significativos en la CAOX de
300% en amaranto (Perales-Sanchez y col 2014b), 8% en soja (Vernaza y col 2012),
178% en garbanzo (Dominguez-Aispuro y col 2017) y 83% en frijol chino (De Sousa
Rocha y col 2014) mientras que Lopez-Barrios y col (2016) no encontraron cambios
significativos al germinar frijol negro. La concentracion de compuestos fendlicos se ha
relacionado con una mayor CAOX (Guardado-Félix y col 2017). Por otra parte, se ha
hipotetizado que durante la germinacion ocurre un incremento en la actividad de la
enzima PAL la cual promueve la biosintesis de compuestos fendlicos (Dominguez-
Aispuro y col 2017; Guardado-Félix y col 2017). Ademas, la activacion de la respiracion
de la semilla y la degradacion enzimatica de las proteinas, almidén y de la pared celular
contribuye a la liberacion de los compuestos fendlicos ligados (Acosta-Estrada y col
2014). Adicionalmente, otros elementos presentes en las harinas como los aminoacidos
aromaticos y azufrados son capaces de donar electrones y neutralizar a los radicales
libres (Vernaza y col 2012). Como se reporté anteriormente, el contenido de CFT, FT,
ANT y PS increment6 en la muestra germinada (p<0.05), lo cual pudo haber contribuido

con la CAOX.
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2. Efecto de la hidrélisis enzimética sobre el contenido de proteina soluble en

harina de amaranto crudo y germinado

El uso de pepsina para la elaboracion de los hidrolizados de amaranto sin procesar
incrementd significativamente (p<0.05) el contenido de PS de 3.31 a 5.25 mg/mL
durante los 180 min, este incremento corresponde al 48.7% de la proteina digerida total
(GH; valores en anexos) (Cuadro 8). Al continuar la hidrdlisis con la enzima pancreatina
observamos un maximo de PS a los 240 minutos (5.53 mg/mL). Después de este
tiempo el contenido de PS se mantiene estadisticamente constante. Al tiempo 360
minutos con las dos enzimas tenemos hidrolizados con 73% total de la proteina
digerida. La hidrdlisis de harina de amaranto germinado con pepsina incrementé
significativamente (p<0.05) la PS de 4.55 a 6.07 mg/mL. Dicho incremento corresponde
al 46.03% de la proteina digerida total. Durante la hidrdlisis con pancreatina se observo
un maximo de PS a los 205 minutos (6.37 mg/mL). Al finalizar la hidrélisis con las dos

enzimas (360 minutos), obtuvimos hidrolizados con un 63% total de la proteina digerida.

Los cambios en el contenido de PS en hidrolizados proteicos ya han sido evaluados
en amaranto y otras semillas. Montoya-Rodriguez y col (2014) reportaron que la
hidrolisis enzimatica de A. hypochondriacus sin procesar aumenté la PS 75% luego de
360 minutos de hidrdlisis con pepsina y pancreatina, encontrando un maximo valor a los
205 minutos (9.8 mg/mL) de hidrdlisis. Vernaza y col (2012) reportan una disminucién
de PS (17%) en hidrolizados de soja sin procesar (p<0.05), mientras que en los
hidrolizados de soja germinada (72 horas, 25°C) la PS se mantuvo sin cambios
significativos. Por otro lado, de Sousa Rocha y col (2014) germinaron e hidrolizaron

durante 4 horas semillas de frijol chino (cowpea bean), encontrando una disminucion de
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Cuadro 8. Efecto de la hidrdlisis enzimatica sobre el contenido de proteina soluble en

harinas de amaranto sin procesar y germinado

Tiempo de hidrélisis Contenido de

Enzima _
(min) proteina soluble*
HASP HAGO

0 3.31+0.34 4.55 + 0.10°

Pepsina 10 3.25 + 0.24' 4.41 + 0.40'
25 3.41 +0.20' 4.72 +0.15°

60 3.89+0.17¢ 5.26 + 0.18°

90 4.30 +0.19° 5.37 + 0.26°

120 4,57 +0.18° 5.79 +0.18°

180 5.25 + 0.27° 6.07 £ 0.27°

Pepsina+ Pancreatina 190 5.47 +0.34% 6.17 + 0.25%
205 5.46 + 0.31% 6.37 + 0.342

240 5.53 +0.122 6.21 +0.18%®

270 541+0.28%  6.17+0.39®

300 5.39 + 0.15® 6.04 + 0.31°

360 5.34 + 0.16% 5.99 + 0.26™

HASP= Harina de Amaranto Sin Procesar; HAGO= Harina de Amaranto Germinado
Optimizado; *= mg/mL. Los resultados se expresan como media = desviacion estandar;
Medias con letras superindice diferentes dentro de cada columna indican diferencia
significativa (LSD p<0.05).
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la PS en hidrolizados sin procesar (71.7 a 69.2%) y germinados (77.6 a 69%) (p<0.05).
Se ha sugerido que el incremento en el contenido de PS luego de la hidrolisis
enzimatica es debido a la generacion de péptidos con pequefias masas moleculares
(Montoya-Rodriguez 2014), ya que se ha encontrado que la hidrélisis de aislados
protéicos de Amaranthus mantegazzianus tenia mayor contenido de proteina soluble
(98% vs 74% de proteina soluble) y de péptidos con masas menores de 3 KDa (80% vs

22% de péptidos) que los aislados sin hidrolizar (Tironi y Afion 2009).

