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RESUMEN

La hipertension arterial (HTA) es un problema de salud publica importante definido
como una presion sanguinea 2 140/90. Uno de sus tratamientos se basa en la
terapia farmacologica mediante la inhibicion de la enzima convertidora de
angiotensina | (ECA-1). Al igual que los farmacos existen algunos péptidos
derivados de proteinas como las del amaranto que exhiben esta caracteristica
cuando son derivados de la hidrolisis con la enzima alcalasa en condiciones
optimizadas. Estos péptidos podrian ser utiles para el desarrollo de alimentos
funcionales. Por otro lado, la biodisponibilidad de los péptidos antihipertensivos
depende de varias caracteristicas de las matrices alimentarias que los contienen y
las interacciones de estos con los componentes de dichas matrices. El objetivo
general de la presente investigacion fue evaluar las propiedades tecnoldgicas,
sensoriales y antihipertensivas de pastas con distintos contenidos de proteina y
enriquecidas con un hidrolizado proteico de amaranto. Se formularon pastas con
11% (A; control), 15% (B) y 20% (C) de contenido proteico. Se obtuvo un hidrolizado
proteico de amaranto con alcalasa en condiciones optimizadas previamente
establecidas. Se determiné el IC50 del hidrolizado proteico; se evaluaron el tiempo
de coccidn, la pérdida de solidos y ganancia de peso durante esta, el color y la
textura de las muestras de pasta ya cocidas. Adicionalmente se realizé un analisis
sensorial donde un panel no entrenado evaluo los atributos sensoriales y se realizé
una prueba discriminatoria para determinar si las muestras de pastas eran
distinguibles entre si. El efecto antihipertensivo se evalu6 en ratas

espontaneamente hipertensas midiéndoles la presion arterial sistélica durante 9 h



posteriores a la suplementacién con la pasta. Como resultado se obtuvo que el
hidrolizado IC50 fue de 0.014 mg / mL. El tiempo 6ptimo de coccion y la pérdida de
soélidos disminuyeron en los productos By C vs. A (p <0.05). En la prueba de color
los valores de L * disminuyeron en la pasta C comparados con las muestras de
pasta A y B. La firmeza fue mayor en la pasta C que en la pasta A (p <0.05). La
adhesividad fue mayor en la pasta A que en las pastas By C (p <0.05). La pasta A
tuvo la mayor aceptabilidad (p <0.05), sin embargo, no se encontraron diferencias
entre los atributos de sensoriales evaluados en las distintas muestras de pasta. Las
pastas B y C y el captopril mostraron propiedades antihipertensivas después de 3 h
de suplementacion (p <0.05). Este efecto permanecié después de 7, 8 y 9 h
respectivamente, evidenciando que el efecto antihipertensivo puede prolongarse
con el aumento del contenido proteico de las pastas. Con estos resultados se puede
concluir que la adicion de hidrolizados de amaranto a pastas alimenticias no impacta
negativamente en los atributos sensoriales, aunque la aceptabilidad general puede
ser mejorable. Es posible mantener las propiedades antihipertensivas de la pasta
suplementada en condiciones fisiolégicas. El incremento del contenido proteico de

las pastas prolonga el efecto antihipertensivo de las mismas.
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INTRODUCCION

La hipertension arterial (HTA) es un problema de salud publica que afecta
aproximadamente al 25% de la poblacion adulta, y se puede definir como una presion
sanguinea = 140/90 (OMS., 2005; Barquera et al., 2010). Adicionalmente el Instituto
Nacional de Salud Publica (INSP) publicé que en México se gastan anualmente cerca
de 90 mil millones de pesos (MXN) en problemas relacionados con HTA (Contreras-
Loya., 2012). En este sentido las personas que padecen de HTA son propensas al
desarrollo de otras enfermedades cardiovasculares como la enfermedad coronaria, la
enfermedad arterial periférica, accidentes cerebrovasculares y la enfermedad renal.
Existen algunos factores que predisponen a poblaciones al desarrollo de la HTA como
la obesidad, tabaquismo y la disposicidn genética (Poma et al., 2018). Comunmente la
HTA puede ser controlada con habitos alimentarios, el ejercicio regular y la reduccion
del sodio en la dieta, sin embargo, en la mayoria de los casos se recurre al tratamiento

farmacoldgico.

Comunmente los farmacos utilizados para el tratamiento de la HTA tienen la
capacidad de inhibir a la enzima convertidora de angiotensina (ECA-1) la cual es una
enzima clave en el control de la presion arterial dentro del sistema renina angiotensina
aldosterona (RAA). Particularmente, algunas secuencias peptidicas del grano de
amaranto (Amaranthus hypochondriacus L.) han exhibido capacidad para inhibir a la
(ECA-1) y reducir la presion arterial en estudios in vitro e in vivo destacando los
péptidos generados tras su hidrolisis con alcalasa (Tovar-Perez et al., 2009; Fritz et
al., 2011, Ramirez-Torres et al., 2017) e incluso mostrando mejores resultados que
péptidos de origen animal (Martinez-Maqueda et al., 2012). Adicionalmente, se ha
identificado que algunos péptidos con capacidad de inhibir a la ECA-1 aumentan su
biodisponibilidad si estan inmersos en una matriz alimentaria rica en proteinas, esto
debido a un vaciamiento gastrico retardado y disminucidén en la velocidad de absorcion
de péptidos (Ten Have et al., 2015). Aunado a lo anterior, las evaluaciones de la
adicién de hidrolizados proteicos con efecto antihipertensivo a matrices alimentarias



son limitadas. De este modo es relevante que las investigaciones y ensayos se
encuentren orientados a las interacciones que puedan mantener con otros
componentes del alimento dentro de una matriz alimentaria, asi como el efecto que
pueden ejercer sobre sus caracteristicas tecnoldgicas y atributos sensoriales. De tal
manera que el evaluar la adicién de hidrolizados proteicos de amaranto con capacidad
antihipertensiva es importante para el disefio de matrices alimentarias que contengan
péptidos con actividad inhibitoria sobre la ECA-1, de este modo se justifican estudios

para evaluar su uso como ingrediente para el desarrollo de alimentos funcionales.



ANTECEDENTES

Hipertensién Arterial

La HTA se define como una presion sanguinea mayor que 140/90 mmHg. La
prevalencia de esta enfermedad en México afecta a mas del 25% de la poblacién
adulta y aproximadamente un 40% desconoce padecerla segun la ultima encuesta
nacional de salud (ENSANUT, 2016). En el 2013 el Instituto Nacional de Salud
Pudblica inform6 que en México se desembolsan aproximadamente cada afio 6536
MDD en problemas de salud relacionados con la HTA. Ademas, la HTA es un factor
de riesgo para el desarrollo de otras enfermedades crénico-degenerativas como: la
enfermedad coronaria, la enfermedad arterial periférica, accidente cerebrovascular
y enfermedades renales (Faradonbeh et al., 2018). El tipo mas comun de
hipertension corresponde al tipo 1 (90-95% de los casos) y su origen no se
encuentra bien esclarecido. Particularmente este tipo de HTA puede ser controlado
principalmente con la administracion de farmacos y como medidas complementarias
cambios en el estilo de vida, la reduccién de sodio en la dieta y la practica de
ejercicio regular (Sutton et al., 2018).

La terapia farmacoldgica para el control de HTA se encuentra orientada al uso de
diuréticos, vasodilatadores, bloqueadores de los receptores de angiotensina Il e
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina ECA-1 principalmente
(Taddei, 2015). Sin embargo, las terapias farmacoldgicas se han encontrada
asociadas al desarrollo de efectos no deseados tras su administracion (Rydberg et
al., 2018). Por ejemplo, Cooper et al., (2006) alertaron que el uso de farmacos
inhibidores de la ECA-1 como es el caso de enalapril, captopril, y lisonopril generan
un sabor amargo en la boca, tos y resequedad. En el mismo sentido, pueden inducir
a malformaciones congénitas si estos son administrados durante el primer semestre
de embarazo debido a que estos farmacos tienen la capacidad de atravesar la
placenta y disminuir el flujo utero-placentario (Abboud et al., 2004). Aunado a lo



anterior, surge el interés por identificar terapias alternativas para el control de la
HTA. En la ultima década se ha identificado que algunos péptidos de amaranto han
exhibido capacidad para inhibir a la ECA-1, enzima clave para la regulacién de la
presidn arterial con participacion en el Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona.

Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

El sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (RAA) representa la principal ruta para
el control de la presion arterial. Este sistema consiste en una cascada de reacciones
bioldgicas con el objetivo de regular la presion arterial (Ferrario & Mullick, 2017). En
este proceso se libera una pro-hormona de origen hepatico denominada
angiotensindgeno a la cual le es eliminado su grupo N-terminal por accion de la
enzima renina dando origen a un decapéptido llamado angiotensina | (Ang-1), la
Ang-1 es el sustrato para la ECA-1, de este modo la ECA-1 elimina el dipéptido HL
del grupo C-terminal de Ang-1 dando origen al péptido angiotensina Il (Ang II).
Siendo este un potente vasoconstrictor que actua directamente sobre las células
musculares lisas vasculares, situacion que provoca la secrecion de aldosterona por
las glandulas suprarrenales promoviendo una reabsorcion de agua y sal
promoviendo el aumento de la presion arterial (Quiroga et al., 2017). En este
entendido, la inhibicion de ECA-1 conlleva a una produccion pobre de angiotensina
Il generando una menor vasoconstriccion de este modo resultando una reduccion

de la HTA. El sistema RAA se muestra a mayor detalle en la figura 1.

Ademas de la inhibicidn de la ECA-1 existen otros mecanismos dentro del sistema
RAA con la capacidad de reducir la HTA. Por ejemplo: Precursores en la produccion
de oxido nitrico, la inhibicién de la renina, los bloqueadores de los receptores AT-I,
la via de la bradiquinina, el bloqueo de los canales de calcio y la inhibicion del
receptor de angiotensina (Chibuike et al., 2014). En este contexto existe una
considerable cantidad de estudios donde se exhibe que algunos péptidos de origen
alimentario mantienen la capacidad de disminuir la HTA en diferentes etapas del
sistema RAA (Aluko., 2015; Hernandez-Ledesma et al., 2011; Quiroga et al; 2017).
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Figura 1. Representacion gréfica del sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

RAA. Adaptado de (Torruco-Uco et al., 2008).



Sin embargo, el desarrollo de este tipo de evaluaciones se enfrenta a algunas
limitaciones: los costos de los estudios son relativamente mas altos, existe una
menor cantidad de reactivos disponibles y algunas enzimas implicadas presentan
un grado de inhibicibn menor en comparacién con la ECA-1 (Aluko., 2015). Dado a
lo anterior los estudios de inhibicion de ECA-1 son el modelo por excelencia para la

evaluacion de péptidos bioactivos con capacidad antihipertensiva.

