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Plan de Gestion de Datos

ORMACIO OBR PRO O

1. — Titulo del Proyecto

- Titulo del Proyecto (en castellano)

Desarrollo tecnolégico para la obtencién de
bioactivos coencapsulados a partir de hierbas y descartes
agroindustriales de la nuez pecan y repollo:

estudios in vitro de los efectos prebi6ticos y actividades
antimicrobiana, antioxidante y antitumoral.

- Titulo del Proyecto (en ingles)

Technological development to obtain coencapsulated bioactives from herbs
and agro-industrial waste from pecan nuts and cabbage: in vitro studies
of prebiotic effects and antimicrobial, antioxidant and antitumor activities.

-Descripcion del Proyecto (en castellano) Resumen

La busqueda continua de fuentes naturales ricas en bioactivos, junto al creciente aprovechamiento de los
descartes agroindustriales, plantea la necesidad de desarrollar y optimizar tecnologias que permitan la
proteccion y conservacion de las sustancias quimicas para su potencial uso en formulaciones nutracedticas,
farmacéuticas y/o alimenticias. En nuestro pais, la cascara de nuez pecén es un desecho rico en polifenoles
y otras sustancias con demostradas propiedades antioxidantes, antimicrobianas y citotdxicas. Otra de las
fuentes de bioactivos es el repollo colorado, vegetal cultivado ampliamente en la regién centro de nuestro
pais, que posee caracteristicas de adaptabilidad al medio ambiente, rendimiento y ademas contiene
importantes compuestos con efectos benéficos para la salud como antocianinas, fenoles, glucosinolatos y
vitaminas. Por otro lado, la inulina es otro de los ingredientes que se est& utilizando ampliamente en el
mundo y en nuestro pais, para la elaboracion de alimentos funcionales, encontrdndose en el alcaucil, raices
de achicoria, cardos cultivados y domésticos, hongos, hierbas como la bardana, entre otras. Esta fibra tiene
numerosos efectos benéficos para la salud, como la regulacién de la dislipidemia y la reduccion del riesgo
de aterosclerosis, entre otros. Luego de la extraccion de los diferentes extractos, es necesario co-
encapsularlos para preservar ciertas sustancias quimicas naturales, incluidos carotenoides, polifenoles,
fitoesteroles y probidticos, y asi intentar conservar y/o potenciar la bioactividad de los compuestos que de
otra manera se degradarian rapidamente. Por todo lo expuesto, el desarrollo tecnoldgico de métodos
extractivos de bioactivos a partir de distintas matrices naturales (descartes agroindustriales y hierbas) junto
a su co-encapsulacion, permitira la obtencién de productos bioaccesibles y estables, potenciando las
propiedades bioactivas y promoviendo la integracion de economias regionales y mas sustentables.

-Descripcion del Proyecto (en ingles) Resumen

Continuous searching for natural sources rich in bioactive, together with the growing use of agroindustrial
waste, raises the need to develop and optimize technologies that allow the protection and conservation of
chemical substances for their potential use in nutraceutical, pharmaceutical and/or food formulations. In
our country, the pecan nutshell is a waste rich in polyphenols and other substances with proven antioxidant,
antimicrobial and cytotoxic properties. Another source of bioactives is red cabbage, a vegetable widely
cultivated in the central region of our country, which has characteristics of adaptability to the environment,
yield and also contains important compounds with beneficial health effects such as anthocyanins, phenols,
glucosinolates and vitamins. On the other hand, inulin is another ingredient that is being widely used in
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the world and our country, for the production of functional foods, found in artichoke, chicory roots,
cultivated and domestic thistles, mushrooms, and herbs such as burdock, among others. This fiber has
numerous beneficial effects on health, such as regulating dyslipidemia and reducing the risk of
atherosclerosis, among others. After the extraction of the different extracts, it is necessary to co-
encapsulate them to preserve certain natural chemicals, including carotenoids, polyphenols, phytosterols
and probiotics, and thus try to preserve and/or enhance the bioactivity of the compounds that would
otherwise degrade rapidly. Due to all the above, the technological development of bioactive extractive
methods from different natural matrices (agroindustrial waste and herbs) together with their co-
encapsulation, will allow the obtaining of bioaccessible and stable products, enhancing the bioactive
properties and promote the integration of regional and more sustainable economies.