3. Efecto de la hidrolisis enzimatica sobre los compuestos fendlicos y

capacidad antioxidante en harinas de amaranto crudo y germinado.

a. Efecto de la hidrdlisis enzimatica sobre el contenido de compuestos

fendlicos totales

La hidrdlisis con pepsina incremento significativamente (p<0.05) el contenido de
CFT, con valores de 23.34 a 346.08 mg EAG/100g bs en la harina sin procesar, el cual
es el valor maximo obtenido representando un incremento del 1383%. Sin embargo,
durante la accion de pancreatina, el contenido de compuestos fendlicos fue
disminuyendo conforme el tiempo de hidrélisis (180-360 minutos) variando de 346 a
176.97 mg EAG/100. A pesar de este efecto, la hidrolisis total causo un incremento del
658% con respecto al contenido inicial sin hidrolizar (p<0.05) (Cuadro 9). Un
comportamiento similar se pudo apreciar en las harinas de amaranto germinado, donde
los CFT incrementaron de 27 a 426 mg EAG/100 g (1462%, por 180 min) debido a la
accion de la pepsina. Cabe resaltar que a los 10 min de hidrdlisis tenemos valores

similares que la hidrdlisis completa con pepsina de la harina de amaranto sin procesar.
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Cuadro 9. Efecto de la hidrdlisis enzimatica sobre el contenido de compuestos fendlicos

en harinas de amaranto sin procesar y germinado

Tiempo de hidrélisis

Compuestos

Enzima (min) Fenodlicos Totales
HASP HAGO
o! 23.34 +1.25' 27.29 +0.78
Pepsina 10? 193.31+14.8"  349.20+6.12°
252 213.40+3.34° 368.83+6.74°
602 266.92+3.68°  398.09+11.82°
90? 208.09+3.24°  409.94+10.21%
1202 325.32+16.08° 420.22+242
1802 346.08+1.72 426.33+9.732
Pepsina + Pancreatina 1902 172.65+11.979  335.50+5.94°
2052 178.66+5.57%  337.54+9.27¢
2407 171.80+2.729  279.11+3.61°
270° 155.65+7.41"  267.54+2.16°
2
300 153.21+3.68"  262.72+17.01°
360° 176.97+6.26°  268.37+14.63°

HASP= Harina de Amaranto Sin Procesar; HAGO= Harina de Amaranto Germinado

Optimizado; *

2

mg equivalentes de acido galico (EAG)/100 g base seca; ‘mg

equivalentes de &cido galico (EAG)/100 g muestra liofilizada. Los resultados se
expresan como media + desviacidon estandar; Medias con letras superindice diferentes
dentro de cada columna indican una diferencia significativa (LSD p<0.05).
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De igual manera, la hidrdlisis con pancreatina disminuye el contenido de CFT con el
tiempo de hidrdlisis de 426 a 268.37 mg EAG/100 g después de 360 minutos. Dicha
cantidad representa un incremento de compuestos fendlicos del 883% con respecto al
contenido inicial sin hidrolizar (p<0.05). Es importante destacar que el efecto de la
germinacién en conjunto con una hidrélisis enzimética con pepsina generdé el mayor
contenido de CFT, lo que sugiere que estos tratamientos son la mejor combinacién de
procesos aplicados al grano de amaranto. Se ha reportado que los hidrolizados con
pepsina y pancreatina (6 horas) de Amaranthus cruentus mostraron un incremento del
425% en el contenido de CFT (Pazinatto y col 2013). Resultados similares fueron
observados por Sangsukiam y col (2017) quienes encontraron que los hidrolizados de
frijol mungo (Vigna radiata) y frijol rojo (Vigna angularis) sin procesar incrementaron un
19 y 29% el contenido de CFT, mientras que los hidrolizados de los germinados
mostraron un aumento del 77 y el 50% respectivamente (p<0.05). Sancho y col (2015)
evaluaron el efecto de la hidrdlisis con pepsina y pancreatina (3 horas) de semillas de
frijol negro y rojo, encontrando que los hidrolizados disminuyeron el contenido de CFT
en 75y 52 % respectivamente (p<0.05). Pellegrini y col (2018), utilizaron un indice de
recuperacion, el cual relaciona el contenido de compuestos fendlicos luego de la
hidrolisis gastrica (pepsina, 2 horas) o intestinal (pancreatina, 2 horas) con respecto a la
muestra sin hidrolizar, para evaluar el efecto de la hidrélisis enzimatica de semillas de
chia blanca esparfiola sobre los CFT, encontrando que la hidrélisis con pepsina vy

pancreatina incrementd un 200% y 190% los CFT respectivamente (p<0.05).

El comportamiento de los compuestos fendlicos durante la hidrélisis enzimatica esta

relacionado el tipo de compuestos fendlicos que contienen las muestras a hidrolizar. En
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los cereales, la mayoria de los compuestos fendlicos se encuentran de manera
insoluble y ligada a otras moléculas, como proteinas, almidon y fibra (Acosta-Estrada y
col 2014). Algunos autores atribuyen el incremento a la liberacion de fitoquimicos
debido a la accion proteolitica de las enzimas durante la germinacion y la accion
extensiva de la enzima durante la hidrélisis, ya que la hidrélisis puede modificar las
uniones macronutrientes-fendlicos resultando en la liberacién de estos compuestos
(Acosta-Estrada y col 2014; Sangsukiam y Duangmal 2017; Pellegrini y col 2018). Por
otra parte, una disminucion de los fendlicos en la hidrdlisis alcalina puedo ser causado
por el pH elevado ya que puede volver inestable a esos compuestos (Sancho y col

