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Resumen

La diabetes de tipo Il es un desorden metabdlico asociado con la resistencia a la
insulina y disfuncion de las células beta del pancreas, productoras de la hormona.
Hoy representa el 95% de los casos de diabetes y conduce a patologias de largo
término como por ejemplo complicaciones micro y macro vasculares, neuropatias,
retinopatias, nefropatias, entre otras. No obstante, existir factores genéticos, se
puede prevenir en la mayoria de los casos evitando el sedentarismo, siguiendo una
dieta equilibrada, una adecuada higiene del suefo y eliminando el estrés cronico.
La OMS advierte sobre el aumento descontrolado de esta patologia considerandola
una de las pandemias globales del siglo XXI.

Con referencia especifica a las dietas saludables, durante los ultimos afos la
industria alimenticia ha estimulado el desarrollo de nuevos productos que
contribuyan a la salud y bienestar humano. En la década de los 80, el gobierno de
Japon, a través del Ministerio de Educacion, Ciencia y Cultura, desarroll6 la idea de
alimentos funcionales, describiéndolos como aquellos que, ademas de su funcion
nutritiva y sensorial, exhiben la capacidad de mejorar la salud o reducir el riesgo de
contraer enfermedades.

En particular, los alimentos fermentados obtenidos a partir de brasicaceas y algas
pardas, como Undaria pinnatifida, pueden aportar compuestos bioactivos
(polifenoles, fucoidanos, alginatos) con potencial efecto antihiperglucémico. El
aprovechamiento de esta especie invasora aporta, ademas, beneficios ambientales
y econdémicos.

El objetivo principal de este trabajo fue desarrollar alimentos funcionales mediante
fermentaciones controladas de brasicaceas suplementadas con U. pinnatifida que
inhiban enzimas relacionadas con la diabetes tipo 2. Las fermentaciones
controladas se compararon con fermentaciones espontaneas en cuanto a la
capacidad inhibitoria frente a las enzimas a-glucosidasa y a-amilasa. Ademas, se
determind el tipo de inhibicion (competitiva, no competitiva o mixta) y se evaluo la

calidad microbioldgica de los productos fermentados.



Las materias primas utilizadas fueron los vegetales akusai, repollo blanco y repollo
colorado en combinaciéon con el alga Undaria, denominadas AKU, RBU y RCU
respectivamente (proporcién 80:20). La fermentacion controlada se realizé con
indculos de Leuconostoc (Leuconostoc mesenteroides ssp. jonggajibkimchii y Ln.
mesenteroides ssp. dextranicum) 'y Lactiplantibacillus (Lactiplantibacillus
argentoratensis, L. plantarum y L. pentosus), incorporados en dos etapas, y la
fermentacién espontanea se llevé a cabo con la flora epifita propia de los vegetales,

ambas durante 30 dias a 18 °C.

Se realiz6 la preparacion de extractos acuosos y metandlicos a partir de muestras
obtenidas de las matrices fermentadas (dia 30), con los que se llevaron a cabo los
ensayos de inhibicion enzimatica. Se realizé la medicién de inhibicién sobre a-
amilasa y a-glucosidasa mediante la técnica enzimatica colorimétrica GOD-POD.
Por ultimo, se llevo a cabo el analisis cinético por Lineweaver-Burk para clasificar el

tipo de inhibicién, seguido del analisis estadistico correspondiente.

Las fermentaciones controladas alcanzaron un pH < 4 en la mayoria de los modelos;
los recuentos de bacterias acido lacticas (BAL) exhibieron un valor similar en los 3
modelos estudiados (=6 log UFC/g). En las matrices de AKU y RCU se detectaron
<1 log UFC/g de hongos y levaduras, mientras que para RBU el valor fue de
2,520,31 log UFC/g. Los valores de aerobios totales resultaron <5 log UFC/g en
todas las matrices, mientras que no se detectaron coliformes totales en ninguna de

las matrices analizadas.

En cuanto a la inhibicion in vitro de la a-amilasa, se observaron inhibiciones de tipo
mixta y competitiva segun matriz y tipo de extracto. En cambio, cuando se ensayo
la a-glucosidasa, predomind la inhibicion competitiva en los extractos acuosos de
AKU, RBU y en el extracto metandlico de RCU.

Los valores obtenidos de Km fueron significativamente mayores en los extractos
provenientes de las fermentaciones controladas, lo que se relaciona directamente
con el aumento de la oferta de compuestos fendlicos durante la fermentacion
controlada.
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Estos resultados nos permiten concluir que el uso de cultivos autdctonos de BAL en
fermentaciones controladas potencia la bioactividad de las brasicaceas
suplementadas con U. pinnatifida, incrementando la capacidad inhibitoria frente a
a-amilasa y a-glucosidasa. De la misma manera, los productos fermentados
estudiados constituyen alternativas prometedoras como alimentos funcionales para
ayudar a controlar la hiperglucemia postprandial en diabetes tipo 2, con la ventaja

potencial de menores efectos gastrointestinales que los inhibidores sintéticos.

Si bien los resultados obtenidos fueron satisfactorios, en el presente trabajo no se
determind la concentracién inhibitoria maxima media (ICs,), por lo que se
recomienda incluir este analisis en estudios futuros para mejorar la precision

técnica.
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Introduccion

1.1 Alimentos funcionales

El concepto de alimento funcional surgié en Japon en la década de 1980, bajo el
téermino FOSHU (Foods for Specified Health Use), para referirse a aquellos
productos que, ademas de nutrir, contienen componentes biolégicamente activos
que ofrecen beneficios a la salud o reducen el riesgo de enfermedades (Virgen-
Carrillo & Mojica, 2024). Sin embargo, el paradigma de los alimentos funcionales se
sustenta en la filosofia ancestral oriental de considerar a la alimentacién y a la
medicina son considerados igualmente importantes en la prevencién y curacién de
enfermedades (Cortés et al., 2005).

Los alimentos funcionales se caracterizan por contener compuestos bioactivos
(polifenoles, carotenoides, vitaminas, acidos grasos poliinsaturados, etc.) que
proporcionan beneficios adicionales a la salud. La evidencia cientifica sugiere que
estos componentes, provenientes de fuentes diversas incluyendo organismos
marinos y vegetales, exhiben propiedades bioactivas clave, como la capacidad

antioxidante, anticancerigena o antihiperglucémica, entre otras (Tarahi et al., 2026).

A nivel mundial, la legislacion varia considerablemente. En la actualidad, Japén es
el unico pais con una categoria legalmente definida y especifica. En la Unién
Europea, si bien no hay una definicion legal de "alimento funcional”, se regulan
estrictamente bajo el Reglamento (CE) N° 1924/2006 sobre declaraciones
nutricionales y de propiedades saludables, requiriendo evidencia cientifica sdélida y
aprobacion de la EFSA (Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria). Mientras
que, en Argentina, el Cédigo Alimentario Argentino (CAA) no define explicitamente
el término "alimento funcional" como una categoria unica, sino que regula sus
componentes y las alegaciones de salud a través de resoluciones conjuntas y

capitulos especificos sobre alimentos enriquecidos y suplementos (ANMAT, 2024).