Péptidos Bioactivos

Los péptidos bioactivos se pueden considerar moléculas que tienen la capacidad de
unirse a objetivos fisioldgicos para efectuar diversos procesos de sefializacion.
Comunmente los péptidos bioactivos se encuentran dentro de estructuras proteicas
de origen animal o vegetal en donde pueden permanecer inactivos y ser liberados
durante la digestion gastrointestinal o diversos procesamientos tecnolégicos como

la hidrdlisis enzimatica, entre otros y de esta manera pasar a su forma bioactiva.

Algunas de las principales fuentes de péptidos bioactivos son: las caseinas, el suero
de la leche, leche fermentada, musculo de pollo, gluten del trigo, soya, girasol,
amaranto entre otras (Quiroga et al. 2017; Fritz et al., 2011; Aluko, 2015). Los
péptidos bioactivos pueden exhibir diversas actividades bioldgicas y pueden actuar
como: inmunomoduladores, opioides, antioxidantes, antimicrobianos,
anticancerigenos, antihipertensivos entre otros. Actualmente existe un gran interés
en el estudio de estos compuestos, ademas suelen ser un gran atractivo para la
industria alimentaria debido a que pueden ser incluidos en diversos sistemas
alimenticios, ser comercializados y lograr su efecto biolégico en el consumidor final
(Dziuba y Dziuba, 2014). En este sentido, toman gran relevancia aquellos con
capacidad antihipertensiva debido a la alta prevalencia de la HTA, aunado a los
efectos secundarios de la terapia farmacologica y los resultados prometedores que
algunos péptidos antihipertensivos han ejercido sobre la inhibicion de la ECA-1.



Caracteristicas de los Péptidos Antihipertensivos

Regularmente los péptidos antihipertensivos contienen residuos cortos de 2 a 12
aminoacidos (Natesh et al., 2004) esto es debido a que la ECA-1 no puede ligar a
péptidos con un tamafno superior y se limita generalmente a di, tri y tetrapéptidos
(Wu et al.,, 2017). También se ha resaltado la importancia de los tres ultimos
residuos de aminoacidos en el grupo C-terminal de las secuencias peptidicas con
capacidad antihipertensiva. Se ha observado que la ECA-1 prefiere unirse a
residuos de aminoacidos hidrofébicos (cadenas laterales aromaticas o ramificadas)
Tyr, Phe, Trp y / o Pro en las posiciones C-terminales. En el mismo sentido gran
parte de estos péptidos presentan un residuo de Pro en la penultima posicion de la
molécula del grupo C-terminal (Wu et al., 2017). Otros estudios han identificado
secuencias de aminoacidos de carga positiva como Lys y Arg que pueden disminuir
el efecto sobre la inhibicion de la ECA-1 (L'Vov y Sadykov 1999). Sin embargo, las
condiciones mencionadas anteriormente no son una regla general para establecer
que los péptidos antihipertensivos deben su actividad a la presencia de estos

aminoacidos (Aluko, 2015).

Adicionalmente a la inhibicion de la ECA-1, existen otros sistemas mediante los
cuales los péptidos antihipertensivos pueden disminuir la HTA. Recientemente
Quiroga et al., (2017) realizaron un analisis de diversos mecanismos que pueden
disminuir la presién arterial en modelos in vitro, in vivo y en pocos casos mediante
ensayos clinicos e identifico que los sistemas que regulan la presion arterial actuan
en sinergia. Cabe destacar que la inhibicion de la ECA-1 es el mas eficaz y el modelo
tomado por excelencia para las evaluaciones de compuestos con capacidad
antihipertensiva, esto es derivado a que la inhibicion de la ECA-1 produce una
disminucién de la HTA mas eficiente en relacion con los generados mediante la
inhibicion de otras enzimas o bloqueadores de receptores especificos dentro del
sistema RAA. Adicionalmente, la cantidad de reactivos disponibles para la
evaluacion de la inhibicion de la ECA-1 son comercializados en mayor medida
(Aluko., 2015). De tal forma que la mayoria de los estudios de péptidos con



capacidad antihipertensiva se han centralizado en la inhibicion de la ECA-1 en

ensayos in vitro, in vivo y en menor medida ensayos clinicos.

Gran parte de las investigaciones de los péptidos antihipertensivos se han
concentrado en los tripéptidos (VPP e IPP) comunmente generados tras la
fermentacién de productos lacteos con microorganismos como Lactobacillus casei
que han demostrado disminuir la presion arterial en humanos (Fujita et al. 2001), y
en yogurt que contiene péptidos a partir de caseinas hidrolizadas con actividad
antihipertensiva (Martinez-Maqueda et al., 2012). Sin embargo, estos péptidos no
exhiben la mejor capacidad de inhibicion sobre la ECA-1 (IC50) segun BIOPEP
(Puchalska et al., 2015), lo que pone en evidencia que probablemente los péptidos
con mayor capacidad antihipertensiva aun no han sido estudiados al ser contenidos

como parte de la composicion de matrices alimentarias.

Fuentes de Péptidos Antihipertensivos

Los péptidos antihipertensivos mantienen un origen en productos tanto de fuentes
animales como vegetales. Del total de péptidos antihipertensivos evaluados en
modelos murinos 47 de ellos son derivados de las proteinas de leche, 10 derivados
de proteina de huevo, 40 son derivados de otras proteinas de origen animal y 42 de
origen vegetal como el guisante, ajo, arroz, frijol, soya, trigo y amaranto (Martinez-
Maqueda et al., 2012; Udenigwe y Aluko 2012). Referente a los estudios en
humanos, se ha concentrado en el estudio de los tripéptidos IPP y VPP, los cuales
ya han sido administrados en diferentes formulas de leche fermentadas, jugo de
frutas, productos secos entre otros (Kurosawa et al., 2011). Es importante destacar
que los péptidos que actualmente se encuentran disponibles y se utilizan como
ingredientes nutraceuticos para alimentos funcionales derivan de caseinas de leche
de vaca (Martinez-Maqueda et al., 2012; Minkiewicz et al., 2011; Cicero & Borghi.,
2013). De hecho, recientemente se ha publicado que existen 5 productos
antihipertensivos de origen lacteo y solo 2 de ellos son de grado alimenticio (Dziuba
y Dziuba., 2014).



Adicionalmente se han realizado diversos estudios enfocados a evaluar la
capacidad de inhibicidén de la ECA-1 o su efecto sobre la presion arterial de péptidos
de origen vegetal, pero en la mayoria de los casos tales péptidos solo se han
realizado mediante estudios in vitro, en menor cantidad ensayos in vivo y se han
dejado de lado las evaluaciones de biodisponibilidad (Martinez-Maqueda et al.,
2012; Ramirez-Torres et al., 2017, Garcia-Mora et al., 2014). Es importante destacar
que algunos de los péptidos antihipertensivos de origen vegetal han mantenido
resultados prometedores en la disminucion de la presion arterial e inhibicidn de la
ECA-1, incluso algunos péptidos o aislados proteicos con mejores resultados que
los de origen animal (Martinez-Maqueda et al., 2012; Fritz et al., 2011; Ramirez-
Torres et al. 2017; Aluko., 2015).

Actualmente existen pocos estudios en modelos animales que demuestren la
eficacia de hidrolizados proteicos de amaranto sobre la presion arterial, y mas aun
aquellos relacionados cuando estos estan contenidos en una matriz alimentaria,
esta situacion podria generar cambios relacionados con su digestion o absorcion.
En este sentido las evaluaciones del efecto de hidrolizados proteicos sobre la
presion arterial pueden contribuir al mejoramiento y posterior comercializacion de

este tipo de productos alimenticios.

Digestion y Absorcion de Péptidos Antihipertensivos

Las propiedades bioactivas de los péptidos son dependientes de su composicion y
la secuencia de aminoacidos que lo conformen. Sin embargo, el patrén de
aminoacidos de los péptidos derivados de los alimentos es generado por la
especificidad de enzimas gastrointestinales y esto podria limitar la bioaccesibilidad

de secuencias peptidicas especificas funcionales (Cian et al., 2015).

La digestion de proteinas y péptidos comienza en el estbmago por la accidén de
pepsinas y el pH acido. En este espacio la condicidén acida desnaturaliza y despliega



proteinas aumentando la disponibilidad para la hidrolisis por la accion de la pepsina
gastrica. Esta enzima ataca preferentemente los enlaces peptidicos que implican
aminoacidos aromaticos hidrofobicos, es decir, fenilalanina y triptofano. Los
polipéptidos resultantes se someten a una hidrélisis adicional generadas por las
enzimas pancreaticas (tripsina, quimotripsina, elastasa, carboxipeptidasas) las
cuales mantienen diferente especificidad sobre los enlaces peptidicos. Este proceso
genera polipéptidos y aminoacidos a nivel intestinal. Posteriormente, la hidrélisis de
enlaces peptidicos adicionales esta mediada por peptidasas presentes en el epitelio
intestinal especificamente en la frontera de cepillo que dan como resultados
péptidos bioaccesibles (Kholmeier., 2015). Estos péptidos podrian volverse
biodisponibles ya sea en una forma intacta o biotransformados en péptidos mas
pequeios con bioactividad aumentada o reducida. Las peptidasas del plasma
contribuyen adicionalmente a la hidrdlisis de péptidos limitando la vida plasmatica
de los mismos (Vermeirssen et al., 2004). Por tanto, para ser fisiolégicamente
relevantes, cuando se usan como nutracéuticos o ingredientes de alimentos
funcionales, los péptidos bioactivos derivados de alimentos deben ser resistentes a
la digestion o suministrados en su forma bioactiva en sitios especificos del tracto

gastrointestinal.

El transporte de péptidos, a través del intestino delgado, puede ser llevado a cabo
por diferentes mecanismos. Pequeios compuestos hidrofilicos podrian permear la
mucosa intestinal a través de la via paracelular. Los di- y tri-péptidos neutros y
cargados positivamente son permeados preferentemente a través de esta ruta. Los
péptidos mas largos, es decir, de seis aminoacidos (con un peso molecular de
alrededor de 620 Daltons), son menos propensos a permear y esto es independiente
de su carga neta (Pauletti et al. 1997). La ruta transcelular depende también del
tamano, pero es mas probable que penetren los péptidos hidréfobos en parte debido
a la naturaleza lipofilica de las membranas celulares (Wada & Lonnerdal 2014). Por
otra parte, la proteina transmembranal denominada transportador de péptidos 1
(PepT1), que se encuentra en el borde del cepillo del intestino, puede transportar

di- y tri-péptidos dentro del enterocito. Se cree que este mecanismo es
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independiente de la carga neta de los péptidos y de las propiedades lipofilicas o
hidrofilicas (Freeman, 2015). En general, la longitud del péptido (tamafo) parece
mas relevante que otras propiedades fisicoquimicas para el transporte de péptidos
a través de la mucosa intestinal. Asi, después de la administraciéon oral o
intragastrica, los péptidos bioactivos cortos (longitud de 3-5 aminoacidos) son los
que alcanzan la circulacién sistémica. Mas alla de la resistencia a la digestion de
algunos péptidos antihipertensivos, las matrices alimentarias podrian desempefiar
un papel importante aumentando o reduciendo la bioaccesibilidad y / o la
biodisponibilidad de los péptidos. Esto es particularmente relevante cuando estos
compuestos estan destinados a ser utilizados como ingredientes para la produccion

de alimentos funcionales.