2015).

b. Efecto de la hidrélisis enzimatica sobre el contenido de flavonoides totales

El contenido de FT increment6é de 4.6 mg CE/100 g en la harina de amaranto sin
procesar a un maximo de 36.31 mg CE/100 g a los 190 minutos de la hidrdlisis con
pepsina y pancreatina (p<0.05) (Cuadro 10). Sin embargo, a partir del minuto 205 a 360
no se observé una tendencia significativa. De cualquier forma la hidrdlisis total
incrementd 357% el contenido de FT en comparaciéon a la harina de amaranto sin
procesar y sin hidrolizar. Con respecto a la harina germinada, se obtuvieron valores en
un rango de 54.36 a 82.20 mg CE/100 g. El valor mas alto obtenido fue de 82.20 mg, el
cual se obtuvo a los 240 minutos de hidrélisis con pepsina y pancreatina. Sin embargo a
partir de ese tiempo, se observo una disminucion en el contenido de FT para finalizar
con una concentracién de 50.82 mg CE/100 g, conservando un incremento del 322%

con respecto a la harina germinada sin hidrolizar (p<0.05).
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Cuadro 10. Efecto de la hidrélisis enzimatica sobre el contenido de flavonoides en

harinas de amaranto sin procesar y germinado

Tiempo de
Enzima hidrélisis (min) Flavonoides
HASP HAGO

o' 4.6+0.19°  12.05 +0.07"
Pepsina 102 8.47+0.00°  54.36+2.04
257 8.08+0.68%" 57.10+0.68
607 12.39+0.68" 59.45+0.68%
90? 9.25+0.68%  56.32+0.68°
1202 6.90+0.68"  54.74+0.68'
1802 11.61+0.68" 68.08+2.96°
Pepsina + Pancreatina 1902 36.31+0.68% 66.51+2.96°
2057 30.82+1.18"  75.53+2.04°
240° 26.90+0.68° 82.20+3.39?

270? 35.92+1.36%  72+1.18°
3007 24.55+0.68°  62.20+4.45¢
3607 21.02+0.68° 50.82+0.00°

HASP= Harina de Amaranto Sin Procesar; HAGO= Harina de Amaranto Germinado
Optimizado; *: mg equivalentes de catequina (CE)/100 g base seca; %: mg equivalentes
de catequina (CE)/100 g muestra liofilizada. Los resultados se expresan como media +
desviacidén estandar; Medias con letras superindice diferentes dentro de cada columna
indican una diferencia significativas (LSD p<0.05).
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Como en el caso de los CFT, la muestra germinada obtuvo un mayor contenido de
FT para todos los tiempos de la hidrdélisis enzimética en comparacion con la harina sin
procesar, por lo que se puede atribuir al proceso de germinacion. Podemos destacar
que la mejor combinaciéon de procesos aplicados al grano de amaranto fue la
germinaciéon en conjunto con la hidrélisis de 240 minutos con pepsina y pancreatina. Se
ha evaluado el contenido de FT en hidrolizados de pseudocereales, leguminosas y
otras semillas. El efecto sobre el contenido de FT varia de acuerdo a la semilla y las
enzimas utilizadas. Por ejemplo la hidrdlisis con alcalasa en frijol pinto (Phaseolus
vulgaris L), no modificd el contenido de FT a ningun tiempo de hidrdlisis (0 a 120
minutos) (Garcia-Mora y col 2015), Mientras que la hidrdlisis en semillas de Prinsepia
utilis con pepsina y pancreatina (4 horas) causd un incremento significativo en el
contenido de FT durante la digestion gastrica (9%) e intestinal (17%) (Huang y col
2017). Por otra parte, Sancho y col (2015) encontraron que la hidrélisis con pepsina y
pancreatina (3 horas) produjo una disminucion en el contenido de FT en el frijol negro
(27%) (p<0.05), mientras que no hubo cambios en el frijol rojo pequefio. Pellegrini y col
(2017) reportaron incrementos significativos (p<0.05) en indices de recuperacion de
flavonoides luego de la hidrdlisis de quinua blanca espafiola durante la hidrolisis con
pepsina (250%) y pancreatina (180%) con respecto a la harina de quinua sin hidrolizar.
Los cambios en el contenido de flavonoides durante la hidrélisis enzimatica pueden ser
atribuidos a la bioaccesibilidad de estos compuestos, la matriz alimentaria en la que se
encuentren y la interaccion que estos tengan con el medio (Huang y col 2017; Pellegrini

y col 2017; 2018).
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c. Efecto de la hidrolisis enziméatica sobre el contenido de taninos