El Functional Food Center define los alimentos funcionales como “alimentos
naturales o procesados que contienen compuestos biolégicamente activos; que, en
13



cantidades definidas, efectivas y no toxicas, proporcionan un beneficio para la salud
clinicamente probado y documentado utilizando biomarcadores especificos, para
promover una salud 6ptima y reducir el riesgo de enfermedades cronicas/virales y
controlar sus sintomas” (https://www.functionalfoodscenter.net/ visitado el
15/1/2026).

Los alimentos funcionales surgen en parte, como una respuesta al incremento de
ciertas enfermedades relacionadas con el estilo de vida moderno, convirtiéndose en
una alternativa para mejorar la nutricidon, contribuyendo a la salud publica, ya que
se integran de manera simple en la dieta cotidiana del consumidor, permitiendo que
su ingesta habitual aporte beneficios fisiologicos (Siré et al., 2008). En este sentido,
la convergencia entre los avances biotecnolégicos y la evidencia cientifica ha
permitido identificar componentes alimentarios que mejoran la calidad de vida de la

poblacion.

1.2 Alimentos fermentados

Los alimentos fermentados se definen como alimentos o bebidas que se obtienen
mediante la transformacion de las materias primas por microorganismos (bacterias,
hongos y levaduras), capaces de metabolizar los carbohidratos presentes,
mejorando las propiedades organolépticas y su digestibilidad. Al mismo tiempo,
durante el proceso de fermentacién, se producen elevadas concentraciones de
acidos organicos, provocando una disminucion del pH, que inhibe el crecimiento de
bacterias patégenas y/o microorganismos deteriorantes, lo que aumenta la
seguridad del producto (Dimidi et al., 2019). Ademas, constituyen fuentes estables
y significativas de proteinas, vitaminas, minerales y otros nutrientes; al mismo
tiempo, aportan probidticos que benefician la microbiota intestinal, el sistema

inmunolégico y la absorcion de nutrientes (Rezac et al., 2018).

Desde la antiguedad, diversas matrices han sido utilizadas para la fermentacion,
predominando los productos de origen lacteo (ej. yogur, kéfir y quesos) y mas
recientemente, sustratos vegetales como las legumbres y hortalizas como por

ejemplo, el natto y el chucrut respectivamente. Particularmente, esta familia de

14


https://www.functionalfoodscenter.net/

vegetales utilizada en la gastronomia tradicional de muchos paises se destaca por

un perfil nutricional denso en fibra dietética, vitaminas y minerales esenciales.

Estos vegetales sobresalen como modelos de estudio debido a su alta
concentracion de biomoléculas activas como glucosinolatos, flavonoides,
antocianinas, taninos, y otros compuestos bioactivos, que exhiben efectos
beneficiosos para la salud humana, entre los que podemos citar la regulacién de la
glucemia postprandial influenciando positivamente la salud de las personas con
diabetes de tipo Il (Gupta et al., 2022).

La familia Brassicaceae comprende especies de plantas angiospermas
dicotiledéneas que pertenecen al orden Brassicales. Este grupo es monofilético y
esta formado por aproximadamente 352 géneros y 3.660 especies distribuidas
globalmente, aunque predominan en las regiones templadas (Zhou et al., 2024). Se
considera que la amplia diversidad genética presente en esta familia facilité que los
primeros seres humanos pudieran seleccionar, propagar, cultivar y domesticar
variedades con caracteristicas morfolégicas distintas de las plantas silvestres (Wu
et al., 2022). La familia incluye numerosas especies cultivadas de gran importancia
econdmica a nivel mundial, como, por ejemplo: Brassica rapa L. var. glabra Regel
(Akusai) y B. oleracea ssp. capitata (L.) Metzg (repollo blanco y repollo colorado),

entre ofras.

Figura 1: Akusai (Brassica rapa L. var. glabra Regel), repollo colorado y blanco
(B. oleracea ssp. capitata (L.) Metzg)

15



Estos vegetales pueden consumirse crudos, cocidos y/o fermentados. Este proceso
puede ocurrir de manera espontanea o controlada. El proceso de fermentacion
espontanea ocurre por la microbiota, particularmente bacterias acido lacticas (BAL)
que estan presentes de manera natural en la superficie del vegetal. Las especies
mas frecuentes aisladas en los vegetales frescos y sus fermentaciones
espontaneas son Leuconostoc, Lactobacillus, Weissella, Enterococcus 'y

Pediococcus (Di Cagno et al., 2013).

La fermentacion controlada es un proceso que requiere de cultivos iniciadores, es
decir, cepas de una o mas especies bacterianas seleccionadas segun sus
propiedades biotecnolégicas, que se inoculan en una matriz previamente
pasteurizada, con el fin de iniciar su fermentacion. Al utilizar cultivos iniciadores se
obtienen ventajas, tales como reducir el tiempo de fermentacion, disminuir la
probabilidad de que se produzcan alteraciones y permitir la obtencién de productos

de mejor calidad sensorial, mas estables y homogéneos (Di Cagno et al., 2013).

Mas alla de los vegetales terrestres, las algas marinas representan un recurso
infrautilizado; sin embargo, son sustratos versatiles para la obtencion de
ingredientes funcionales, utilizados tanto en la industria alimenticia como en la
industria cosmética. Entre sus compuestos bioactivos se destacan los fucoidanos,
polifenoles, carotenoides y polisacaridos sulfatados, involucrados en la prevencién
de enfermedades y la promocion de la salud. No obstante, la bioaccesibilidad de
estos metabolitos se ve limitada por la complejidad estructural de su pared celular.
En este contexto, la fermentacion se presenta como una estrategia que facilita la
extraccion de las moléculas de interés sin producir residuos téxicos (Pérez-Alva et
al., 2022).

1.3 Alga undaria

El alga Undaria pinnatifida es una macroalga parda originaria del este de China,
Corea, Japon y sureste de Rusia. Se estima que llegé accidentalmente a las costas
de Puerto Madryn a principios de la década de los 90, siendo el principal

mecanismo de propagacion el transporte maritimo (Casas et al., 2004). La
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dispersion ocurre a través de dos vias clave: el biofouling (individuos adheridos a
los cascos de las embarcaciones) y la liberacion de esporas contenidas en el agua

de lastre, lo que facilita su colonizaciéon en nuevas regiones geograficas.

Figura 2: Wakame (Undaria pinnatifida (Harvey) Suringar)

Actualmente, ocupa mas de 1.000 km de costas patagonicas y continua
dispersandose. Su ciclo de vida alterna entre un esporofito estacional y un
gametofito microscopico de alta persistencia. Esta invasion bioldégica genera
importantes alteraciones en el turismo costero y provoca efectos ecoldgicos
adversos, desplazando comunidades de algas nativas y afectando la biodiversidad

de peces en arrecifes locales (Dellatorre et al., 2012).

El alga undaria (wakame) es consumida tradicionalmente en la gastronomia oriental
debido a sus propiedades nutricionales. Sus componentes bioactivos,
especialmente los fucoidanos y alginatos, exhiben efectos inhibitorios sobre
enzimas relacionadas con el metabolismo de los hidratos de carbono (Ryu et al.,
2023). Su aprovechamiento como alimento funcional no solo ofrece una solucién

ambiental, sino también nutricional.