Efecto de las Matrices Alimentarias sobre la Biodisponibilidad de

Péptidos Antihipertensivos

Una definicion comun de biodisponibilidad de un nutriente es la cantidad que se
absorbe de la dieta y se utiliza para las funciones normales del cuerpo (Aggett,
2010). Para los péptidos antihipertensivos, la biodisponibilidad puede ser definida
como la cantidad y la velocidad con la pueden ser absorbidos. La biodisponibilidad
y la bioaccesibilidad son relevantes al evaluar péptidos antihipertensivos inmersos

en matrices alimentarias.

La biodisponibilidad de péptidos podria disminuir dependiendo de la interaccion con
macromoléculas y / o la matriz de alimentos. Estas interacciones varian, ya que las
magnitudes de la distancia en la estructura de la matriz alimentaria también varian.
Por ejemplo, la interaccion entre moléculas bioactivas y macromoléculas en
matrices de alimentos van de 10 a 100 nanémetros (Parada & Aguilera 2007),
mientras que la interaccion entre los compuestos bioactivos y la matriz alimentaria
entera, por ejemplo, componentes fendlicos y componentes de la matriz alimentaria

es de 100 micrometros (Balasundram et al., 2006).
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Ten Have et al., (2015) informaron que la biodisponibilidad de los péptidos
antihipertensivos XPP se prolonga si estan incrustados en una matriz proteica,
mientras que en una matriz de macronutrientes completos los péptidos estan mas
disponibles, pero con un porcentaje bajo. La secuencia XPP se ha descrito para los
péptidos antihipertensivos IPP y VPP (Gleeson et al., 2017; Rutella et al., 2016).
Esto es debido a que la matriz proteica mejora la biodisponibilidad al prolongar la
absorcion intestinal debido a un vaciamiento estomacal retardado. Sin embargo,
otros factores podrian disminuir la liberacién de péptidos de la matriz alimenticia
durante la digestion gastrica, por ejemplo, las interacciones hidrofobicas (Mandalari
et al., 2014). Por lo tanto, se puede considerar que estos hallazgos destacan que
los péptidos antihipertensivos pueden ser bioaccesibles cuando son ingeridos en
matrices de alimentos como parte del tratamiento dietético y esto fomenta el disefio
de matrices de alimentos para alimentos funcionales con propiedades

antihipertensivas.

Amaranto como Fuente de Péptidos Antihipertensivos

Las propiedades inhibitorias de péptidos del amaranto sobre la ECA-1 y su efecto
sobre la presién arterial ha sido ampliamente reportada (Quiroga et al., 2017; Tovar-
Perez et al., 2009; Ramirez-Torres et al., 2017; Fritz et al., 2011; Velarde-Salcedo
et al., 2013). Uno de los primeros estudios para identificar péptidos de amaranto
capaces de inhibir la ECA-1 fue realizado por Vecchi y Afion en el (2009), el estudio
consistio en identificar en una base in silico de una biblioteca de péptidos la
construccion de un modelo tri-dimensional de la globulina 11s de amaranto, uno de
los principales constituyentes de la semilla de amaranto, en este modelo se
identificaron un par de tripéptidos y tetrapéptidos (IKP y LEP) (ALEP y VIKP) como
potenciales inhibidores de la ECA-1, los cuales fueron evaluados in vitro mostrando
una alta capacidad de inhibicidn. Simultaneamente se identificaron péptidos
inhibidores de la ECA-1 en albuminas y globulinas 11s de amaranto, en este estudio
una hidrdlisis con la enzima alcalasa generd un porcentaje de inhibicion de la ECA-
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1 entre el 40 y 35% exhibiendo un punto maximo de inhibicion después de 18 y 15

horas de hidrdlisis en ambas fracciones (Tovar-Perez et al., 2009).

Posteriormente Fritz et al., (2011) evalud el potencial de inhibicion de la ECA-1 a
partir de hidrolizados proteicos de amaranto. En este estudio se utilizaron las
enzimas alcalasa, tripsina y quimiotripsina para obtener hidrolizados proteicos y
posteriormente evaluar su capacidad de inhibicion sobre la ECA-1 y su efecto en la
disminucion de la presion arterial en ratas espontaneamente hipertensas (SHR).
Para el analisis en roedores se administraron de forma intragastrica hidrolizados de
amaranto a ratas SHR, la dosis éptima reportada fue de 2.4 g/kg de hidrolizado tras
su hidrdlisis con alcalasa. Esta concentracion de hidrolizado causé una disminucion
significativa de la presion arterial 3 horas después de su administracion y se
mantuvo hasta las 7h posteriores a la administracion del hidrolizado, el ensayo de
inhibicion de la ECA-1 posicion6 a la enzima alcalasa como la generadora de
péptidos con la mayor capacidad de inhibicion sobre la ECA-1.

Adicionalmente Quiroga et al., (2015) evidenciaron que no solo la inhibicion de la
ECA-1 propiciaba una disminucidn de la presién arterial, si no que la inhibicién de
otras enzimas implicadas en el sistema RAA podian generar tal efecto. Quiroga
propuso que péptidos de amaranto inhibian la accion de la enzima renina mediante
un impedimento fisico, probablemente debido a un acoplamiento de péptidos en su
sitio activo situacion que podria propiciar disminucioén de la HTA. Barba de la Rosa
et al. (2010) evidencio que hidrolizados de glutelinas de amaranto mantienen la
capacidad de inducir la produccién de 6xido nitrico un potente vasodilatador que
puede contribuir al control de la presion arterial. Lo mencionado anteriormente
expone que péptidos provenientes del grano de amaranto mantienen la capacidad

de inhibir enzimas dentro del sistema RAA.
Recientemente Ramirez et al., (2017) establecieron condiciones Optimas para la

generacion de péptidos antihipertensivos tras una hidrolisis con alcalasa a partir de

un hidrolizado proteico de amaranto. En dicho estudio se identifico que al
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suplementar ratas espontaneamente hipertensas con el hidrolizado mencionado
anteriormente la presion arterial disminuia significativamente después de 3 horas
de su administracion, sin embargo, su evaluacién cuando estos estan contenidos

dentro de una matriz alimentaria no han sido realizada.

Incorporacién de Péptidos Antihipertensivos a Matrices

Alimentarias

Algunos péptidos con capacidad antihipertensiva ya han sido empleados en
alimentos que han sido comercializados como alimentos funcionales que aportan
un beneficio en el control de la presion arterial. En ese sentido los métodos vy las
condiciones de procesamiento son de vital importancia para el cuidado de las
caracteristicas organolépticas. Comunmente este tipo de productos son ricos en
péptidos de bajo peso molecular di- tri- y tetra-péptidos, los cuales estan
compuestos de aminoacidos hidrofébicos que comunmente generan un sabor
amargo en la boca (Saha y Hayashi 2001). Lo mencionado anteriormente
probablemente ha limitado el uso de hidrolizados proteicos con efecto

antihipertensivo y su adicion a matrices alimentarias.

Algunos de los productos comercializados como coadyuvantes en regulacion de la
presion arterial que contienen péptidos antihipertensivos en su mayoria son leches
fermentadas producto de la hidrolisis de caseinas. Por ejemplo, Calpis/Ameal S®
(fermented milk) fue un producto comercializado con altos contenidos de péptidos
IPP y VPP derivados de la hidrolisis con L. helveticus y S. cerevisiae. De igual
manera también se han comercializado bebidas de vegetales bajo el nombre de
(AmealPeptide®) con altos contenidos de péptidos IPP y VPP, los cuales son
generados por la hidrodlisis con A. orizae. La misma compainia (AmealPeptide®)
comercializd tabletas con caseinas hidrolizadas las cuales exhibian capacidad
antihipertensiva. Otro de los productos comerciales con caracteristicas similares es
Evolus® (fermented milk) con un alto contenido en aminoacidos IPP y VPP
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generados tras la hidrdlisis con L. helvicus. Recientemente se ha comercializado un
producto nutracéutico bajo el nombre de Peptide®Tension con alto contenido de
aminoacidos IPP y VPP generados tras la hidrélisis de leche con L. helveticus
presentado en forma de capsulas. Algunos productos comercializados hasta la

fecha de escritura de este manuscrito se muestran a mayor detalle en la Tabla 1.
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Tabla 1. Principales productos alimenticios comercializados que contienen péptidos

antihipertensivos en su composicion (actualizado y tomado de Maqueda et al, 2012).

Péptidos | Actividades | Nombre | Empresa Forma de | Fuente Bibliografia
observadas | del productora | presentacion | de los
producto del producto péptidos
IPP, VPP | Antihiperten | Peptide | Peptide,. | Capsulas Leche Ferreira-
sivo ®Tensio | Solutions. 22”;%31 6e t
n , Malaga
Espaina
RYLGY, | Antihiperten | LowPep | Innaves., | Capsulas Leche Recio et
/LWFYPE sivo t® Vgo., al., 2011
Espaia
Colageno | Regulacion | BioZate | Davisco | Producto Piel de | Yamada et
de de la| 3 foods, energético | pescado | al,. (2013)
pescado | Presion hidroliza | Minnesot
arterial, do dela. MN,
Antihipercol proteina | USA
esteromient
e
IPP, VPP | Antihiperten | Ameal S | Calpis Bebida Leche Phelan et
sivo 120 Co., Ltd., al., (2012)
Tokyo
Japon.
AKYSY Antihiperten | Peptide | Riken Bebida Algas Nori.,
sivo Nori S | Vietnam rojas (2012)
LVY Antihiperten | Goma | Suntory | Bebida Sésamo | Nakano et
sivo Pepuch | Beberage al.,(2006)
a &  food
Ltd.,
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Tokyo

Japon
IPP, VPP | Antihiperte | Evolus® | Valio., Bebida Leche Jauhiaine
nsivo Helsinski, ?281;)2/)”
Finlandia
VP, IP, | Antihiperte | StayBal | Api Co., | Bebida Jalea Tokunaga
VY nsivo ance LtD., real et al.,
RJ. Gifu-city, (2004)
Japon
FY, VP, | Antihiperte | Wakam | Riken Gelatina Algas Sato et al.,
Y nsivo e jelly vitamin, (2002)
Tokyo
Japon.
LKPNM Antihiperte | Peptide | Nippon Polvo Pescad | Kawasaki,
nsivo tea™ suppleme o) seki and
nt Inc, Osajima.,
Osaka, (2000)
Japon
LKPNM Antihiperte | PeptAC | Natural Capsulas Pescad | Fujita and
nsivo E™ factors o) Yoshikaw
Nutritiona aa.,
| Products (1999).
Ltd., BC,
Canada
FFVAPF | Antihiperte | Casein | Kracie Bebida Leche Sekiya et
PEVFGK | nsivo DP Pharmac al,. (1992).
peptio eutical,
drink Tokyo
Japon.
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Actualmente, son muy pocos los registros de productos comercializados con un
efecto sobre la presion arterial generados a partir de productos vegetales. Ademas,
algunos de los productos ya comercializados han sido retirados del mercado. En
este sentido es relevante la investigacion acerca de la retirada de comercializacion
de productos con péptidos antihipertensivos en su composicién, con el fin de
identificar posibles problematicas relacionadas con su aceptabilidad, falta de
informacion de los beneficios de su efecto sobre la presidn arterial.