condensados

La hidrdlisis con pepsina (180 minutos) de la harina de amaranto sin procesar
genero un incremento en el contenido de taninos de 84% (244 mg CE/100 g), mientras
gue al finalizar la hidrélisis con pancreatina (minuto 360) fue de 15.6%(153 mg CE/100
g) con respecto a la harina no procesada sin hidrolizar (133 mg CE/100 g) (p<0.05)
(Figura 8). En los hidrolizados de la harina germinada, se observé un incremento
significativo (p<0.05) del 279%(249 mg CE/100 g) durante la hidrolisis con pepsina y de
88% (123 mg CE/100 g) luego de la hidrolisis total al compararse con la harina sin
hidrolizar (65 mg CE/100 g). Por otra parte se evaluo el contenido de taninos al minuto
240 de hidrdlisis con pepsina+pancreatina, el cual fue el tiempo con mayor contenido de
FT, se encontraron valores mas bajos que los obtenidos al finalizar la hidrdlisis
completa: (61.5 mg CE/100 g) HASP y (105.7 mg CE/100 g) HAGO. Se han reportado
comportamientos similares en la hidrolisis enzimatica de algunas semillas. Por ejemplo
en sorgo rojo, se observo un incremento del 93% al hidrolizar con pepsina (2 horas) y
de 71% empleando pancreatina (2 horas), mientras que en sorgo blanco ocurrié una
disminucién (p<0.05) del 50% durante la hidrdlisis con pepsina y un incremento
(p<0.05) del 211% durante el uso de pancreatina al compararse con la muestra sin
hidrolizar (Adarkwah-Yiadom y col 2017). Por otra parte, Sancho y col (2015) reportan
una disminucion significativa (p<0.05) del 1159% en frijol negro y 975% en frijol rojo
pequefio luego de una hidrélisis enzimatica con pepsina y pancreatina (3 horas) al
compararse con la muestra sin hidrolizar. Se cree que durante la hidrélisis gastrica
ocurre una liberacion de las proantocianidinas que estaban unidas a las proteinas y

carbohidratos, mientras que el incremento durante la fase pancreatica es atribuido a la
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Figura 8. Efecto de la hidrdlisis enzimatica sobre el contenido de taninos condensados
en harinas de amaranto sin procesar y germinado. HASP= Harina de Amaranto sin
Procesar; HAGO= Harina de Amaranto Germinado Optimizado; *= mg equivalentes de
catequina (CE)/100 g de muestra liofilizada. La comparacion fue realizada por tipo de
muestra. Medias con letras superindice diferente de cada muestra indican una
diferencia significativa (p<0.05). Las barras verticales indican desviacion estandar.
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digestion adicional y al uso de mas enzimas que facilitaron la liberacion de los
compuestos ligados a la matrices alimentarias (Sancho y col 2015; Adarkwah-Yiadom y

Duodu 2017).

d. Efecto de la hidroélisis enzimatica sobre el contenido de antocianinas totales

La hidrdlisis enzimatica con pepsina y pancreatina afecté de manera negativa el
contenido de ANT en ambas harinas. En la harina sin procesar, el uso de la enzima
pepsina ocasiond una disminucion del 21% (0.58 a 0.48 mg CGE/100 g), mientras que
durante la accion con pancreatina la disminucion fue del 23% (0.58 a 0.47 mg CGE/100
0) (p<0.05) al compararse con la HASP sin hidrolizar (O min) (Figura 9 A). De manera
similar ocurrié en la harina germinada, donde la hidrolisis con pepsina generé una
disminucién del 209% (8.8 a 2.85 mg CGE/ 100 g) y del 317% (8.8 a 2.11 mg CGE/100
g) con pancreatina (p<0.05) (Figura 9 B). Comportamientos similares fueron reportados
por algunos autores en semillas y frutos. Sancho y col (2015) reporté un contenido de
ANT de 0.83 y 0.08 mg CGE/g en frijol negro y rojo, respectivamente, mientras que al
concluir la hidrolisis enzimatica con pepsina y pancreatina (3 horas) no fueron
detectadas. Bouayed y col (2011) hidrolizaron extractos metandlicos de manzana
variedad Jonaprinz y Jonagold con pepsina (1 hora) y pancreatina (2 horas),
encontrando que la hidrdlisis con pepsina no tenia efecto sobre el contenido de ANT,
mientras que la accion de pancreatina hizo indetectable estos compuestos. Ryu y col
(2018) evaluaron el contenido de antocianinas en extractos de Rubus occidentalis
hidrolizados con pepsina y pancreatina, encontrando que la hidrdlisis con pepsina no
tuvo ningun efecto sobre las ANT, mientras que la pancreatina disminuyé un 45% el
contenido de ANT.
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Figura 9. Efecto de la hidrolisis enzimatica sobre el contenido de antocianinas totales
en harinas de amaranto sin procesar (A) y germinado (B); *= mg equivalentes de
cianidina-3-glucésido/ 100 g. Los resultados se expresan como media. Medias con
letras diferentes indican una diferencia significativa (p<0.05). Las barras verticales

indican la desviacion estandar.
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Sun y col (2015) observaron que la hidrolisis de arroz purpura (Oryza Sativa L.) con
pepsina (2 horas) no afect6 el contenido de ANT, mientras que el uso de pancreatina (2
horas) disminuyd su contenido en un 76%. Se ha hipotetizado que las antocianinas son
estables a condiciones gastricas (pH 1.2-2), mientras que a pH alcalino (semejante al
empleado en la hidrélisis con pancreatina) son hidratadas para producir una pseudo-
base carbinol incolora y luego transformada en una chalcona incolora. Algunos factores
pueden influir en la estabilidad de las antocianinas tal como la estructura quimica,
concentracion, la matriz alimentaria, solventes, enzimas digestivas y proteinas

(Bouayed y col 2011; Suny col 2015; Ryu y Koh 2018).