Por otro lado, las algas pardas en general son utilizadas para producir
biofertilizantes, debido a sus propiedades higroscopicas, es decir, que ayudan al
suelo a retener mas humedad; a su riqueza mineral y a la presencia de fitohormonas
como citoquinas y auxinas que actuan como estimulantes de la division celular
(Khan et al., 2009).

Dado que la erradicacion es casi imposible, investigadores y cocineros locales
impulsan su cosecha sostenible e incorporacién a la dieta ya que es altamente

nutritiva. Ejemplos de estos emprendimientos son el proyecto gastronémico “Amar
17



Algas” de Camarones y la empresa “Jono Patagonia” de la ciudad de Puerto

Madryn.

1.4 Bacterias acido lacticas

Las BAL son bacterias Grampositivas con una estrecha relacion filogenética, lo que
se traduce en homologias morfolégicas, metabdlicas y fisioldgicas (Drider & Rivera,
2016). La mayoria de las BAL pertenecen al filo Firmicutes, clase Bacilli y orden
Lactobacillales. Este orden incluye seis familias: Aerococcaceae,
Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae vy

Streptococcaceae (Mora-Villalobos et al., 2020).

Generalmente se encuentran en las plantas, formando parte de la microbiota epifita,
en productos lacteos y también se han aislado del ambiente marino. Muchas BAL
son consideradas por la Organizacién para la Alimentacion y la Agricultura (FAO)
como seguras para su uso en los alimentos (GRAS: Generalmente Reconocida

como Segura).

Como su nombre lo indica, son productoras de acido lactico, a partir de la
fermentacién de azucares. Durante siglos, esta particularidad ha desempefiado un
papel muy importante en la industria alimentaria, mejorando las propiedades
organolépticas (sabor, aroma y textura) como asi también reduciendo los riesgos

microbiologicos (Parra Huertas, 2010).

Durante la fermentacion, las BAL no solo conservan el alimento mediante la
produccion de acido lactico, sino que también son productoras de bacteriocinas. Las
bacteriocinas son péptidos antimicrobianos sintetizados mayoritariamente por BAL,
que poseen una importante actividad bioldgica: inhibir el crecimiento de cepas
patdogenas y/o deteriorantes de alimentos, como, por ejemplo, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus o Clostridium botulinum
(Lahiri et al., 2022).

El impacto beneficioso de estos microorganismos no se limita solo a la preservacién

del producto, sino que se extiende a la fisiologia del consumidor. Los procesos de
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hidrdlisis y biotransformacion enzimatica realizados por bacterias de los géneros
Bifidobacterium y Lactobacillus, entre otras, sobre las matrices vegetales, aumentan
la biodisponibilidad de los compuestos fendlicos (Ozdal et al, 2016). Por
consiguiente, el proceso fermentativo podria considerarse como una herramienta
biotecnolégica que permite aumentar las caracteristicas nutricionales para el

consumidor.

1.5 Diabetes

La diabetes mellitus (DM) es un desorden metabdlico crénico que se caracteriza
principalmente por el aumento de la concentracion de glucosa en sangre y conduce
a patologias de largo término como complicaciones microvasculares y
macrovasculares, neuropatias, retinopatias y nefropatias (Harreiter, J., & Roden,
M., 2023). Se estima que en la actualidad 589 millones de personas padecen esta
enfermedad, por lo cual es considerada de importancia a nivel mundial (Federacién

Internacional de Diabetes, 2025).

La DM puede clasificarse en diferentes tipos, como ser la DM de tipo | que suele
detectarse antes de los 25 afos de edad, y es causada principalmente por la
destruccion autoinmune de células B o la secrecion de insulina defectuosa. La DM
de tipo Il, por el contrario, se declara normalmente pasados los 25 afios de edad
y representa el 95% de los casos de diabetes a nivel mundial (Punthakee et al.,
2018). En Argentina, la Encuesta Nacional de Factores de Riesgo indica que afecta
aproximadamente al 12,7% de la poblacion. No obstante la existencia de factores

genéticos, la enfermedad puede prevenirse en la mayoria de los casos

Uno de los principales signos de la DM de tipo Il es la hiperglucemia post-prandial,
lo cual se relaciona directamente con el tipo de dieta y un estilo de vida sedentario
(Barber et al., 2021). Existen evidencias que indican que una dieta rica en hidratos
de carbono (HC), como los presentes en los cereales altamente procesados (como
la harina y el arroz blanco), puede incrementar la predisposicion a padecer DM tipo
II. Esto se debe a que son facilmente hidrolizados en el organismo, produciendo una

rapida elevacion de glucosa en sangre (Zaharudin et al., 2018).
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La hidrdlisis de los HC es llevada a cabo por diversas enzimas durante las etapas

de la digestion, entre ellas, a-glucosidasa y la a-amilasa. La enzima a-amilasa (EC

3.2.1.1) es producida en las glandulas salivares y en el pancreas (Assefa et al.,

2020) e hidroliza los enlaces a 1,4-glucosidicos de los polisacaridos (almidén vy

glucégeno) obteniéndose dimeros de maltosa (Figura 3.a). Las a-glucosidasas (EC

3.2.1.20/3) son un grupo de enzimas que se expresan principalmente en el intestino

delgado (Elferink et al., 2020). Estas ultimas hidrolizan los enlaces a 1,4-

glucosidicos de los oligo o disacaridos convirtiéendolos en monosacaridos que son

absorbidos por el yeyuno (Figura 3.b).
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Figura 3: Reaccion de hidrdlisis del almidon, mediada por la enzima a-amilasa (a) y

reaccion de hidrdlisis de la maltosa, mediada por la enzima a-glucosidasa (b).
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Un enfoque terapéutico eficaz para controlar la hiperglucemia asociada con la
diabetes tipo 2 es actuar sobre la a-amilasa y la a-glucosidasa. Dentro de los
tratamientos, los mas habituales son los que se basan en la administracion de como

la metformina, la acarbosa y la voglibosa.

El principal mecanismo de accion de la metformina implica la reducciéon de la
gluconeogénesis hepatica, lo que genera una disminucién de glucosa en sangre, a
su vez, altera el recambio de glucosa en el intestino y disminuye su absorcion,
mientras que tanto la voglibosa como la acarbosa son inhibidores competitivos de
las a-glucosidasas y la a-amilasa, es decir, disminuyen y retardan la hidrolisis de los
HC y su posterior absorcion en las microvellosidades del intestino delgado (Dabhi
etal., 2013; Calle Pascual A. L. & Charro Salgado A. L., 2021; DrugBank, 2026). No
obstante la utilizacién prolongada de dichos farmacos, puede derivar en efectos
secundarios como malestar estomacal, flatulencia y diarrea (Kashtoh, H. & Baek,
K.H., 2023). Por este motivo, diversos grupos de investigacion se han dedicado al
desarrollo de nuevos inhibidores, de origen natural (principalmente polifenoles),

eficaces y con minimos efectos secundarios (Papoutsis et al., 2021).