En referencia a los hidrolizados proteicos que contienen péptidos antihipertensivos
éstos han recibido especial atencidon. Su actividad ha sido probada in vitro, en
modelos animales y en menor medida cuando se han adicionado a matrices
alimentarias (Hernandez-Ledesma et al., 2011; Martinez-Maqueda et al., 2012,
Ramirez -Torres et al., 2017). Lo mencionado anteriormente evidencia la necesidad
de evaluaciones tecnoldgicas, sensoriales y del efecto que ejercen sobre la presion
arterial hidrolizados proteicos que estén contenidos en matrices alimentarias. Todos
estos avances se haran simultaneamente con los tecnélogos de alimentos ya que
la formulacion final del producto alimenticio es crucial para asegurar la actividad

antihipertensiva tecnoldgica y sensorial.

Por todo lo anterior, este estudio tiene como objetivo evaluar el efecto
antihipertensivo de hidrolizados proteicos de amaranto con alcalasa afadidos a
pastas de trigo con diferentes contenidos de proteina administrados en un modelo
murino mediante el monitoreo de la presion arterial, ademas evaluar sus

caracteristicas sensoriales y tecnologicas.
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HIPOTESIS

Péptidos contenidos en HPA generados a partir de la hidrélisis de amaranto con
alcalasa ejerceran un efecto antihipertensivo al ser anadidos a pastas de trigo, y
este se prolongara al aumentar el contenido de proteina en las matrices

alimentarias, conservando caracteristicas sensoriales y tecnolégicas aceptables.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto antihipertensivo de un hidrolizado proteico de amaranto obtenido
con alcalasa anadido a pastas de trigo con diferentes contenidos de proteina y
administradas en un modelo murino de hipertensidon mediante el monitoreo de la

presion arterial, asi como evaluar sus caracteristicas sensoriales y tecnologicas.

Objetivos Especificos

1. Obtener un hidrolizado proteico de amaranto rico en péptidos
antihipertensivos a partir de un aislado proteico comercial de amaranto (COPRAM
™) mediante una hidrdlisis con alcalasa en condiciones optimizadas previamente

por Ramirez et al,. 2017.

2. Disefar y elaborar pastas a base de trigo con diferentes concentraciones de
proteina y afadir el hidrolizado proteico de amaranto obtenidos en el objetivo

anterior.

3. Evaluar caracteristicas tecnologicas y sensoriales de las pastas generadas

en el objetivo anterior.
4. Evaluar el efecto antihipertensivo a ratas espontaneamente hipertensas

mediante el monitoreo de la presién arterial tras el consumo de pastas con

hidrolizado proteico de amaranto en su composicion
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MATERIALES Y METODOS

La evaluacién de la biodisponibilidad de péptidos antihipertensivos de amaranto

sobre la inhibicion de la ECA-1, se centra en 4 etapas (figura 2):

1)

2)

Obtencién del hidrolizado proteico de amaranto tras una hidrdlisis con alcalasa bajo
condiciones optimizadas y modificaciones menores segun Ramirez-Torres., (2017).
Elaboracion de pastas a base de trigo con diferente concentracion de proteina,
hidrolizado proteico de amaranto se afadirdn como ingrediente adicional ala
formulacion.

Evaluaciones tecnolégicas y sensoriales de las pastas producidas en este estudio.
Evaluacién del efecto antihipertensivo tras el consumo de pastas de trigo con
hidrolizado proteico de amaranto en su composicion a ratas espontaneamente

hipertensas mediante el monitoreo de la presion arterial.
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Metodologia central
!

Se generé un hidrolizado a partir
de un concentrado proteico de
amaranto (COPRAM™) bajo el
método de Ramirez et al, 2017 con
modificaciones menores.

!

Se realizaron evaluaciones
tecnolégicas y sensoriales de las
pastas. Por ultimo, se realizé la
evaluacion del efecto
antihipertensivo del hidrolizado
proteico contenido en pastas de
trigo tras su consumo por ratas
espontaneamente hipertensas.

1

Los péptidos antihipertensivos
de amaranto se anadieron como
ingrediente extra a la
formulacion.

Se elaboraron pastas alimenticias a
base de trigo con diferentes
concentraciones de proteina (12 (-),15
y 20% (+)). Segun el método AACCI
66-10.01.

—

Consumo de pastas 12% (-) y 15 y 20, captopril se
utilizara como control (++).

Figura 2. Esquema metodoldgico de la obtencion y evaluacion de biodisponibilidad

de péptidos antihipertensivos de amaranto.
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Muestras de Amaranto

La materia prima (amaranto) para la obtencion del hidrolizado proteico fue
gentilmente donada por San Miguel de Proyectos Agropecuarios S.P.R 297 de R.S.
Comercialmente disponible bajo el nombre de COPRAM™ (Concentrado Proteico

Amaranto). Sémola de trigo fue adquirida en Harinera de Sinaloa S.A de C.V

Cuantificacion de Proteina de Materias Primas

La cuantificacion de proteina del COPRAM™ y sémola de trigo se realizé haciendo
uso del método oficial de la AOAC 960.52 (AOAC., 2000). El principio de este
meétodo se enfoca en determinar el contenido de proteina a partir del contenido de
nitrbgeno organico por el método de Kjeldahl. Los diversos compuestos
nitrogenados se convierten en sulfato de amonio por ebullicion con acido sulfurico
concentrado. El sulfato de amonio formado se descompone con un alcali (NaOH) y
el amoniaco liberado se absorbe en exceso de la solucion estandar de acido y luego

se valora nuevamente con alcali estandar.

Obtencién de Péptidos Antihipertensivos de Amaranto Mediante

la Hidroélisis con Alcalasa

La obtencion de péptidos antihipertensivos de amaranto se realiz6 siguiendo la
metodologia descrita por (Ramirez-Torres et al., 2017) con modificaciones menores.
El principio de este método consiste en realizar una incubacion de COPRAM™ en
condiciones optimizadas. El concentrado de amaranto se incubo en una relacion 1/5
P/V en agua purificada dentro de una estufa de vapor (Thermo Scientific) bajo
agitacion continua durante 6.16 h a 52°C, ademas se afiadié la enzima alcalasa

23



grado alimenticio a una concentracion de 0.04mU/mg. La hidrolisis enzimatica se

detuvo calentando la solucién a 85° durante 15 minutos.

Capacidad Inhibitoria Media sobre la ECA-1 (IC50)

La concentracion media inhibitoria sobre la ECA-1 (IC50) del hidrolizado proteico de
amaranto se evalu6 utilizando un kit de inhibicion ECA-1 (ACE kit-WST-Dojindo
Molecular Technologies, Inc., Kumamoto, Japén) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se realizaron diluciones en serie del hidrolizado de amaranto para la
construccion de la curva de inhibicién de la ECA-1. El hidrolizado de amaranto se
preparo y utilizd para construir una curva de inhibicién de ECA-1. La concentracion
de proteina del hidrolizado de amaranto se determindé utilizando el kit BCA (kit BCA,
PierceTM Thermo Scientific, Rockford, IL, EE. UU.). La concentracién de hidrolizado
de amaranto requerida para producir el 50% de la inhibicién de ECA-1 se considerd
como el IC50 y se expres6 como mg / ml.

Formulacion de Pastas a Base de Trigo con Diferentes

Concentraciones de Proteina

Las pastas elaboradas en este estudio con diferente concentracion de proteina se
elaboraron de acuerdo al método oficial de la AACCI 66-10.01 con modificaciones
en sus pasos de secado (Islas et al., 2014). Los ingredientes para la preparacion de
las pastas se enumeran en la tabla 2. Se elaboraron (tallarines) a partir de sémola
de trigo. El ajuste en la concentracion de proteina se llevd a cabo mediante
sustituciones de sémola de trigo por concentrado proteico de amaranto COPRAM™.

Cada formulacion fue mezclada en una batidora (Kitchen Aid, St, Josheph, MI) de
acuerdo con el tiempo de mezclado establecido en mixogramas (10 min),
posteriormente, el hidrolizado proteico de amaranto se afadi6 gradualmente
durante el mezclado hasta alcanzar una concentracion final de 4% (p / p), y se dejé

reposar durante 30 minutos en una camara de fermentacién (National Mfg. Co.,
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Lincoln, NE) a 30 °C y 95% HR. Después la masa se lamino a temperatura ambiente
utilizando una maquina para pasta (Columbian Home Products, Terre Haute, IN,
Item # 330-54), utilizando el ajuste numero 4. El proceso de secado de las pastas
se llevo acabo en 3 etapas, las primeras 2 en un horno (Micro-Pak Series MP500,
Clackamas, OR) en condiciones 60° C y 65% HR durante 3 horas, 40 °C y 30% HR
durante 5 horas respectivamente, por ultimo, se aplicé un secado a 50 °C durante 3
horas con ausencia de humedad en un horno de secado (RedLine RF 115 UL,
Binder, Tuttlingen, Alemania).
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Tabla 2. Formulaciones usadas para la elaboracion de pastas con modificaciones

en su contenido de proteina elaboradas de acuerdo con el método 66-42.01 AACCI.

Ingredientes 12% 15% proteina | 20% proteina +
proteina + HPA (pasta | HPA (pasta C)
(pasta A) B)

Sémola de trigo 100% 91.47% 50%

Concentrado proteico de | 0% 8.53% 43%

amaranto COPRAM™

Hidrolizado proteico de 0 4g/100g de 4g/100g de masa

amaranto masa
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Adicién de Hidrolizado Proteico de Amaranto a Pastas de Trigo

El hidrolizado proteico de amaranto (HPA) se afiadio a la formulacion de la pasta
como un ingrediente adicional durante el mezclado. Se ha identificado que durante
el mezclado se desarrollan la mayoria de las interacciones entre polimeros y
proteinas presentes entre el grano de amaranto y trigo e.g (formacién de redes
poliméricas, interacciones entre los residuos de gluteinas y fracciones proteicas del
amaranto, desarrollo de enlaces disulfuro e interacciones hidrofébicas (Oszvald et
al., 2009; Tamas et al., 2002; Ramirez-Torres et al., 2017). La concentracion de
hidrolizado proteico de amaranto se ajust6 para asegurar un consumo de 2.4 g/Kg
de peso del roedor cuando estos consumen 8 g de pasta (maxima cantidad que
consumen los animales del estudio en ayunas), de acuerdo con Ramirez et al.,
2017.