e. Capacidad antioxidante en hidrolizados de la harina de amaranto sin

procesar y germinada

El uso de pepsina para producir hidrolizados de harina de amaranto sin procesar
incrementd (p<0.05) la CAOX 51% (415.97 a 627.45 umol ET/mg PS) (Figura 10).
Recordemos que al finalizar la digestion con pepsina el GH fue de 48.7%. Al continuar
la digestion con pancreatina se obtuvo un incremento maximo de 136% a los 270
minutos de hidrdlisis (983.05 pumol ET/mg PS), a partir de entonces los valores se
mantuvieron estadisticamente constantes hasta los 360 minutos. De manera similar el
GH se mantuvo sin cambios a partir de los 205 minutos. Un comportamiento diferente
se observo en la harina germinada, la digestién con pepsina provocé una disminucién
del 26% (p<0.05) en la CAOX. Podemos destacar que a los 180 minutos de digestion,
los hidrolizados de la harina germinada tenian el 46% de GH, menor que el obtenido en

la hidrdlisis de la harina sin procesar.
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Mientras que la digestion con pancreatina, se obtuvo un incremento maximo del
42% en la CAOX a los 270 minutos, mientras que al finalizar la hidrolisis (360 minutos)
el incremento fue de 25%. Aun asi, los hidrolizados de la harina germinada presentaron
valores méas altos de CAOX que los hidrolizados de la harina sin procesar con ambas

enzimas, aunque el GH fue menor en los hidrolizados de harina germinada.

Comportamientos similares se han reportado en algunas semillas. Montoya-
Rodriguez y col (2014) reporta un incremento en la CAOX en hidrolizados proteicos de
A. hypochondriacus sin procesar con pepsina y pancreatina (6 horas), obteniendo un
valor maximo de 217.3 umol ET/mg PS a los 120 minutos con pepsina, el cual es menor
gue el obtenido por nosotros a ese mismo tiempo de hidrdlisis. Sin embargo al finalizar
la digestion con pepsina (180 minutos) la CAOX fue de 126 umol ET/mg PS. Al finalizar
la hidrdlisis con pancreatina, se obtuvo una CAOX de 119.3 3 umol ET/mg PS.
Pazinatto y col (2013) encontraron que la digestion de Amaranthus cruentus con
pepsina (2 horas) incrementaba la CAOX en 1000% vy la hidrdlisis con pancreatina (4
horas) en 117% (p<0.05). Delgado y col (2011), hidrolizaron aislados proteinicos de
Amaranthus mantegazzianus utilizando pepsina (1 hora) y pancreatina (2 horas),
concluyendo que la hidrdlisis enzimatica es eficaz para incrementar la CAOX 175%

(p<0.05).

Vernaza y col (2012) hidrolizaron soja sin procesar y germinada (72 horas) con
alcalasa (3 horas), encontrando un incremento (p<0.05) en la CAOX de 10.4% luego de
1 hora de hidrdlisis en las muestras sin procesar, mientras que en las siguientes 2 horas
de hidrdlisis no se encontraron cambios significativos. En las germinadas se observé un

incremento significativo en la CAOX en cada una de las horas de hidrdlisis, mostrando
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un incremento maximo del 13% luego de 1 hora (p<0.05). Lépez Barrios y col (2016),
evaluaron la CAOX en hidrolizados de frijol negro sin procesar y germinado (72 horas),
encontrando que la hidrdlisis del frijol negro sin procesar con pepsina y pancreatina
incrementaba la CAOX en 489%, 361% y 433% a los 60,120 y 180 minutos de hidrdlisis
respectivamente. De manera similar se observé en el frijol germinado, en donde se
obtuvo un aumento de 378%, 335% y 300% a los 60, 120 y 180 minutos de hidrdlisis.
Garcia-Mora y col (2015), hidrolizaron frijol pinto con alcalasa (2 horas) y encontraron

un incremento en la CAOX conforme incrementaba el tiempo de hidrdlisis (p<0.05).

Se ha sugerido que la CAOX de los hidrolizados esta relacionada con la
composicion y secuencia de aminoacidos de los péptidos liberados después de la
hidrolisis enzimatica, asi como también por efecto de los compuestos fendlicos
liberados presentes en el alimento (Sangsukiam y Duangmal 2017). La hidrdlisis
enzimatica ha sido ampliamente utilizada para mejorar la CAOX de las proteinas
alimentarias ya que de ella se han derivado péptidos con actividades antioxidantes de

diferentes proteinas vegetales y animales (Pazinatto y col 2013).

4. Efecto de la germinacién y la hidrdélisis enzimética en las propiedades

funcionales de harinas de amaranto

a. Indice de absorcion de agua (IAA)

La germinacién del grano de amaranto disminuy6 (p<0.05) el IAA en un 45% (5.47 a
3.77 g gel/g muestra) (Cuadro 11). Se han reportado aumentos en el IAA por efecto de
la germinacién de 81% (Perales-Sanchez 2014a) y 195% (Sanchez-Osuna 2018) en

Amaranthus hypochondriacus, mientras que en semillas de A. cruentus y A. caudatus
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Cuadro 11. Efecto de la germinacion e hidrdlisis enzimética sobre las propiedades

funcionales del grano de amaranto

HIDROLIZADO
PARAMETRO SIN HIDROLIZAR Pepsina (60 minutos)
Pancreatina (90 minutos)
IAAT HASP 5.47+0.05" 0.47+0.02%°
HAGO 3.77+0.05"" 0.7+0.03%®
ISA? HASP 13.6+0.46°° 107.07+9.6"2
HAGO 48.9+2.15°2 102.67+4.39"
IAAC® HASP 1.23+0.03"° 1.41+0.01%®
HAGO 1.55+0.06"2 0.86+0.08""
EAl'* HASP 2.24+0.08"® 1.62+0.04°2
HAGO 2.38+0.21"® 1.69+0.04°2
pH HASP 6.56+0"® 4.03+0%2
HAGO 5.72+0.06"" 4.06+0%2