La inhibicidon enzimatica se clasifica segun la forma en que el inhibidor interactua
con la enzima y afecta sus parametros cinéticos: la Vmax (velocidad maxima), que
representa la capacidad de saturacién de la enzima, y la Km (constante de
Michaelis-Menten), que indica la afinidad de la enzima por su sustrato (a menor Km,
mayor afinidad). En la inhibicion competitiva, el inhibidor se une al sitio activo,
aumentando la Km (disminuye la afinidad aparente) pero manteniendo la Vmax
inalterada, ya que el efecto se revierte con exceso de sustrato. En la inhibicion no
competitiva, el inhibidor se une a un sitio alostérico, reduciendo la Vmax sin afectar
la Km, debido a que no interfiere con la union del sustrato sino con la capacidad
catalitica. Finalmente, en la inhibicibn mixta, el inhibidor puede unirse tanto a la
enzima libre como al complejo enzima-sustrato, lo que resulta en una disminucion

de la Vmax y una alteracion de la Km (Assefa et al., 2020).
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Las brasicaceas constituyen un modelo de trabajo que permite determinar la
influencia que ejercen los procesos bioquimicos durante la fermentacion en el aporte
de metabolitos relacionados con la nutricion y la salud. Estudios realizados por otros
investigadores han demostrado el aumento de compuestos bioactivos en vegetales
fermentados y las propiedades funcionales que exhiben las algas marinas,
especialmente U. pinnatifida. Sin embargo, no hay registros de su inclusion como
suplemento de una fermentacion controlada en matrices vegetales y la potencial

inhibicion de enzimas relacionadas con la DM tipo 2.

Mediante lo expuesto previamente, el presente proyecto de trabajo final busca, bajo
un enfoque biotecnolégico, desarrollar productos alimenticios funcionales y
novedosos, que no soélo contribuyen a mejorar el perfil nutricional de la poblacion,
sino también, a aprovechar un recurso local, como lo es el alga undaria. Combinar
el potencial biotecnoldgico de las brasicaceas con las propiedades del alga puede

ser una estrategia para abordar la diabetes tipo 2.
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Objetivos

2.1 Objetivo General

Mediante lo expuesto previamente, el presente proyecto de trabajo final busca, bajo
un enfoque biotecnolégico, desarrollar productos alimenticios funcionales y
novedosos, que no soélo contribuyen a mejorar el perfil nutricional de la poblacion,
sino también, a aprovechar un recurso local, como lo es el alga undaria. Combinar
el potencial biotecnolégico de las brasicaceas con las propiedades del alga es una
estrategia innovadora que podria contribuir al abordaje nutricional de la diabetes

tipo 2.

2.1.2 Objetivos Especificos

> Evaluar la inhibicion de las enzimas a-glucosidasa y a-amilasa, relacionadas
con la diabetes tipo 2 de los extractos acuosos y metandlicos de las

fermentaciones espontaneas y controladas de brasicaceas y alga undaria.

> Determinar el tipo de inhibicion de los extractos acuosos y metandlicos sobre

la actividad de enzimas relacionadas con la diabetes tipo 2.

> Evaluar la calidad microbiolégica de los alimentos procesados mediante

fermentacion espontanea y controlada.
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Materiales y métodos

3. 1 Material Biologico

3.1.1 Cepas seleccionadas

El Laboratorio de Biotecnologia Bacteriana (FCNyCS-Sede Trelew) cuenta con un

cepario de mas de 400 cepas de BAL provenientes de la fermentacion espontanea

de brasicaceas (akusai, pak choi, repollo blanco y colorado). Se utilizaron cepas de

los géneros Lactiplantibacillus y Leuconostoc (Tabla 1); cepas con estatus GRAS

para uso en alimentos. La seleccidon se realizé sobre la base de sus capacidades

tecnoldgicas y/o funcionales, consideradas adecuadas para alcanzar el objetivo del

plan de trabajo propuesto. Las cepas se repicaron a agar de Man, Rogosa & Sharp

(MRS) (Biokar, Francia) para su reactivacion y posterior estudio.

Inéculo Cepas* N° GenBank Origen
1 RCTw1.1 Leuconostoc mesenteroides ssp. MT702992 Repollo colorado
Jonggajibkimchii
RBTw100 Leuconostoc mesenteroides ssp. dextranicum MT178435 Repollo blanco
2 RBTw102 Lactiplantibacillus argentoratensis MT178436 Repollo blanco
AKTw180 Lactiplantibacillus plantarum MT178440 Akusai
AKTw332 Lactiplantibacillus pentosus MT178445 Akusai

*Taxonomia segun Zheng et al. (2020).

Tabla 1: Cepas de BAL seleccionadas como indculos

24



3.1. 2 Brasicaceas

Se utilizaron ejemplares de akusai (Brassica rapa L. var. glabra Regel), repollo
colorado y blanco (B. oleracea ssp. capitata (L.) Metzg), todos cultivados en el Valle
Inferior del Rio Chubut en la temporada verano-invierno. El procesamiento de los
vegetales para el ensayo se realiz6 individualmente. Este proceso incluyé la
eliminacion de las partes externas secas o dafiadas del bulbo, el lavado de las hojas

restantes y su posterior corte en tiras de aproximadamente 2 mm de grosor.

3.1.3 Undaria pinnatifida

La recoleccion del alga U. pinnatifida se realizé durante las temporadas invierno-
primavera del 2024 en las areas costeras del Golfo Nuevo (Puerto Madryn). Los
ejemplares se obtuvieron de forma aleatoria por buceo auténomo a profundidades
que variaron de 3 a 15 metros, cortandose manualmente justo por encima de su
base (el grampodn) de los sustratos duros. Los ejemplares se conservaron en bolsas

plasticas herméticas a -30 °C hasta el momento de su procesamiento.

Los ensayos se realizaron solo con las laminas de undaria, para tal fin se lavaron
con agua corriente y se les elimind la nervadura. Posteriormente, se sumergieron
en una soluciéon con 100 ppm de lavandina comercial apta para frutas y verduras
(3,5% hipoclorito de sodio) durante 5 min para su sanitizacién. Finalmente, las
laminas se enjuagaron nuevamente con agua corriente y se procesaron con un
mixer de 400 W (Atma LM 852, Kunshan, China) durante 5 min para su posterior

uso.
3.2 Fermentaciones

Se realizaron fermentaciones controladas y espontaneas de 3 matrices vegetales:
akusai, repollo colorado y repollo blanco en combinacion con el alga undaria,

denominadas AKU, RCU y RBU, respectivamente. La fermentacion espontanea se

llevo a cabo con el objetivo de comparar las diferencias entre ambos procesos.
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3.2.1 Fermentacion controlada (FC)

La matriz de fermentacién se preparé mezclando cada vegetal con la lamina
de Undaria pinnatifida previamente procesada en una relacion 80:20.
Posteriormente se agregd NaCl de grado alimentario (3% m/m) y se mezcld con una
espatula de madera hasta lograr una distribucion homogénea. El material se
fracciond en frascos de vidrio con capacidad de 300 cc, los cuales se llenaron con
el material a fermentar utilizando un pilén para compactarlo. Luego, los frascos se
sometieron a un tratamiento térmico en autoclave a 120 °C durante 3 min con el
objetivo de reducir la microbiota epifita inicial presente en los vegetales, sin buscar
la esterilizacion completa del sistema. Posteriormente, los frascos se dejaron enfriar

a temperatura ambiente antes de continuar con el proceso de fermentacion.