Evaluacion de las Caracteristicas Tecnolédgicas de las Pastas

Calidad de Coccion

La evaluacion de las caracteristicas tecnologicas de las de las pastas se realiz6 de
acuerdo con los métodos oficiales de la AACCI método 66-10.01 (AACCI, 2000). Se
evaluo el tiempo 6ptimo de coccion (TOC), la pérdida de sdlidos y la capacidad de
absorcion de agua durante la coccion. 25 g de pasta seca se pusieron a cocer por
triplicado en vasos de precipitado con 300 mL de agua en ebullicion. Se tomo una
muestra cada 30 segundos para evaluar el nivel de gelatinizacion del almidén
mediante la observacidon a contra-luz de la muestra de pasta colocada entre dos
portaobjetos; el tiempo al que se detectd una gelatinizacion completa fue
considerado como el tiempo éptimo de coccidn. La pérdida de solidos se determind
pesando los sélidos dispersos en agua que persisten después de la evaporaciéon en
una estufa de vapor a 105 °C durante 24 h.
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La capacidad de absorcion de agua se determiné calculando la diferencia de peso
entre la pasta seca y el peso al final de la pasta cocida en su tiempo 6ptimo de

coccion.

Textura

Pastas cocidas (al tiempo 6ptimo de coccion) fueron sometidas a pruebas de
textura. El grosor fue evaluado en un calibrador digital Powerfix. La fuerza de corte
y adhesividad fueron tomados como puntos de referencia de calidad de las
formulaciones secas y cocidas en un texturometro TAX.TPPlus, calibrado para una
celda de carga de 5kg a una velocidad de prueba 0,1 mm/s, distancia 1,6 mm,
umbral de fuerza 0.01 N. Se utilizaron tiras de pasta de 3 cm y se emplearon 7

repeticiones por muestra.

La fuerza maxima obtenida de La curva de fuerza vs distancia descrita por el
analizador de textura fue Registrado como medida de la firmeza de la pasta seca y
cocida, el area negativa de la curva fue tomada como adhesividad y reportado como
-N* Sec.

Color

El color de pastas secas y cocidas fue evaluado en un colorimetro digital Minolta
(Japon) modelo (CR-400). Los resultados se expresaron en el espacio CIELAB
como L * (luminosidad; 0 = negro, 100 = blanco), a * (+a = rojo, -a = verde) y b * (+b

= amarillo, -b = azul).

Analisis Proximal

La composicion proximal se evalué de acuerdo con los métodos de la AOAC. Se
evaluo la humedad, secando los productos a 105 ° C durante 24 h (método
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925.09B); la cantidad de proteina cruda se calculé usando el ensayo micro-Kjeldahl
(método 960.52); la determinacion de lipidos se realizO desengrasando los
productos en un aparato Soxhlet usando éter de petréleo como disolvente (método
920.39C); las cenizas fueron calculadas por incineracion a 550 ° C (método 923.03);
y los carbohidratos se calcularon por diferencia de los otros macronutrientes. Todas
las evaluaciones se llevaron a cabo por triplicado y los resultados se expresaron en

g/ 100 g en base seca.

Analisis Sensorial

Las pruebas sensoriales a alimentos son de gran importancia ya que detallan
parametros de aceptabilidad o calidad entre los consumidores y toman mayor
relevancia si estos pretenden ser comercializados (Wansink, 2003). En este sentido,
se realizé un analisis sensorial de tipo descriptiva y una prueba triangular de tipo

discriminatoria.

Treinta panelistas no entrenados participaron en el analisis sensorial. Los atributos
sensoriales (color, olor, sabor, y textura) y la apreciacion global de los productos
fueron evaluados en una escala heddnica en donde (0 = totalmente no me gusta,
10 = me gusta mucho) y esto se realiz6 siguiendo el método establecido por la
Organizacion Internacional de Normalizacion (ISO) -11136: 2014 [18].
Adicionalmente se realiz6 una prueba discriminatoria de tipo triangular basada en el
método 1SO-4120: 2004 para verificar la capacidad de los panelistas en la
discriminacion entre los tres tipos de pasta (A, B y C). En esta prueba se
proporcionaron a cada panelista seis secuencias de muestras (1: A, A, B; 2: A, B,
B;3:A,AC;4:A,C,C;5:B,B,C;y6: B, C, C) para que los panelistas identificaran
la muestra distinta y las semejantes . La diferencia perceptible entre los productos
se evaluo utilizando tablas estandarizadas, de acuerdo con a 1ISO-4120: 2004.
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Evaluacion del Efecto Antihipertensivos de Hidrolizado Proteico
de Amaranto con Alcalasa Adicionados a Pastas de Trigo y

Suministrados a Ratas Espontaneamente Hipertensas

Grupos de seis ratas macho espontaneamente hipertensas (12 semanas de edad,
300-350 g de peso corporal) se mantuvieron con alimento y agua disponible en todo
momento at libitum hasta antes de su evaluacion, en donde se mantuvieron en
ayuno 12 horas previas. La evaluacion consistio en el consumo libremente de 8 g
de pasta cocida A (control), B o C por parte de los roedores. Como control positivo,
se incluy6 un cuarto grupo de ratas que recibio captopril (25 mg / kg de peso corporal
de la rata) de forma intragastrica utilizando sondas de plastico (18GA 75mm, Instech
laboratories, Inc.). La presion arterial se evalu6 antes de la suplementacion y se
denomino (tiempo cero) y después de la suplementacion se evaluo (a intervalos de
1 h durante 9 h). Se utiliz6 un monitor de presion arterial CODA - tail cuff (Kent
Scientific, Torrington, CT, EE. UU.). Cabe destacar que los ensayos en animales
realizados en esta investigacion fueron avalados y aprobados por la Junta de
Revision de Etica de la Universidad Auténoma de Sinaloa bajo el protocolo de
estudio (CE UACNYG-2015-SEP-001).

Analisis Estadistico

Todos los datos obtenidos en este estudio se analizaron con el software GraphPad
Prism version 6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.). Se realizaron
pruebas de normalidad (Shapiro-Wilk) a datos. Los datos distribuidos normalmente
se expresaron como media y desviacion estandar. Las diferencias entre los grupos
se analizaron usando ANOVA y Tukey. Los datos no distribuidos normalmente se
expresaron como mediana y rango intercuartilico. Las diferencias entre los grupos
se analizaron utilizando las pruebas de Kruskal Wallis y prueba de Dunn. Un valor
de p >0.05 fue considerado estadisticamente significativo.
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RESULTADOS

Cuantificacion de Proteinas de Materias Primas

El porcentaje total de proteina obtenido mediante el método de Micro-Kjeldahl en
COPRAM™ fue de 21.5 % resultando superior que en la sémola de trigo (11.58 %).

Obtencién de Péptidos Antihipertensivos de Amaranto Mediante

la Hidroélisis con Alcalasa

La obtencién del hidrolizado proteico de amaranto a partir de COPRAM™ tras una
hidrolisis con alcalasa grado alimenticio de acuerdo con Ramirez et al, 2017, se
realiz6 con modificaciones menores y fueron excluidos todas aquellas sustancias
que no fueran grado alimenticio. Un total de 800 g de hidrolizado proteico de

amaranto fue obtenido con la metodologia descrita anteriormente.

Capacidad inhibitoria media sobre la ECA-1 (IC50)

La hidrdlisis de la proteina de amaranto con alcalasa de grado alimenticio genera
un hidrolizado con ECA-1 con actividad inhibitoria. El valor de IC50 del hidrolizado
fue de 0.014 mg/ mL y el 100% de inhibicion de la ECA-1 se observo a los 0.88 mg
/ mL como se ilustra en la figura 3. El resultado de inhibicion de nuestro estudio fue
mayor que el valor IC50 obtenido por captopril (0.043 mg/ml) calculado por el
fabricante del kit y fue casi 10 veces menor que los valores IC50 reportados por
otros autores que utilizaron la misma fuente de proteina y enzima (Fritz et al., 2011;

Ramirez et al., 2017). Este resultado se puede atribuir a las diferencias en las
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condiciones de hidrdlisis en este estudio ya que el grado de hidrolisis de proteina
de amaranto en las condiciones utilizadas alcanzaron valores del 75% (Ramirez et
al, 2017), mientras que otros informan grados de hidrdlisis del 45 y 65%
respectivamente. Lo mencionado anteriormente es relevante ya que los di-, tri- y
tetra-péptidos son los mejores inhibidores de la ECA-1 y estos se generan después

de una protedlisis exhaustiva.
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Figura 3. Determinacion del grado de inhibicion por triplicado de la ECA-1, en
condiciones optimizadas de hidrolizado: pH 7.01; temperatura 52 ° C; concentracién
de enzima 0,04 mU / mg de proteina; tiempo de reaccion 6,16 h). ACE-1: enzima
convertidora de angiotensina-1 utilizando el kit WST-Dojindo Molecular

Tecnologies.
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Evaluacion de las Caracteristicas Tecnoldgicas de las Pastas

Calidad de Coccion

La medicion de calidad consistié en determinar los parametros: tiempo éptimo de
coccion, pérdida de sélidos durante ésta, asi como el aumento de peso después de
la coccidn. Estos resultados se muestran en la Tabla 3. El tiempo éptimo de coccidn
y la pérdida de sélidos disminuyeron en las pastas con el mayor contenido de
proteina (Pasta B y C). Lo anterior puede asociarse con la reduccion del contenido
de almidon y aumento de proteina debido a la adicion del hidrolizado proteico de
amaranto lo que puede generar una menor gelatinizacion de almidon (Fuad et al,
2010) ademas el incremento de la concentracion de proteina puede generar
reordenamientos moleculares dentro de la microestructura de la pasta (Fradique et
al, 2013). Algunos de los reordenamientos que ocurren entre los componentes del
trigo y el hidrolizado proteico de amaranto incluyen la formacion de redes
poliméricas, interaccion entre residuos de glutelinas y fracciones proteicas de
amaranto, desarrollo de enlaces disulfuro e interacciones hidrofébicas entre otras
(Oszvald et al, 2009, Ramirez-Torres et al, 2017). Las ganancias de peso no

mostraron diferencias estadisticamente significativas.
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Tabla 3. Caracteristicas de calidad de coccién de la pasta de sémola con diferentes

concentraciones de proteinas y péptidos antihipertensivos en su formulacién.

Pérdida de

Ganancia de peso

Muestra
sélidos (g/100 (9/100 g)
Pasta A 10.5°+ 0.05 11.5+ 0.45 2072+ 4.9
Pasta B 7.52+ 0.05 8.9°+ 0.11 2052+ 6.0
Pasta C 5.52+ 0.01 7.32+ 1.06 1932+ 1.0

Diferentes letras entre columnas significan diferencia estadistica (p <0.05) evaluada con una prueba
Tukey’s. ® TOC: Tiempo Optimo de Coccion. El simbolo + corresponde a desviacion estandar.