IAA= indice de Absorcién de Agua; ISA= indice de Solubilidad en Agua; IAAc= indice de
Absorcion de Aceite; EAI = indice de Actividad de Emulsién.*g de gel/ g de muestra; ?g
sélidos secos/100 g de muestra; * mL de aceite absorbido/ g de muestra; * m?/g. Los
valores se expresan como medias * desviacion estandar; Letras mayusculas diferentes
en cada linea indican una diferencia significativa (hidrolisis) (p<0.05). Letras minusculas

diferentes por

(germinacion) (p<0.05).

columna para cada parametro

83

indican diferencia significativa



se ha mostrado una disminucién de un 80% y 77% respectivamente (Gamel y col 2006).
El IAA determina el volumen ocupado por el almidén después de que se hidrata en
exceso de agua e indica la integridad del almidon en dispersiones acuosas. Este indice
se relaciona con la hidroficidad y la capacidad de gelificacion del almidén y las
proteinas que se encuentran en la harina de los granos de amaranto, por lo que su dis--
minucion puede ser atribuida a la hidrélisis enzimética parcial del almidén y las
proteinas que ocurrieron durante la germinacién. Durante este bioproceso, el contenido
de almidén del grano de amaranto puede disminuir en un 30% (Gamel y col 2005;
Gamel y col 2006). Los valores de IAA que presentaron las harinas de amaranto sin
procesar y germinada en nuestro estudio sugieren su uso en la formulacién de
alimentos como salchichas, masas, quesos procesados, sopas y productos horneados

(Jany col 2017).

La hidrolisis enzimatica con pepsina (90 minutos) y pancreatina (60 minutos)
disminuyo (p<0.05) el IAA en 1064% (5.47 a 0.47 g gel/g muestra) y 439% (3.77a 0.7g
gel/g muestra) de los hidrolizados de la harina de amaranto sin procesar y germinada
respectivamente (Cuadro 11). Efectos similares fueron reportados por Soria-Hernandez
y col (2015), al observar que la hidrolisis proteica de mezclas de maiz y soya disminuyo
el IAA en un 356%. Meinlschmidt y col (2016) encontraron una disminucion
significativamente de la capacidad de absorcion de agua de 189% en aislados proteicos
de soya hidrolizados con pepsina. Se cree que la disminucion en el IAA se debe a la
generacion de péptidos de pequefia masa molecular que son incapaces de retener
agua y a la disrupcién de la red proteinica provocada por la accién de las proteasas

(Soria-Hernandez y col 2015; Meinlschmidt y col 2016).
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b. indice de solubilidad en agua (ISA)

El ISA incrementd (p<0.05) un 260% (13.6 a 48.9 g sélidos secos/100 g muestra)
luego de la germinacion del grano (Cuadro 11). Mildn-Carrillo y col (2012) evaluaron el
ISA en granos de amaranto procesado, reportando valores de 13.42, 60.8 y 21.20 g
solidos secos/100 g de muestra en harina de A hypochondriacus sin procesar, extrudido
y tostado respectivamente. En amaranto germinado se han reportado incrementos en el
ISA de 108%, 120% y 253% (Perales-Sanchez 2014a; Chauhan y col 2017; Sanchez-
Osuna 2018). Se ha sugerido que los cambios en los IAA y ISA se deben al incremento
en el contenido de polisacaridos solubles y compuestos de bajo peso molecular

generados durante la germinaciéon (Du y col 2014; Chauhan y col 2015; Jan y col 2017).

El ISA se potencializ6 en ambas harina luego de la hidrdélisis enzimatica,
incrementando (p<0.05) un 687% (13.6 a 107.07 g solidos secos/100 g muestra) y
110% (48.9 a 102.67 g solidos secos/100 g muestra) en los hidrolizados de la harina de
amaranto sin procesar y germinado respectivamente. Soria-Hernandez y col (2015)
encontraron un incremento significativo en el ISA al hidrolizar concentrados de maiz y
soya de 115%. El ISA es la propiedad funcional mas importante debido a que depende
de la habilidad de las proteinas de interactuar con el agua y esto afecta otras
caracteristicas funcionales tales como las propiedades de emulsion y formacion de

espuma (Soria-Hernandez y col 2015).

c. Indice de absorcion de aceite (IAAc)

Se observo un incremento (p<0.05) en el IAAc del 26% (1.23 a 1.55 mL de aceite

absorbidos / g muestra) por efecto de la germinacién (Cuadro 11). Se han reportado
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incrementos por efecto de la germinacién en el IAAc de 52% (Chauhan y col 2015) y
900% (Sanchez-Osuna 2018) en amaranto y de 20% en quinua (Jan y col 2017). Otros
métodos de procesamiento del grano de amaranto también influyen en el IAAc. Milan-
Carrillo y col (2012) reportaron valores de 1.45, 1.35 y 1.32 mL aceite absorbido /g
muestra en harinas de amaranto sin procesar, extrudido y tostado respectivamente.
Valores de IAAc altos son deseables debido a que entre mayor sea la capacidad de
absorcion de aceite mejor es la retencion de sabor y la palatabilidad, e incrementa la
vida de anaquel, particularmente de los productos de panaderia o carnicos, en donde la

absorcion de aceite es deseada (Soria-Hernandez y col 2015; Jan y col 2017).