Las 5 cepas de BAL previamente seleccionadas por sus propiedades
biotecnoldgicas se sembraron en 2 ml de caldo MRS y se incubaron durante 12 h a
30°C. Se prepararon dos indculos, el primero conformado por dos cepas del género

Leuconostoc y el segundo, por tres cepas del género Lactiplantibacillus (Tabla 1).

Las tres matrices destinadas a los experimentos se inocularon en dos etapas con
cultivos microbianos especificos, siguiendo la metodologia propuesta por Jagannath
etal., (2012). Al comienzo del proceso (tiempo 0), se agrego el primer indculo (cepas
de Leuconostoc) y se realizd una primera incubacion durante 3 dias a 18°C. El
segundo inoculo (cepas de Lactiplantibacillus) se adiciond en la segunda etapa,
cuando el pH se encontraba préximo a 4,0. La fermentacion continué a la misma

temperatura (18°C) durante los 27 dias restantes.

3.2.2 Fermentacion espontanea (FE)

El vegetal y el alga se procesaron como se mencion6 anteriormente y se adiciono
NaCl al 3% (m/m), pero a diferencia de los ensayos controlados, estos no se
esterilizaron, como tampoco se inocularon con las cepas seleccionadas. Los frascos

se incubaron a la misma temperatura por el mismo periodo (30 dias, 18°C).
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3.2.3 Calidad microbioldgica

Para evaluar la calidad microbiolégica de los productos fermentados, se
homogeneizaron las muestras mediante una dilucion inicial (1/10) en agua estéril
destilada. A partir de alli, se realizaron diluciones seriadas empleando el método de

dilucion en gota.
La cuantificacion de microorganismos se realizd bajo las siguientes condiciones:

e Aerobios totales: recuento en agar PCA (Biokar, Francia) durante 48 h de

incubacion a 30 °C.

e Levaduras y hongos: recuento en agar Sabouraud (Biokar, Francia)
suplementado con vancomicina 30 mg/l y acido nalidixico 20 mg/l para inhibir
el crecimiento de bacterias Grampositivas y Gramnegativas respectivamente,

incubados a 25 °C durante 5 dias.

e Coliformes totales: recuento en agar violeta rojo bilis (Biokar, Francia),

mediante técnica de doble capa a 30 °C durante 24 h.

Todos los analisis se hicieron por triplicado y los recuentos se reportaron en log
UFC/g.

3.3 Preparacion de extractos

Se tomaron muestras tanto de las FC como de las FE , de las tres matrices, al final
del proceso fermentativo (dia 30) y se procedio a su desecacion en estufa a 30 °C

hasta peso constante.

El extracto acuoso se obtuvo a partir de 1 g del material seco suspendido en 10 ml
de agua destilada y luego se tratd en autoclave a 120 °C durante 15 min. El extracto
metandlico se obtuvo a partir de 1 g de material seco suspendido en 10 ml de
metanol y con agitaciéon durante 3 h a 37 °C. Posteriormente en ambos casos los
extractos se centrifugaron a 3.000 rpm y los sobrenadantes obtenidos se

conservaron a -20 °C hasta el momento de su procesamiento.
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3.4 Inhibicion de enzimas vinculadas con la diabetes

El ensayo enzimatico consistio en evaluar la actividad inhibitoria, de metabolitos
secundarios presentes en los extractos obtenidos en el punto 3.3, sobre las enzimas
a-amilasa y a-glucosidasa. El procedimiento para evaluar la actividad inhibitoria se
realizd siguiendo el protocolo descripto por Proenca et al. (2019), con las
modificaciones que se mencionan a continuacion: se utilizaron diluciones seriadas
de almidon soluble como sustrato para la enzima a-amilasa en lugar del sustrato 2-
cloro-p-nitrofenil-a-D-maltotridsido; y diluciones seriadas de maltosa como sustrato

para la enzima a-glucosidasa en lugar del sustrato 4-nitrofenil a-D-glucopiranosido.

En ambos casos, como control enzimatico, se incubd la enzima con el sustrato sin
presencia de inhibidor. La concentracién final de maltosa y glucosa se determiné
siguiendo el método de la glucosa oxidasa-peroxidasa GOD-POD (Wiener,

Argentina).

3.4.1 Inhibicion de a-amilasa

Para determinar la actividad de la enzima se utilizé6 almidon soluble como sustrato.
Se preparé una solucion madre (concentracion 16 mM) y se realizaron cinco
diluciones al medio en buffer Z (100 mM Na2HPO4; 10 mM KCI; 1,6 mM MgSOsa,

pH=6,8), obteniendo concentraciones finales de 8; 4; 2; 1 y 0,5 mM.

Las pruebas de inhibicidon se realizaron incubando previamente 500 pl de a-amilasa
pancreatica porcina (Sigma-Aldrich, Estados Unidos), en una concentracion de 30
mg/ml en buffer Z, con 50 ul de los extractos realizados segun se indica en el punto
3.3, durante 1 h a 36 °C en bafo seco. En el caso del control, se incubé 100 pl de
la enzima con 10 pl de metanol o agua destilada, segun el tipo de extracto que se

utilizé para cada ensayo.

Luego, la mezcla de enzima + extracto se fracciond en partes iguales en series de

5 tubos eppendorf por cada tratamiento (control, FC y FE).
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Posteriormente, se afladieron 100 pl de las diluciones de almidén a cada tubo y se
incubé a 40°C en bafo seco durante 15 min. Por ultimo, se determiné la
concentracion de maltosa utilizando la técnica GOD-POD, midiendo la absorbancia

a 505 nm segun el trabajo de Visvanathan et al. (2018).

3.4.2 Inhibicidon de a-glucosidasa

La enzima a-glucosidasa se obtuvo de Saccharomyces cereviasiae. La levadura se
cultivé en primer lugar en un medio liquido con 1% de glucosa, 1% de peptona y
0,5% de extracto de levadura durante 24 h; luego, se incubd durante 24 h mas,
reemplazando la glucosa por 1% de maltosa. Para la obtencidn de la enzima las

células se lisaron y re-suspendieron en buffer Z.

Los ensayos de inhibicion de la a-glucosidasa se evaluaron utilizando diluciones
seriadas de maltosa como sustrato. Se incubd en bafo seco a 36 °C durante 1 h
500 ul de la suspension de levaduras con 50 ul de los extractos utilizados en el
punto 3.3. En el caso del control, se incubé 100 ul de la suspension de levaduras
con 10 pl de metanol o agua destilada, segun el tipo de extracto que se utilizé para

cada ensayo.

Luego, la mezcla de enzima + extracto se fracciond en partes iguales en series de
5 tubos eppendorf por cada tratamiento (control, FC y FE) y se afiadieron 100 ul de

cada dilucion de maltosa. Se incubd durante 40 min en bafio seco, a 36 °C.