Textura

La textura se evalud después de cocer la pasta en el tiempo 6ptimo. La firmeza de
aumento en la pasta con mayor contenido de proteina (p <0.05). Comunmente la
adiciéon de material proteico distinto al gluten conduce a una disminucion de la
firmeza ya que la red de gluten puede perder fuerza y afectar la estructura de la
pasta (Rayas-Duarte, 1996), sin embargo, en nuestro estudio la firmeza se
incrementd, esto puede ser atribuido a la naturaleza de la proteina afnadida y al
tratamiento térmico durante los pasos de secado. Por el contrario, la adhesividad
disminuyo en las pastas con mayor contenido de proteina; esto es se debe a que
sustituciones de sémola de trigo por otros ingredientes provoca una menor

capacidad de hidratacion por parte de la masa (Osvald et al, 2009).
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Tabla 4. Caracteristicas de textura de pastas de trigo y pastas de trigo con semolina

y amaranto
Muestra Tipo de Grosor Firmeza Adesividad
presentacion (mm) (N) (-N*Sec)
Pasta A Cocida 2.85¢ 3.312£ 0.26 0.0532+ 0.011
Pasta B Cocida 2.74° 3.64°+0.77 0.043*+0.010
Pasta C Cocida 2.602 5.73°+0.75 0.041°+ 0.007

Diferentes letras entre columnas significan diferencia estadistica (p <0.05) evaluada con una prueba
Tukey’s. Los valores * corresponden a la desviacion estandar.
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Color

Las evaluaciones de color de cada una de las pastas tanto secas como cocidas se
muestran en la tabla 5. Las pastas cocidas B y C mostraron valores de L* mas bajos
que la pasta control (p > 0.05), esto puede asociarse al desarrollo de color marrén
en las pastas con alto contenido de proteina y aumento de reacciones de Maillard
(Nicoli et al, 1999) las cuales requieren de azucares reductores y grupos aminos
libres que se podrian incrementar en pastas suplementadas con hidrolizados de
proteina. Por otro lado, los parametros a* y b* variaron entre pastas secas y cocidas
(p >0.05), el desarrollo de color marrén fue mas evidente en pastas b y ¢ antes o
después de su coccion (Anexo 1).
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Tabla 5. Parametros de color obtenidos de pastas secas y cocidas.

Muestra Tipo de L* a* b*
presentacion

Pasta A Seca 78.54 2.022 17 .4b
Cocida 78.54 1.012 16.7°2

Pasta B Seca 72.1¢ 4.3 21.6°
Cocida 56.22 7.8¢ 24 5de

Pasta C Seca 60° 7.6° 24 14
Cocida 55.72 8.2¢cd 25.1f

Diferentes letras entre columnas significan diferencia estadistica (p <0.05) evaluada con una prueba
Tukey’s. ® Tiempo de coccion éptimo.
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Analisis Proximal

Los resultados del analisis de composicion nutrimental se muestran en la Tabla 6.
El contenido de proteina fue superior en las pastas que contienen amaranto en su
formulacion pasando de 10.26 g/100 g de pasta (A) a 13.88 y 17.93 g/100 g de
pastas B y C respectivamente. El contenido de proteina en pastas cocidas fue
menor, situacion que manifiesta que algunas proteinas salen de la matriz alimentaria
durante la coccién, pasta (A) cocida 9.31 g/100 g y 10.52 y 17.70 g/100 g para
pastas (B y C).

El contenido de grasa fue mayor en las pastas B y C (1.33 y 2.05 g/100
respectivamente) que en la pasta A (0.85 g/100 g), esto se puede asociar a un alto
contenido de acidos grasos en el grano de amaranto (Bressani, 2012). Cuando las
pastas fueron cocidas estos valores de grasa disminuyeron lo que se puede asociar
a una pérdida de este componente durante la coccién. El contenido de cenizas
aumentd cuanto mas alta era la concentracion de amaranto en su composicién. El
contenido de cenizas fue mayor en las pastas que contenian mas amaranto en su
composicion (B y C). El contenido de carbohidratos fue disminuyendo a medida que

decrecia el contenido de harina de trigo en las pastas (tabla 6).
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Tabla 6. Analisis de composicion quimica de pastas de trigo y pastas de trigo y

pastas de trigo con semolina y amaranto.

Muestra (SM: Humedad Proteina Grasa Ceniza Carbohidratos®
COPRAM™) (9/100 g) (9/100 g) (9/100 g) (9/100 g) (g/100 g)
Cocida
Pasta A (100:0) | 58.33+0.11¢ 9.31+0.162 0.74+0.122  0.23+0.022 89.72°f
Pasta B (85:15) + | 54.53 £ 0.16° 10.52 £ 0.50° 0.98+0.55%  0.56 + 0.08" 87.94¢
HPA
Pasta C (50:50) + | 50.88 + 0.11° 17.70 + 0.05° 1.07° 1.22 + 0.05° 80.01°
HPA
Seca
Pasta A (100:0) | 7.64 +0.01® 11.10+0.01® 0.92+0.612 0.63+0.01¢ 87.33
Pasta B (85:15) + | 7.84 £ 0.012  15.06 + 0.299 1.44+0.34° 0.90 +0.01¢ 82.59°
HPA
Pasta C (50:50) + | 8.12+0.01 19.90 £ 0.06" 2.27+0.40°® 0.92+0.01¢ 76.89°
HPA

b carbohidratos calculados por diferencia.
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Analisis Sensorial

Se obtuvieron los resultados de la evaluacion de las pastas por parte de 30
panelistas no entrenados. La edad promedio fue de 25.7 afios con una distribucion
de 18 mujeres y 12 hombres. La figura 4 muestra los resultados obtenidos del
analisis descriptivo. La pasta A obtuvo la mejor apreciacion global y se observaron
diferencias significativas en comparacién con las pastas By C (P >0,05), respecto
a los otros atributos sensoriales (color, olor, sabor y textura) no se apreciaron
diferencias significativas entre los 3 tipos de pasta. Estos resultados son relevantes
ya que regularmente sustituciones por arriba del 10% de los ingredientes
tradicionales de la pasta modifica sus atributos sensoriales (Mercier et al, 2016).

Los resultados de la prueba discriminatoria se muestran en la figura 5. Los
panelistas pudieron distinguir en cada una de las secuencias entre los diferentes
tipos de pasta, es decir todas las secuencias eran distinguibles entre si a un nivel
de confianza de p = 0.05. Cabe destacar que algunos panelistas expusieron que
tras el consumo de las pastas b y ¢ apreciaban un sabor amargo en la boca, esto
ya ha sido reportado como una caracteristica de algunos péptidos antihipertensivos
(Zhou et al, 2013; Hernandez-Ledesma et al, 2011), de tal forma que mas

evaluaciones de este tipo son necesarias.
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Figura 4. Atributos sensoriales descriptivos para pastas control (A), Pasta amaranto
15% proteina (B), Pasta amaranto 18% proteina (C). Los numeros dentro del grafico
radial hacen referencia a una escala hedonica.
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Figura 5. Prueba triangular de tipo discriminatoria para cada una de las secuencias

asignadas a los panelistas. Las diferencias estadisticas fueron estimadas de
acuerdo a la 1ISO-4120:2004.
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Evaluacion del Efecto Antihipertensivo en Ratas

Espontaneamente Hipertensas

La evaluacion del efecto antihipertensivo del hidrolizado proteico de amaranto
afadido a pastas de trigo tras ser consumidos por ratas espontaneamente
hipertensas se ilustra en la figura 6. La presion arterial en ratas espontaneamente
hipertensas fue de 199.33 £ 20.90 mmHg. En comparacién con la pasta de control,
la presion arterial se redujo significativamente (p <0.05) después de las 3 h de la
ingestion de pasta B o C (ambas contenian el hidrolizado de amaranto). El grupo
control positivo en el que se suministrd el farmaco captopril mostré efecto
antihipertensivo mas potente que los tres tipos de pasta probados (p <0.05). En
comparacion con la pasta de control, la reduccién de la presion arterial se mantuvo
durante 7 h en los grupos suplementado con pasta B y 8 h en aquellos
suplementados con pasta C (p <0.05). Por otro lado, el grupo evaluado con captopril
mantuvo su efecto antihipertensivo hasta la ultima evaluacion de la presion arterial,

9 h después de la administracion de captopril.

Los niveles de presion arterial mantuvieron un descenso mayor en la pasta C (mayor
contenido de proteina), las proteinas pueden inducir reordenamientos moleculares
en la matriz alimentaria que aumenten la firmeza y en consecuencia pueden
contribuir a atrapar péptidos antihipertensivos mas eficientemente y liberarlos en el
tracto digestivo, en este sentido Ten Have et al, 2015 afirm6é que matrices
alimentarias ricas en proteina puede retrasar la liberacién y absorcidon de péptidos
antihipertensivos pudiendo conducir a un incremento de su biodisponibilidad.

Con los hallazgos del presente estudio podemos concluir que la suplementacion de
hidrolizado proteico de amaranto con alcalasa a pastas de trigo reduce
significativamente la presidn arterial en ratas hipertensas tras las primeras horas
después de su consumo y hasta 8 h posteriores.
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Figura 6. Presion arterial sistolica en ratas espontaneamente hipertensas después
de la suplementacién con tres tipos de pasta y captopril. Las comparaciones en
cada momento se llevaron a cabo utilizando parametros no paramétricos. Prueba
ANOVA vy Kruskal-Wallis. HPA: Hidrolizado Proteico de Amaranto. Letras
diferentes en puntos de tiempo especificos significan diferencias significativas (p

<0,05). NS: diferencia no significativa.
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CONCLUSIONES

Los hidrolizados proteicos de amaranto obtenidos con alcalasa mantienen
propiedades antihipertensivas y este efecto se mantiene después de su adicion en
pastas de trigo. En el mismo sentido los hidrolizados proteicos de amaranto
mantienen su biodisponibilidad y su efecto antihipertensivo después de 3 h y hasta
8 h después de que ratas espontaneamente hipertensas son suplementadas con
pastas de trigo donde estos son contenidos. El efecto antihipertensivo se prolongd
en las pastas con mayor contenido de proteina. Los atributos sensoriales de pastas
de trigo que contienen hidrolizados proteicos de amaranto en su composicién no
son afectados considerablemente, aunque se debe mejorar la aceptacion final por
parte de los consumidores. Con lo mencionado anteriormente podemos concluir que
se probd la hipotesis planteada en este estudio y podria justificar estudios
adicionales para evaluar su seguridad y uso como ingrediente para el desarrollo de

alimentos funcionales.
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PRODUCTIVIDAD

Publicacion de un articulo de datos originales en la revista “Foods” ( factor de
impacto 3.011) en el articulo Valdez-Meza et al., 2019 Pasta Enrichment with an
Amaranth Hydrolysate Affects the Overall Acceptability while Maintaining
Antihypertensive Properties. Foods 8 (8), 282. Se anexa al presente documento.
Durante la obtencién de los resultados se realizo una estancia académica en el
Instituto Superior de Agronomia en Lisboa Portugal, durante el periodo de

septiembre a noviembre de 2018.
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Abstract: Background: Alcalase-treated amaranth proteins generate angiotensin-1-converting enzyme
(ACE-1) inhibitory peptides, which could be useful for functional foods development. Our aim
was to evaluate the technological, sensory, and antihypertensive properties of pasta enriched with
an amaranth hydrolysate. Methods: Pasta with 11% (A; control), 15% (B), and 20% (C) of protein
content were formulated. Pastas B and C were supplemented with an alcalase-treated amaranth
protein concentrate. Cooking time, cooking lost, color, and texture were assessed. An untrained panel
(n = 30) evaluated sensory attributes. The antihypertensive effect was evaluated in hypertensive rats.
Results: The hydrolysate IC50 was 0.014 mg/mL. Optimum cooking time and cooking loss decreased
in products B and C vs. A (p < 0.05). The L* values decreased in pasta C. Firmness increased in
pasta C vs. A (p < 0.05). Adhesiveness was different among groups (p < 0.05). Pasta A had the
highest acceptability (p < 0.05). The products B and C, and captopril (positive control) showed
antihypertensive properties after 3 h of supplementation (p < 0.05). This effect remained after 7 h,
8 h, or 9 h. Conclusions: The addition of amaranth hydrolysates to pasta negatively impacts on the
overall acceptability and, to a lesser extent, on pasta taste. However, it is possible to maintain the
antihypertensive properties of the supplemented pasta under physiological conditions.