El IAAc incrementd (p<0.05) 15% (1.23 a 1.41 mL de aceite absorbidos/ g de
muestra) después de la hidrdlisis enzimatica en la harina de amaranto sin procesar. Por
otra parte se observé una disminucion (p<0.05) del 80% (1.55 a 0.86 mL aceite
absorbido/ g de muestra) en la harina de amaranto germinada luego de la digestion
(Cuadro 11). En otros estudios se reportan incrementos del 20% en hidrolizados de
soya y maiz (Soria-Hernandez y col 2015) y de 280% en hidrolizados de soya
(Meinlschmidt y col 2016). Tal efecto se atribuye a que la hidrélisis enzimatica expuso
los grupos hidréfobos lo que permitié el atrapamiento fisico del aceite (Meinlschmidt y

col 2016).

d. indice de actividad de emulsion (EAI)

El EAl aumenté un 6% (2.24 a 2.38 m?/g) (no significativo) en la harina de amaranto
germinado (Cuadro 11). El incremento en la actividad de emulsion por efecto de la

germinacién ya ha sido observado en algunas semillas como soya (41%), sorgo (33%),
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trigo (20%) y arroz (14%) (Elkhalifa y col 2010; Sibian y col 2017; Yang y col 2017). Se
ha hipotetizado que estos cambios se deben a la disociacion y el despliegue parcial de
los polipéptidos que exponen los sitios hidrofobicos de los aminoacidos, lo que ayuda a
la asociacion hidrofébica de las cadenas peptidicas con las gotitas de lipidos causando
una mayor area de contacto con las proteinas, mejorando de esta manera la actividad
de emulsién en las harinas germinadas. Ademas, durante la germinacion ocurre una
degradacion de proteinas de reserva a moléculas mas simples las cuales pueden ser
mas solubles. Las proteinas solubles son mas activas en la superficie y se sabe que
promueven la emulsion de aceite en agua. La capacidad de las proteinas para mejorar
la formacion y la estabilizacion de la emulsion es importante para muchas aplicaciones

en pasteles y postres (Elkhalifa y col 2010; Shevkani y col 2014).

La hidrélisis enzimatica disminuyé (p<0.05) el EAIl un 38%(2.24 a 1.62 m%/g) y 41%
(2.38 a 1.69 m%g) en la harina de amaranto sin procesar y germinada respectivamente.
Yang y col (2017) encontraron incrementos significativos del EAI en aislados proteicos
de soya germinada luego de la hidrdlisis enzimatica con alcalasa (19%). Por otro lado,
Soria-Hernandez y col (2015) observaron una disminucién significativa en el EAI luego
de la hidrdlisis enzimatica de concentrados de soya y maiz (158%). Horax y col (2017)
no encontraron cambios en la actividad de emulsién de aislados de soya que fueron
hidrolizados durante 4 horas con alcalasa, mientras que Castro y col (2014) encontraron
gue al hidrolizar aislados de soya con proteasas (6 horas) disminuia el EAI en un 20%.
Se ha sugerido que los péptidos de bajo peso molecular generados durante la hidrolisis
no favorecen la formacion de peliculas estables alrededor de las gotas de aceite.

Ademas, se ha observado que a mayores tiempos de hidrdlisis y pH acidos se
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disminuye la capacidad de emulsién (Aluko y Monu 2003; Castro y col 2014; Cho y col
2014). Aunque los péptidos pequefios originados tienen la capacidad de difundir
rapidamente hacia la interfaz, son menos eficientes en la estabilizacion de emulsiones
porque no pueden aglomerarse facilmente y producir una membrana globular grasa

debido a las repulsiones de carga (Castro y Sato 2014).

e. pH

La germinacion del grano de amaranto disminuyé en un 15% (6.56 a 5.72 pH)
(p<0.05) el pH (Cuadro 11). Estudios previos han reportado valores de pH que varia de
6.40 a 6.90 y de 5.50 a 5.71 en harinas de A. hypochondriacus sin procesar y
germinadas respectivamente. Los valores obtenidos en nuestro estudio son similares a
los reportados (Milan-Carrillo y col 2012; Perales-Sanchez 2014a; Sanchez-Osuna
2018). El pH es un parametro importante debido a que esta asociado con la solubilidad
de las proteinas y las propiedades funcionales relacionadas a la solubilidad como la
actividad de emulsion y formacion de espuma. A pH menores o mayores al punto
isoeléctrico de las proteinas de amaranto (pH 4.5 a 5) las repulsiones electrostaticas
incrementan y como consecuencia se mejora la solubilidad de las proteinas (Janssen y
col 2017). Este parametro también esta relacionado con la capacidad de absorcion de
agua, ya que los grupos de aminodacidos ionizados se unen a mas al agua que los

grupos no ionizados (Shevkani y col 2014).