Por ultimo, se procedié a centrifugar a 12000 g durante 2 min. Se determiné la
concentracion de glucosa utilizando el método GOD-POD, midiendo la absorbancia
a 505 nm.

Ambos ensayos de inhibicidon siguieron el siguiente flujo de trabajo, con las

condiciones especificadas anteriormente para cada enzima.
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Figura 4: Esquema general de los ensayos inhibitorios

3.4.3 Determinacion del tipo de inhibicidon

Se utilizé el modelo cinético de Michaelis-Menten, mediante la grafica de
Lineweaver-Burk (LB), a partir de la cual se obtuvieron los valores de la constante
de Michaelis (Km) y la velocidad maxima (Vmax) para cada enzima. A partir de estos
parametros cinéticos se determind el tipo de inhibicion de los extractos acuosos y

metandlicos sobre la actividad de la a-amilasa y la a-glucosidasa.

3.5 Analisis Estadistico

Todos los ensayos se llevaron a cabo por triplicado. Se evalu6 la normalidad y
homogeneidad de la varianza de los datos. En caso de cumplirse los supuestos, se
realizé un analisis de la varianza (ANOVA) con un test post-hoc de Tukey. De no
cumplirse dichos supuestos, se empled el analisis de Kruskal-Wallis con un nivel de

p<0,05, utilizando el software estadistico R Studio para Windows.
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Resultados y discusion

4.1 Fermentaciones

La fermentacion de las brasicaceas y el alga undaria se llevé a cabo mediante dos
tipos de procesos: fermentacién espontanea y controlada, con el propdsito de

comparar su potencial inhibicién contra enzimas relacionadas con la DM tipo 2.

En trabajos previos, Parada et al. (2023) realizaron el aislamiento, la caracterizacion
tecnologica y la seleccion de BAL para conformar los cultivos iniciadores a partir de
fermentaciones espontaneas de brasicaceas. Un primer cultivo se conformé por dos
cepas de Leuconostoc, la cepa Ln. mesenteroides ssp. jonggajibkimchii RCTw1.1y
Ln. mesenteroides ssp. dextranicum RBTw100, seleccionadas por su mayor
capacidad acidificante y actividad dextransacarasa. El segundo cultivo iniciador, se
conformé con tres cepas de Lactiplantibacillus, las cepas L. plantarum AKTw180 y
L. argentoratensis RBTw102 por su capacidad acidificante, y esta ultima también
por su actividad inhibitoria frente a L. innocua y L. monocytogenes y exhibir diversos
genes de plantaricinas. La cepa L. pentosus AKTw332 se selecciond por su

actividad antilisteria y por presentar diversos genes de plantaricinas.

El proceso fermentativo se evalu6é en tres modelos de Brassica: akusai, repollo
blanco y repollo colorado, suplementados con un 20% de alga undaria (AKU, RBU
y RCU). Se realizo la determinacién del pH y el recuento de BAL al inicio y al final

de la fermentacion (dia 30) en ambos procesos (FC y FE).

Tal como se indicoé anteriormente, el pH es un parametro critico para el monitoreo
del proceso, dado que el acido lactico es el producto principal de este tipo de
fermentaciéon. Aunque los tres modelos iniciaron en condiciones uniformes (pH=6),
los valores finales mostraron ligeras variaciones entre los tratamientos
(fermentacién controlada / espontanea): el modelo RBU alcanzé los niveles mas
bajos de pH (3,6310,04 controlado y 3,70+0,01 espontaneo), seguido por el AKU
(3,68+0,06 y 3,98+0,04) y, finalmente, el RCU con valores de 3,72+0,01 y 4,0410,06,

respectivamente.
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En cuanto a la viabilidad de las BAL, en la fermentacién espontanea los tres
modelos estudiados mostraron un recuento de =4 log UFC/g al inicio del proceso.
En las fermentaciones controladas, se realizd una inoculacion inicial de
Leuconostoc spp. (=5 log UFC/g), lo que permite una acidificacion temprana del
sustrato segun los resultados de Parada et al. (2023). Esta etapa es critica, ya que
el descenso del pH limita el crecimiento de microbiota competidora o alterante desde
las primeras horas. Al alcanzar un pH proximo a 4,0 (dia 3), siguiendo las
recomendaciones de Jagannath et al. (2012) se adicion6 el segundo indculo de
Lactiplantibacillus spp. (=5 log UFC/g), lo que aseguro la continuidad del proceso

fermentativo.

Transcurrido el periodo de 30 dias, el modelo AKU presentd recuentos similares en
ambos procesos (=6 log UFC/g). En contraste, los modelos RBU y RCU exhibieron
un patron distinto, donde la fermentacion espontdanea mantuvo poblaciones
superiores (= 7 y 6,5 log UFC/g, respectivamente) en comparacion con la
fermentacién controlada, que finalizé con valores de 5,9 y 5,8 log UFC/g para RBU

y RCU, respectivamente.

A diferencia de lo observado por Brochu (2018), quien asocio la presencia de algas
con una acidificacion menos pronunciada, en este estudio los modelos AKU, RBU y
RCU bajo condiciones controladas lograron valores inferiores a 4,0. Este resultado
es fundamental, ya que cumple con las exigencias del CAA (Art. 976) para la

denominacion oficial de “chucrut”.

4.2 Calidad microbiologica

El andlisis de control microbiolégico se realizé en los productos obtenidos luego de
30 dias de fermentacion. Tanto en AKU como en RCU, se detecté <1 log UFC/g de
hongos y levaduras, mientras que para RBU el valor fue de 2,5+0,31 log UFC/g. En
cuanto a aerobios totales, los valores del recuento fueron de 4,70+0,16 log UFC/g;
4,81+0,37 log UFC/g y 4,85+0,02 log UFC/g para AKU, RBU y RCU,

respectivamente. No se detectaron coliformes totales en ninguna de las matrices.
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4.3 Inhibicidon enzimatica

En el presente trabajo se utilizaron dos enzimas como modelos para ensayar los
efectos inhibitorios que tienen los extractos obtenidos a partir de las fermentaciones,

la a-amilasa pancreatica porcina y la a-glucosidasa obtenida de S. cerevisiae.

4.3.1 Inhibicién de a-amilasa

Para verificar la similitud estructural, se realizé un alineamiento de secuencias de
aminoacidos entre la a-amilasa humana (P04746) y la porcina (P00690) utilizando
la herramienta de alineamiento de la base de datos UniProt (UniProt Consortium,
2023). El andlisis reveld una identidad de secuencia del 86,3%, con una
conservacion total de los residuos que conforman el sitio activo, validando el uso de
la enzima de origen porcino como modelo experimental para evaluar los diferentes

tipos de inhibicion (Figura 5).
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Los recuadros negros indican los residuos pertenecientes a los sitios de unién y los rojos a los del
sitio activo (en ambos casos, una similitud del 100%).
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Figura 5: Alineamiento de secuencias de aminoacidos entre la a-amilasa humana
(P04746) y la porcina (P00690).