Keywords: amaranth protein; pasta; sensory evaluation; hypertension; functional food

1. Introduction

Functional foods provide health-related benefits beyond basic nutrition by virtue of the presence
of physiologically active components [1,2]. These foods could contribute as an adjunct for the control
of several diseases, such as high blood pressure. Potential ingredients for this purpose include
anthocyanins [3], isoflavones [4], and peptides [5]. The mechanism for reducing blood pressure
involves several pathways. Pharmaceutical drugs such as enalapril and captopril are inhibitors of
angiotensin-1-converting enzyme (ACE-1), which is involved in the pathogenesis of hypertension. This
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ACE-1 inhibitory activity is also exhibited by peptides from several dietary sources [6-8]. Particularly,
di- and tri-peptides are absorbed more rapidly than free amino acids, mainly through the paracellular
and transcellular routes or by specific transporter systems, such as the peptide transporter PepT1 [9,10].
Recent works have proven that the hydrolysis of amaranth proteins with microbial alcalase can
release ACE-1 inhibitory peptides [11], and it has been proposed that both the bioavailability and the
antihypertensive properties of the bioactive peptides are influenced by the food matrix characteristics [9].
For instance, the bioavailability of antihypertensive peptides can be improved by increasing the protein
content of the food matrix, mainly due to delay on the gastric emptying [12].

The technological properties of food matrices, as well as their sensory characteristics, could
be modified after the incorporation of new ingredients into standardized formulations. In fact, the
incorporation of microalgae biomass [13] or amaranth proteins [14] in food pasta formulations modifies
the technological and sensory profile of cooked pasta. This highlights that the addition of bioactive
compounds to standardized pasta formulations deserves the evaluation of the technological and
sensory properties of the new supplemented food product. Furthermore, the health benefits claimed
should be evaluated in vivo to support, at least in part, the functionality of the functional foods
proposed. Thus, the aim of the present study was to assess the technological and sensory characteristics
of pasta, formulated with different protein content and supplemented with an amaranth hydrolysate
that has shown antihypertensive properties in vivo [11], as well as the suitability of the developed
pasta for lowering systolic blood pressure in spontaneously hypertensive rats.

2. Materials and Methods

2.1. Amaranth Protein Hydrolysis

The amaranth protein hydrolysate was obtained as previously described with minor
modifications [11]. Amaranth protein concentrate (COPRAM™) was suspended in purified water (1:5
w/v). The hydrolysis was carried out with food-grade alcalase (0.04 mU/mg of protein content) at 52 °C
with continuous stirring for 6.16 h. The enzymatic hydrolysis was stopped by heating the reaction
solution (85 °C, 15 min).

2.2. Half-Inhibitory Concentration

Half-inhibitory concentration (IC50) of the hydrolysate was assessed using an ACE-1 Inhibition kit
(ACE kit-WST-Dojindo Molecular Technologies, Inc., Kumamoto, Japan) following the manufacturer’s
instructions, where the substrate reaction was 3-Hydroxybutylyl-Gly-Gly-Gly. Serial dilutions of the
amaranth hydrolysate were prepared and utilized to construct an ACE-1 inhibition curve. The protein
concentration of the amaranth hydrolysate was determined using the BCA assay (BCA assay, Pierce™
Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). The concentration of amaranth hydrolysate required to produce
50% of ACE-1 inhibition was considered as the IC50 and was expressed as mg/mL.

2.3. Pasta Making

Ingredients for pasta making are listed in Table 1. Pasta with three different protein contents were
prepared following the official American Association of Cereal Chemists (AACC) method 66-10.01 [15],
with modifications in drying steps [16]. Protein concentrations were adjusted, adding amaranth
protein concentrate (COPRAM™) to the standard pasta formulation (pasta A). The ingredients were
mixed in a Kitchen Aid mixer (St Joseph, USA) according to the mixing time established in previous
mixograms (10 min). The amaranth hydrolysate was gradually added during the mixing time until
the final concentration was 4% (w/w). The mixture was extruded at room temperature using a pasta
maker (Columbian Home Products #330-54, Terre Haute, IN, USA). The pasta products were dried
in three steps: (1) 60 °C and 65% relative humidity for 3 h; (2) 40 °C and 30% relative humidity for
5 h (Micropak oven series MP500, Enviro-Pak, Clackamas, OR, USA); and (3) 50 °C for 3 h in an oven
(RedLine RF 115 UL, Binder, Tuttlingen, Germany).
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Table 1. Formulations for pasta making with changes in the content of protein *.

Ingredients (2) Pasta A Pasta B Pasta C
& & (11% Protein) (15% Protein) (20% Protein)
Semolina 100.00 91.87 57.00
Amaranth protein concentrate - 8.53 43.00
Amaranth protein hydrolysate - 4.00 4.00

* Based on the method 66-10.01 of the American Association of Cereal Chemists (AACC), (2001) [15].

2.4. Proximate Composition

The proximate composition was evaluated according to Association of Official Analytical Chemists
(AOAC) methods [17]. Moisture was assessed, drying the products at 105 °C for 24 h (method 925.09B);
crude protein was measured using the micro-Kjeldahl assay (method 960.52); lipids were determined
by defatting the products in a Soxhlet apparatus using petroleum ether as solvent (method 920.39C);
ashes were obtained by incineration at 550 °C (method 923.03); and carbohydrates were calculated by
difference of the other macronutrients. All evaluations were carried out in triplicate, and the results
expressed in g/100 g dry basis.

2.5. Pasta Cooking Quality, Color, and Texture Evaluations

The technological characteristics of the pasta were evaluated according to the AACC method
66-10.01 [15]. Optimum cooking time was expressed in minutes; cooking loss and weight gain were
expressed as g/100 g of pasta. The color parameters of both dried and cooked pasta were measured
using a Minolta (Japan) digital colorimeter (CR-400). The results were expressed in the International
Commission on Illumination (CIE) LAB space as L* (luminosity, 0 = black, 100 = white), a* (+a = red,
—a = green) and b* (+b = yellow, —b = blue). The texture evaluations of cooked pasta were carried out
according to the AACC method 74-09.01. Firmness (cutting strength) and adhesiveness were evaluated
in cooked pasta using a TA-XTPlus texturometer (Stable Microsystems, Godalming, UK) under the
following settings: load cell of 5 kg at test speed of 0.1 mm/s, distance of 1.6 mm, force threshold
of 0.01 N, 3 cm strips of pasta. Seven evaluations per product were carried out. A force-distance
curve was recorded in the texturometer, and maximum strength was considered as firmness (N). The
negative area was recorded as adhesiveness (—N-s).

2.6. Sensory Evaluation

Thirty untrained panelists participated in the sensory analysis. Sensory attributes (color, odor, taste,
and texture) and the global appreciation of the products were evaluated in a hedonic scale (0 = totally
dislike, 10 = like very much) according to International Standard Organization (ISO)-11136:2014 [18].
A triangle test based on ISO-4120:2004 method [19] was carried out in order to verify the capability of
the panelists to discriminate among the three types of pasta (A, B, and C). Each panelist was provided
with six sequences of samples (1: A, A, B;2: A,B,B;3: A,A,C;4: A, C,C;5:B,B,C;and 6: B, C, C).
The perceptible difference among the products was evaluated utilizing standardized tables, according
to ISO-4120:2004.

2.7. In Vivo Evaluation of the Antihypertensive Properties of the Amaranth Hydrolysate

Groups of six spontaneously hypertensive male rats (12 weeks old, 300-350 g body weight) ate
freely 8 g of cooked pasta A (control), B, or C. As a positive control, a fourth group of rats received
captopril (25 mg/kg of rat body weight) intragastrically. Blood pressure was monitored before (time
zero) and after treatments (at 1 h intervals for 9 h). The CODA™ tail cuff blood pressure monitor (Kent
Scientific, Torrington, CT, USA) was utilized. An Ethics Review Board of the University of Sinaloa
approved the study protocol (CE-UACNYG-2015-SEP-001).



Foods 2019, 8, 282 4 0f 10

2.8. Statistical Analysis

All data were analyzed using GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
Normality tests were carried out using Shapiro-Wilk test. Normally distributed data were expressed
as mean and standard deviation. Differences among groups were analyzed using ANOVA and Tukey
tests. Non-normally distributed data were expressed as median and interquartile range. Differences
among groups were analyzed using Kruskal-Wallis and Dunn’s tests. A p value < 0.05 was considered
statistically significant.

3. Results

3.1. Amaranth Protein Hydrolysis and IC50 Estimation

The hydrolysis of amaranth protein with food-grade alcalase generates a hydrolysate with ACE-1
inhibitory activity. The IC50 value of the hydrolysate was 0.014 mg/mL, and 100% of ACE-1 inhibition
was seen at 0.88 mg/mL (Figure 1).
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Figure 1. IC50 (half-inhibitory concentration) estimation of the amaranth hydrolysate (optimized
hydrolysate parameters: pH 7.01; temperature 52 °C; enzyme concentration 0.04 mU/mg of protein;
reaction time 6.16 h). ACE-1: angiotensin-1-converting enzyme.

3.2. Technological Evaluation of Pasta

The results of the proximate analysis are shown in Table 2. As expected, pasta C had the highest
protein content (20% dry basis), followed by pastas B (15.0%) and A (11.1%). The optimum cooking
time and cooking loss parameters, as well as the weight gain after cooking are shown in Table 3.
Optimum cooking time and cooking loss decreased in the pasta with the highest protein content (C)
(p £ 0.05). Weight-gain parameters were no different among the products (p > 0.05). Color variations
in both dry and cooked pasta are shown in Table 4. After cooking, L* values decreased in pastas B
and C (p < 0.05), but not in the control pasta (A). Both a* and b* color parameters varied among the
different types of pasta (p < 0.05). The development of a brown color was more evident in pastas B and
C than in pasta A, either before or after cooking (p < 0.05).
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Table 2. Proximate analysis of the three types of pasta (dry basis).

Sample Moisture Protein Fat Ash Carbohydrates
P (g/100 g) (g/100 g) (g/100 g) (g/100 g) (g/100 g)
Pasta A 7.64 +0.012 11.10 £ 0.01 2 0.92 +0.612 0.63 +0.012 87.33 +2.04 €
Pasta B 7.84 +0.012 15.06 + 0.29 1.44 +0.34° 0.90 +0.01 2 82.59 + 0.34 P
Pasta C 8.12+0.012 20.00 + 0.06 € 2.27 +0.40P 0.92 +0.012 76.89 +0.212

Comparisons in each column were carried out using ANOVA and Tukey tests. Different superscripts letters in the
same column mean significant difference (p < 0.05). Mean values + standard deviations are shown. Carbohydrates
were calculated by difference.