Los hidrolizados proteicos de la harina de amaranto sin procesar y germinado
fueron llevamos a pH 4 al finalizar la hidrdlisis con pancreatina como parte del

tratamiento para la inactivacion enzimatica. Los valores de pH de los hidrolizados
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fueron de 4.06 y 4.03 para la harina sin procesar y germinada respectivamente. Las
proteinas del amaranto tienen una baja solubilidad a pH cercanos a su punto
isoeléctrico (4.5), sin embargo, podemos observar que los hidrolizados de la harina de
amaranto sin procesar y germinado mostraron incrementos en el ISA de 687% y 110%
respectivamente. Se ha sugerido que es posible mejorar la solubilidad de las proteinas
de amaranto al realizar una hidrélisis proteica. Horax y col (2017) observaron valores
de solubilidad de proteina menores a 10% a pH 4 en aislados proteinicos de soya,
mientras que al ser hidrolizados con alcalasa durante 4 horas la solubilidad incremento
a 40.4% en las mismas condiciones de pH. La mejora en la solubilidad de las proteinas
gracias a la hidrdlisis enzimatica puede ampliar el uso de las proteinas de amaranto en

productos con pH acidos.
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VIII CONCLUSIONES

1. El bioproceso de germinacion de amaranto causo incrementos del 37%, 17%, 163%,
1417% Y 121% en el contenido de proteina soluble, compuestos fendlicos totales,
flavonoides totales, antocianinas y capacidad antioxidante respectivamente al
compararse con la muestra cruda, asi como también una reduccion en el contenido de

taninos condensados del 50.62% en comparacién con el Amaranto Sin Procesar.

2. La hidrdlisis enzimatica completa incrementd un 61% y 32% el contenido de proteina
soluble en Harina de Amaranto Sin Procesar y Harina de Amaranto Germinado

respectivamente.

3. La hidrolisis enzimatica completa incrementd un 658% y 883% el contenido de
compuestos fendlicos en la Harina de Amaranto Sin Procesar y la Harina de Amaranto

Germinado respectivamente.

4. La hidrolisis enzimatica completa incrementé un 357% y 322% el contenido de
flavonoides en la Harina de Amaranto Sin Procesar y la Harina de Amaranto Germinado

respectivamente.

5. La hidrdlisis enzimatica completa increment6 un 15.6% y 88% el contenido de taninos
condensados en la Harina de Amaranto Sin Procesar y la Harina de Amaranto

Germinado respectivamente.

6. La hidrdlisis enzimatica completa disminuyé un 23% y 317% el contenido de
antocianinas en la Harina de Amaranto Sin Procesar y la Harina de Amaranto

Germinado respectivamente.
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7. La hidrdlisis enzimatica completa incrementé un 134% y 25% la capacidad
antioxidante en la Harina de Amaranto Sin Procesar y la Harina de Amaranto

Germinado respectivamente.

8. La Harina de Amaranto Germinado presentdé un aumento del 260% y 26% en el
indice de solubilidad en agua y el indice de absorcion de aceite respectivamente, asi
como también una reduccion de 45 y 15% en el indice de absorcion de agua y el pH

respectivamente, en comparaciéon con la Harina de Amaranto Sin Procesar.

9. La hidrdlisis enzimatica completa disminuy6 un 1064 y 439% el indice de absorcidon
de agua en la Harina de Amaranto Sin Procesar y la Harina de Amaranto Germinado

respectivamente.

10. La hidrdlisis enzimatica completa incrementd un 687 y 110% el indice de solubilidad
en agua en la Harina de Amaranto Sin Procesar y la Harina de Amaranto Germinado

respectivamente.

11. La hidrolisis enzimatica completa incrementd un 15% el indice de absorcién de
aceite en la Harina de Amaranto Sin Procesar, mientras que produjo una disminucion

del 80% en la Harina de Amaranto Germinado.

12. La hidrdlisis enzimatica completa disminuyé un 38 y 41% el indice de actividad de
emulsion en la Harina de Amaranto Sin Procesar y la Harina de Amaranto Germinado

respectivamente.
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En general, el proceso de germinacion en conjunto con la digestion gastrointestinal in
vitro incrementd el contenido de fitoquimicos y capacidad antioxidante del grano de
amaranto, asi como también mejoré las propiedades de solubilidad en agua y de
absorcién de aceite, por lo que las harinas de amaranto germinadas e hidrolizadas
pueden ser utilizadas como ingredientes en alimentos funcionales para ayudar a la

prevencion y reduccion del riesgo de enfermedades cronicas.
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ABREVIATURAS

Abrev Significado

AAPH 2,2 -azo-bis (2 amidino-propano) dihidrocloruro
ANT Antocianinas Totales

bs Base seca

°C Grados Celsius

CAOX Capacidad Antioxidante

CE Equivalentes de Catequina

CFT Compuestos Fenolicos Totales

CGE Equivalentes de Cianidina-3-Glucosido

CHS Chalcona Sintasa

COOH Carboxilo

EAG Equivalentes de Acido Galico

EAI Indice de Actividad de Emulsion

ET Equivalentes de Trolox

FAO Food and Agriculture Organization (Organizacién

para los Alimentos y la Agricultura)

FT Flavonoides Totales
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GH Grado de Hidroélisis

HAGO Harina de Amaranto Germinado Optimizado
HASP Harina de Amaranto Sin Procesar
HCL Acido Clorhidrico

IAA indice de Absorcion de Agua
IAAC indice de Absorcion de Aceite
ISA indice de Solubilidad en Agua

nm Nanometros

OH Hidroxilo

OMS Organizacion Mundial de la Salud
p/v Peso/Volumen

PAL Fenilalanina Amonio Liasa

PBS Buffer de Fosfatos

pH Potencial de Hidrogeno

ppm Partes por millon

PS Proteina Soluble

rpm Revoluciones por minuto
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Xg

SAGARPA

SIAP

ML

pmol

Gravedades

Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural

Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera

Microlitro (s)

Micromolar
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ANEXOS
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Figura 11. Grado de Hidrdlisis (GH) de la harina de amaranto sin procesar (A) y
germinado (B). Letras diferentes entre cada tiempo de hidrdlisis indican una diferencia

significativa (p<0.05).
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