Los ensayos de inhibicion realizados in vitro sobre la a-amilasa con el extracto

acuoso de AKU mostré diferencias significativas (p < 0,05) para el Km, indicando
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una inhibicion de tipo competitiva sobre la enzima. El extracto metandlico no exhibid

diferencias significativas en los parametros cinéticos evaluados (p > 0,05) (Tabla 2).

Acuoso Metanodlico
Km Vmax Km Vmax
Control 1,80+0,08 2 1,80+0,112 2,16+0,052 1,79+0,022
Espontanea 2,49+0,552 1,55+0,392 2,47+0,432 1,55+0,44 2
Controlada 4.98+0.51b 1,750,412 2,59+0,682 1,77+0,51°2

Tabla 2: valores de los parametros cinéticos obtenidos de la inhibicién de a-amilasa
con akusai + alga undaria

Los graficos de Linewaver-Burk (LB) (Figura 6) muestran correspondencia con estos
resultados para la Vmax de ambos extractos, ya que puede observarse que las
lineas de tendencia atraviesan el eje Y aproximadamente en el mismo punto. En el
caso de la Km, en el grafico correspondiente a los extractos metandlicos se observa
un comportamiento similar tanto para el caso de la fermentacion espontanea como
de la fermentacaion controlada, no asi con los extractos acuosos, donde se puede
observar que el valor de Km correspondiente para la FC es superior al valor de la

fermentacidn espontanea y el control.
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Figura 6: Gréafico de Lineweaver-Burk de la inhibicion de la enzima a-amilasa por
los extractos acuoso (a) y metandlico (b) obtenidos a partir de la fermentacion
espontanea y controlada de AKU.

En el caso de los extractos obtenidos a partir del repollo blanco suplementado con
el alga, se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)
unicamente con los extractos metandlicos, entre la Vmax del control y la FC, y entre
la FE y FC. En cuanto a la Km, s6lo se hallaron diferencias estadisticamente
significativas entre el control y la FC. Si bien no se observaron dichas diferencias en
los valores de Km entre los tratamientos control y FE, el valor promedio
correspondiente a la fermentacion espontanea fue aproximadamente el doble del
observado en el control, lo que podria sugerir una tendencia a una menor afinidad

aparente de la enzima por el sustrato bajo estas condiciones.
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Estos datos estarian indicando una inhibicién de tipo mixta en el caso del extracto
metandlico obtenido a partir de la FC y de tipo competitiva en el caso del mismo
extracto obtenido a partir de la FE (Tabla 3). Puede observarse en la figura 7 que el

analisis estadistico se condice con los graficos de LB.

Acuoso Metanédlico
Km Vmax Km Vmax
Control 1,790,082 1,80+0,12 2,15+0,052 1,78+0,012
Espontanea 2,68+1,052 1,71£0,362 4 55+0,393ab 2,32+0,052
Controlada 3,44+2 032 1,72+0,782 8,91+0,09° 3,66+0,55°

Tabla 3: valores de los parametros cinéticos obtenidos de la inhibicién de a-amilasa
con repollo blanco + alga undaria
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Figura 7: Grafico de Lineweaver-Burk de la inhibicién de la enzima a-amilasa por
los extractos acuoso (a) y metandlico (b) obtenidos a partir de la fermentacién
espontanea y controlada de RBU.
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Por ultimo, esta enzima también fue ensayada con los extractos acuoso y
metandlico obtenidos a partir de las fermentaciones espontanea y controlada del
repollo colorado suplementado con undaria. La velocidad maxima no mostré
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre los tratamientos. En
cambio, para la Km se observaron diferencias entre el control y la fermentacion
controlada para ambos tipos de extractos, asi como entre la fermentacion

espontanea y la controlada en los extractos acuosos (Tabla 4, Figura 8).

Si bien no se observaron diferencias estadisticas entre los valores de Km entre los
tratamientos FE y FC, el valor promedio correspondiente a la fermentacion
controlada fue aproximadamente el triple del observado en la fermentacion
espontanea, lo que podria sugerir una tendencia a una menor afinidad aparente de

la enzima por el sustrato bajo estas condiciones.

Acuoso Metandlico
Km Vmax Km Vmax
Control 1,790,082 1,80+0,10 @ 2,150,052 1,78+0,012
Espontanea 2,22+0,182 1,500,182 2,37+ 0,00023 1,750,362
Controlada 3,48+0,56 ° 1,690,212 11,15+2,08 2,61+1,242
Tabla 4: valores de los parametros cinéticos obtenidos de la inhibicion de a-amilasa
con repollo colorado + alga undaria
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Figura 8: Gréfico de Lineweaver-Burk de la inhibicion de la enzima a-amilasa por
los extractos acuoso (a) y metandlico (b) obtenidos a partir de la fermentacion
espontanea y controlada de RCU.

Los parametros cinéticos obtenidos a partir de las matrices RBU y RCU muestran
un aumento tanto en Km como en Vmax en presencia de los extractos metandlicos
provenientes de las fermentaciones espontanea y controlada respecto del control
(Tabla 3 y Tabla 4). Este comportamiento no se ajusta estrictamente a los modelos
clasicos de inhibicion enzimatica. Por lo tanto, si bien los resultados evidencian una

interaccion entre los compuestos presentes en los extractos y la enzima a-amilasa,
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no es posible establecer con certeza el tipo de mecanismo de inhibicion. Serian
necesarios ensayos adicionales utilizando distintas concentraciones de inhibidor

para confirmar el mecanismo involucrado.
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4.2.2 Inhibicion de a-glucosidasa

A pesar de su uso frecuente, la a-glucosidasa de levadura muestra una similitud
estructural de tan solo el 4% con la a-glucosidasa humana, correspondiente al sitio
activo (Damani et al., 2018). Esta diferencia implica que los ensayos realizados con
enzimas de levadura solo permiten validar procesos de inhibicion competitiva,
donde el inhibidor desplaza al sustrato en el sitio catalitico, sin necesariamente
representar otros tipos de interacciones alostéricas propias de las enzimas humanas
(Rebollar-Ramos et al., 2021).

Los ensayos de inhibicion realizados in vitro sobre la a-glucosidasa con los extractos
acuoso y metandlico obtenidos de la fermentacion de AKU, mostraron diferencias
significativas en la Km entre el control y la fermentacion controlada del extracto
acuoso (p < 0,05) (Tabla 5).

Acuoso Metanédlico

Km Km
Control 2,19+0,11 2 3,130,122
Espontanea 3,06+0,13ab 3,29+1,312
Controlada 7,67+2,54° 5,86+2,502

Tabla 5: valores de los parametros cinéticos obtenidos de la inhibicion de a-
glucosidasa con akusai + alga undaria
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Figura 9: Grafico de Lineweaver-Burk de la inhibicidon de la enzima a-glucosidasa
por los extractos acuoso (a) y metandlico (b) obtenidos a partir de la fermentacién
espontanea y controlada de AKU.