Table 3. Cooking quality of the three types of pasta.

Sample Optimum Cooking Cooking Loss Weight Gain
P Time (MIN) (G/100 G) (G/100 G)
PASTA A 105+ 05P 115+ 05P 207 +4.92
PASTA B 75+052 89+0.1b 205+6.02
PASTA C 55+002 73+1.12 193 +1.02

Comparisons in each column were carried out using ANOVA and Tukey tests. Different superscript letters in the
same column mean significant difference (p < 0.05). Mean values + standard deviations are shown.

Table 4. Color parameters in dry and cooked pasta.

Sample Presentation L* a* b*
Pasta A Dry 785 +0.7 4 2024012 174 +0.8P
Cooked 785+ 1.6 4 1.01+0.62 16.7 092
Pasta B Dry 721 +05¢ 43+02P 21.6 +05¢
Cooked 56.2+1.22 78+02°¢ 24,5 + 0.5 de
Pasta C Dry 60.0 £ 0.3 7.6+0.2° 24.1+034
Cooked 55.7 + 0.6 2 82+0.24 251+04¢

Comparisons in each column were carried out using ANOVA and Tukey tests. Different superscript letters in the
same column mean significant difference (p < 0.05).

Texture was evaluated after cooking of pasta at optimum time. Adhesiveness was inversely
correlated to protein content. On the contrary, the firmness of pasta increased as the protein content
was augmented (p < 0.05) (Table 5).

Table 5. Texture characteristics of the three types of pasta after cooking.

Sample Firmness (N) Adhesivness (—N-S)
Pasta A 331+026% 0.053 +£0.011 2
Pasta B 3.64+£0.77° 0.043 +0.010
Pasta C 573+£0.75°¢ 0.041 + 0.007 €

Comparisons in each column were carried out using ANOVA and Tukey tests. Different superscript letters in the
same column mean significant difference (p < 0.05). Mean values + standard deviations are shown.

3.3. Sensory Evaluation

Pasta A (control pasta) scored better global appreciation and taste than pastas B and C, however,
significant differences (p < 0.05) were observed for global appreciation only (Figure 2). Regarding
color, odor, and texture, there were no significant differences (p > 0.05) among the three types of pasta.
Triangle test was performed to evaluate if the panelists were able to distinguish one type of pasta
from another. Overall, all the sequences of products evaluated were distinguishable from each other
(p < 0.05) (Figure 3).



Foods 2019, 8, 282 6 of 10

Color (NS)
9 —

Global
appreciation Odor (NS)
/ \
\
-e-Pasta A
-s-Pasta B
=e-Pasta C

N '
Taste (N S) Texture (N )

Figure 2. Sensory evaluation of cooked pasta. A hedonic scale was used, where 0 = totally dislike and
10 = like very much. Comparisons in each sensory attribute were carried out using ANOVA and Tukey
tests. Different letters indicate statistical difference (p < 0.05). NS: nonsignificant difference.

Correct responses/Total ]
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[ Statistical analysis J
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Pasta B and C were distinguishable
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J

Figure 3. Triangle test to evaluate the capability of the panelists to discriminate among pasta samples.
Sixty untrained panelists were recruited. Pastas (A, B, C) were assigned a code and presented
simultaneously to all panelists. In each sample sequence, two equal pastas and one different pasta
were given to panelists. Statistical differences were estimated according to ISO-4120:2004.

3.4. Supplemented Pasta Efficiently Reduces Systolic Blood Pressure in Spontaneously Hypertensive Rats

The baseline of blood pressure in spontaneously hypertensive rats was 199.33 + 20.90 mmHg.
Compared with control pasta, blood pressure was significantly reduced (p < 0.05) after 3 h of the
ingestion of pasta B or C (both containing the amaranth hydrolysate) (Figure 4). The drug captopril
showed more potent antihypertensive properties than the three types of pasta tested (p < 0.05) (Figure 4).
Compared with control pasta, the blood pressure reduction was maintained for 7 h or 8 h in the groups
supplemented with pasta B or C, respectively (p < 0.05). Captopril maintained its antihypertensive
effect until the last evaluation of blood pressure, 9 h after captopril administration (Figure 4).
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Figure 4. Systolic blood pressure in spontaneously hypertensive rats after supplementation with three
types of pasta and captopril. Comparisons at each time point were carried out using nonparametric
ANOVA and Kruskal-Wallis test. Different letters at specific time points mean significant difference
(p < 0.05). NS: nonsignificant difference.

4. Discussion

In this study, the antihypertensive properties of an amaranth hydrolysate incorporated into a food
matrix with different protein content were evaluated. The optimized hydrolysis conditions of amaranth
protein with alcalase to generate an antihypertensive hydrolysate were previously established by
our research group [11]. However, in this case, only food-grade reagents were utilized to hydrolyze
amaranth protein. Although the IC50 value of the amaranth hydrolysate generated in this study
(0.014 mg/mL) was higher than the IC50 value of captopril (0.0435E4 mg/mL; calculated by the
manufacturer of the ACE-1 inhibition kit utilized), it was almost tenfold lower than the IC50 values
reported by others who utilized the same enzyme and source of proteins [20]. This can be attributed to
differences in the hydrolysis conditions. In fact, the hydrolysis degree of amaranth protein under the
conditions used in the present study is 75% [9], while others reported hydrolysis degrees between 45%
and 65% [20]. This is of relevance as di-, tri-, and tetra-peptides are the best ACE-1 inhibitory peptides,
and these are preferentially generated after exhaustive proteolysis [9].

The antihypertensive peptides were added into pasta formulations with different protein content.
The addition of protein proportionally reduces the starch content of the food matrix (Figure 2), and
this reduction could impact on cooking time. As starch gelatinization during cooking is related to
the optimum cooking time, this parameter decreased as the protein content of the pastas increased
(Table 3). This is in line with previous studies [21]. On the other hand, cooking loss is related to the
structural characteristics of the pasta matrix. Compared with conventional pasta formulation, cooking
loss can either increase or decrease after the incorporation of additional ingredients [13,16]. This could
be related to molecular rearrangements, which organize the microstructure of the matrix, making it
more prone to tolerate cooking stresses [22]. A similar effect was previously reported in pastas enriched
with microalgae biomass [13].
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Regarding color analyses (Table 4), luminosity (L*) decreased in pastas as the protein content
increased. The brown color developed in the pastas enriched with amaranth protein can be attributed
to Maillard reactions, which occurred during pasta processing [23-25]. Maillard reactions require
reducing sugars and free amino groups to occur. These amino groups could be more accessible in pastas
supplemented with protein hydrolysates. The hydrolysate-containing pastas were also supplemented
with nongluten proteins. Reducing the proportion of gluten proteins in the formulation commonly
decreases the pasta firmness since the network can lose strength and the overall microstructure of the
pasta is disrupted [26]. However, in the present study, the firmness of cooked pasta increased as the
protein content increased as well. This improvement in firmness could be caused by the nature of the
added protein and the heat treatment during drying steps, as previously reported [16].

Sensory assessment (Figure 2) indicated that color, odor, and texture values of the supplemented
pastas were very close to the control pasta, but significant differences (p < 0.05) in the global appreciation
were observed. The consumers did not find significant differences (p > 0.05) between the tastes of
the pastas. Changes in sensory attributes were expected as the percentage of the ingredient (100 g
of semolina) of the control pasta changed by 12.0% in pasta B (104.4 g total; 91.8 g of semolina) and
by 45.2% in pasta C (104.0 g total; 57.0 g of semolina). This observation is based on a meta-analysis
study, which indicates that enrichment levels above 10% significantly decrease the acceptance of
supplemented pastas [27].

Systolic blood pressure of spontaneously hypertensive rats significantly decreased (p < 0.05) after
3 h of the ingestion of supplemented pastas compared with control pasta (Figure 4). Previous studies
stated that orally administered antihypertensive peptides and captopril can reduce the blood pressure
in spontaneously hypertensive rats, but the antihypertensive effect can be observed only after 3 h
postsupplementation [28]. Our results support these findings and also show that similar to the oral
administration of the amaranth hydolyzate per se [11], the most pronounced antihypertensive effects
after the ingestion of amaranth-hydrolysate-supplemented pasta are observed between 5 h and 6 h.
Furthermore, the results suggest that the protein content could play an important role for improving
the antihypertensive performance of pasta enriched with amaranth hydrolysates. The antihypertensive
effect was more evident in the group of animals fed with the supplemented pasta containing the
highest proportion of protein (pasta C). Others have stated that food matrices with increased protein
content can delay the release and absorption of functional compounds [12]. The data presented here
and obtained in spontaneously hypertensive rats hardly support this notion, as the antihypertensive
effect was lost after 9 h of the ingestion of any of the supplemented pastas. Furthermore, 8 h after the
administration of the supplemented pastas, the antihypertensive effects were not statistically significant
(p > 0.05). It can be hypothesized that the addition of protein induces molecular rearrangements of the
food matrix microstructure [9], entrapping more efficiently the antihypertensive molecules generated
during the digestion of amaranth proteins with alcalase. Supporting this, our results show that the
addition of protein increases firmness, which can contribute to entrap the antihypertensive molecules
in the food matrix during cooking.

In addition to the hydrolysate, the pastas evaluated were enriched with amaranth protein
concentrate to increase their protein content. The simulated gastrointestinal digestion of amaranth
protein concentrates generates ACE-1 inhibitory compounds [29], but the IC50 values reported for
these hydrolysates are 31.1 fold higher than the IC50 value of the amaranth hydrolysate utilized in the
present study. Similarly, the daily consumption of 0.38 g of amaranth protein concentrate incorporated
into a food matrix can help to reduce blood pressure in rats after 4 weeks [30]. In our study and
considering the weight gain of the pasta after cooking, the rats were fed only once with 8 g of cooked
pasta, which is equivalent to 0.22 g or 1.14 g of amaranth protein concentrate, and the blood pressure
measurements were carried out within the following 9 h. Under these experimental conditions, readily
detected antihypertensive effects are not expected due to the intake of amaranth protein concentrate,
which suggests that a food matrix enriched with the optimized amaranth hydrolysate obtained with
alcalase significantly reduces the blood pressure in hypertensive rats after the first hours of its intake.
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5. Conclusions

Amaranth hydrolysates obtained with alcalase have antihypertensive properties, which can
be maintained after the hydrolysates incorporation into pasta. Moreover, the antihypertensive
amaranth molecules incorporated maintain their bioavailability after pasta ingestion and efficiently
reduce blood pressure in spontaneously hypertensive rats. Although some sensory attributes of the
amaranth-hydrolysate-supplemented pasta need to be addressed in order to improve the consumer
acceptance, the effectiveness of amaranth hydrolysates for lowering blood pressure justifies further
studies to evaluate their safety and use as an ingredient for functional foods development.
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