El modelo RBU unicamente exhibié diferencias significativas en la Km entre el
control y la fermentacién controlada de los extractos acuosos, lo que sugiere un

mecanismo de inhibicion de tipo competitiva sobre la enzima ensayada (Tabla 6).
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Acuoso Metanédlico

Km Km
Control 2,19+0,10 @ 3,01+0,122
Espontanea 2,71+0,33 2 2,45+0,03°
Controlada 6,58+2,34b 3,44+0,74 2

Tabla 6: valores de los parametros cinéticos obtenidos de la inhibicion de a-
glucosidasa con repollo blanco + alga Undaria
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Figura 10: Grafico de Lineweaver-Burk de la inhibicion de la enzima o-

glucosidasa por los extractos acuoso (a) y metandlico (b) obtenidos a partir de la
fermentacién espontanea y controlada de RBU.
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En la figura 10, podemos observar que para el extracto metandlico (b) los puntos
que cortan el eje X estdn muy cercanos entre si, lo que indicaria que las diferencias
en la Km son minimas entre los tratamientos. Sin embargo, en el grafico que
corresponde al extracto acuoso, las lineas de tendencia muestran valores de 1/Km

diferentes entre si.

Por ultimo, se realiz6 el analisis de los datos obtenidos de la inhibicion in vitro de la
enzima a partir de los extractos acuoso y metandlico obtenidos de las
fermentaciones del RCU. Al igual que se observo para la enzima a—amilasa, se
detect6 una inhibicién de tipo competitiva mediada por el extracto metandlico, ya
que se hallaron diferencias significativas sélo entre el valor de Km del control y la
FC, siendo superior para esta ultima. En cambio, a diferencia de los resultados
obtenidos para a—amilasa, el extracto acuoso no inhibio la enzima significativamente
(Tabla 7). Estas diferencias se ven reflejadas en los graficos correspondientes
(Figura 11).

Acuoso Metandlico

Km Km
Control 2,19+0,08 @ 3,13+0,122
Espontanea 2,69+0,91° 3,14+0,06°
Controlada 2,740,512 8,59+2,01°

Tabla 7: valores de los parametros cinéticos obtenidos de la inhibicién de a-glucosidasa con
repollo colorado + alga undaria
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Figura 11: Grafico de Lineweaver-Burk de la inhibicion de la enzima o-
glucosidasa por los extractos acuoso (a) y metandlico (b) obtenidos a partir de la
fermentacién espontanea y controlada de RCU.

Koh et al. (2020), aislaron fucoidano de U. pinnatifida y realizaron ensayos in vitro
sobre las enzimas mencionadas y hallaron una inhibicion competitiva sobre la a-
glucosidasa, mientras que para la a-amilasa la inhibicién fue de tipo mixta.
Zaharudin et al. (2018) estudiaron los efectos inhibitorios de diferentes especies de
algas pardas, entre ellas la undaria, sobre la a-amilasa, determinando una inhibicion

de tipo mixta. Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos en este trabajo
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para la a-amilasa de los extractos metandlicos obtenidos a partir de RBU, sin

embargo, RCU mostré inhibicién de tipo competitiva sobre ambas enzimas.

Segun Parada et al. (2023), los extractos de RCU exhiben un mayor contenido de
compuestos fendlicos totales que el AKU y RBU, esto coincide con trabajos
realizados por Tabart et al. (2018). Por otro lado, estudios previos han demostrado
que los flavonoides, un tipo de compuestos fendlicos, exhiben actividad inhibidora

de la a-amilasa y la a-glucosidasa in vitro (Papoutsis et al., 2021).

Otros trabajos, como el de Podsedek et al. (2017) o el de Uuh Narvaez et al. (2025),
evaluaron el potencial inhibidor de B. oleracea, demostrando que las brasicaceas

exhiben inhibicion tanto competitiva como mixta sobre las enzimas estudiadas.

Los resultados obtenidos son comparables con los antecedentes en cuanto a la
existencia de inhibicion. Sin embargo, la bibliografia es escasa en relacién con
matrices de brasicaceas, ensayados tanto de manera individual, como en
combinacion con el alga undaria, donde se estimen los parametros cinéticos

determinados en este trabajo.

Una limitacion operativa fue la elevada desviacion estandar observada en algunos
valores de Km. Esta variabilidad podria atribuirse a la variabilidad experimental
inherente al método y al uso del ajuste lineal de Lineweaver—Burk, que tiende a
amplificar los errores experimentales, particularmente a bajas concentraciones de
sustrato. Esto podria haber contribuido a la dispersion observada entre réplicas. No
obstante, pese a estas consideraciones, fue posible identificar inhibiciones de tipo

mixto y competitivo en las enzimas ensayadas.
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Conclusiones

El empleo del cultivo iniciador con cepas autdctonas potencia la bioactividad de las
brasicaceas utilizadas, esto queda demostrado en un aumento de la inhibicidn

enzimatica, en comparacion con la fermentacion espontanea.

Como se observd en la seccidn anterior, la enzima a-amilasa fue inhibida
competitivamente por los extractos acuoso y metandlico de RCU, también se
detecto una inhibicion mixta por el extracto metandlico de RBU y competitiva por el
extracto acuoso de AKU. En cambio, la enzima a-glucosidasa fue inhibida
competitivamente por los extractos acuosos obtenidos de AKU y RBU, y también
por el extracto metandlico de RCU, siendo este ultimo el modelo mas destacado por

su actividad inhibitoria frente a las dos enzimas estudiadas.

Cabe resaltar que, en todos estos casos, los valores de Km fueron
significativamente mayores en las fermentaciones controladas, lo que podria
relacionarse con un aumento de la oferta de compuestos fendlicos durante la

fermentacion controlada.

Estos hallazgos sugieren que la incorporacion de estos alimentos en la dieta no solo
constituye una estrategia nutricional valida, sino que también representa una
alternativa prometedora frente a los inhibidores sintéticos, con el potencial de reducir
efectos secundarios gastrointestinales y favorecer una mejor gestion de la diabetes

tipo 2.

En la actualidad, en Argentina no se ha investigado la incorporacion de U. pinnatifida
a matrices vegetales fermentadas y su actividad inhibitoria contra enzimas
relacionadas con la DM tipo 2. En consecuencia, este trabajo se convierte en un
punto de partida para el desarrollo de un prototipo de alimento funcional,

aprovechando un recurso escasamente utilizado en nuestra region.

Como consideraciones finales, si bien los resultados fueron concluyentes vy

satisfactorios, existen variables como la concentracidon inhibitoria maxima media
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(ICs0) que no fueron evaluadas en este trabajo. En consecuencia, se recomienda
que, para futuros ensayos, se incluya este analisis previo para mejorar la precision
técnica. También, se debe tener en consideracion que, aunque la a-glucosidasa de
Saccharomyces cerevisiae presenta diferencias estructurales respecto de la enzima
humana, su empleo como modelo experimental es valido para la deteccion de
inhibicion competitiva, dada la homologia del sitio activo. Por ello, aun con sus
limitaciones, constituye una herramienta valida para la evaluacion preliminar de
compuestos con potencial inhibitorio sobre la a-glucosidasa humana. A futuro, seria
conveniente incorporar enzimas filogenética y estructuralmente mas cercanas a la
humana (como la a-glucosidasa de Rattus norvegicus o la propia enzima humana)

para obtener resultados mas representativos y comparables.
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