-Palabras Clave descriptivas del Proyecto (en castellano)

COENCAPSULACION BIOACTIVOS DESCARTES AGROINDUSTRIALES |
- Palabras Clave descriptivas del Proyecto (en ingles)
COENCAPSULATION BIOACTIVES AGROINDUSTRIAL DISCARDS |

2 — Datos del Director/ar del Proyecto
- Nombre y Apellido

Gustavo Juan HEIN

- Unidad Académica

Centro Universitario Galvez (Universidad Nacional del Litoral)
- Teléfono oficial de contacto

+54 3404 481203

-Teléfono movil de contacto

+54 3404 537109

-E-mail del Director/a del Proyecto
heingustavo@hotmail.com

DATOS R A D A ON D PRO O

-Describa la toma de muestras / datos a realizar

Obtencion de muestras: se utilizaran hojas y tallos de descarte de la produccion del repollo colorado (Brassica oleracea
var. Capitata f. rubra) de distintas quintas de productores locales de la localidad de Maggiolo (General Lopez, Santa
Fe). El ruezno y cascara de nuez pecan (Carya illinoinensis) seran provistas por la empresa Producor S.A. ubicada en
la localidad de Arocena (San Jer6nimo, Santa Fe) como parte del desecho generado al momento de la recoleccion y
procesamiento. La hierba bardana (Artium lappa L) sera provista de campos propios de la empresa INTERJAMA
(Susques, Jujuy) ubicada en el centro de frontera del paso internacional de Jama en el limite con Chile de campos
propios. Las hojas y tallos frescos del repollo colorado recolectados, el ruezno de la nuez pecan y las raices de la
bardana se liofilizaran en un equipo de bandejas (PeetLab, China) y luego se moleran en un molinillo de laboratorio
hasta un tamafio de particula de 0,5-1 mm. La cascara de la nuez pecan se molerd y tamizara hasta el mismo tamafio
que las matrices anteriores. Los distintos polvos obtenidos se almacenaran a -20 °C. Los extractos se obtendran de
acuerdo a antecedentes bibliograficos siguiendo disefios experimentales por una Metodologia de Superficie de
Respuesta. Las condiciones optimas de cada sistema de extraccion (acuoso, etanoico, enzimatico, entre otros) se
determinaran por optimizacién numérica mediante software estadistico y se validaran las condiciones obtenidas.

Identificacion y cuantificacion de compuestos bioactivos: una primera cuantificacion de los compuestos fendlicos se
realizard por un método espectrofotométrico determinando el contenido de fenoles totales para su uso en la
optimizacion. La identificacion y cuantificacion de los compuestos fendlicos de los extractos del repollo, ruezno y
cascara de nuez pecan, y de la inulina en los extractos de la bardana se realizara por espectrometria LC-ESI-MS/MS a
partir de estandares comerciales. Se utilizara un cromatografo liquido (UFLC) Shimadzu compuesto por 2 bombas
modelo LC-20AD XR, desgasificador modelo DGU-20A3, inyector automatico modelo SIL-20AC XR con horno
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calefactor de columna, y un espectrdmetro de masas AB SCIEX modelo 3200 Q TRAP triple cuadrupolo (MS/MS)
hibrido con trampa de iones lineal con interfaz de ionizacién por electrospray (ESI).

Encapsulacion de los extractos: la obtencion de las micro y nano cépsulas con los extractos individuales y/o
combinaciones de ellos, generados a partir de las diferentes matrices, se obtendran mediante agentes encapsulantes:
maltodextrinas, goma arabiga, almidones modificados, etc. Estos diferentes agentes son de bajo costo y ampliamente
utilizados en la preparacion de capsulas para contener antocianinas y acidos fenélicos. Las soluciones conteniendo los
extractos 0 mezclas de extractos con el agente encapsulante se homogeneizaran mediante ultra-turrax (IKA T25,
EE.UU.), y se pretenderd analizar ademas mezclas de los distintos agentes encapsulantes. Las muestras luego se
congelaran y liofilizaran en un equipo multitubo BK-FD18PT (PeetLab, China). Se caracterizaran las capsulas
mediante: distribucion de tamafio de particula por dispersion de luz dindmica (DLS) con Potencial Z, en un equipo
Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, Inglaterra); obtencion de iméagenes por microscopia de fuerza Atémica
(AFM) para obtener informacién de la morfologia superficial a escala nanoscépica; y morfologia mediante microscopia
electronica de barrido (SEM, Phenom World ProX, EE.UU.) y microscopia electrénica de transmisién (JEOL, modelo
JEM-2100 plus, Jap6n). A su vez, se plantea el uso de la inulina obtenida en este proyecto como agente encapsulante,
siendo un polisacarido utilizado como carrier de distintas drogas, entre las que se pueden nombrar a los compuestos
fendlicos. El tratamiento posterior a la obtencién de las capsulas y la caracterizacién se llevara a cabo de la misma
manera que la descripta anteriormente para los demas agentes.

Caracterizacion de los compuestos encapsulados: se cuantificaran los compuestos fendlicos y la inulina mediante
espectrometria LC-ESI-MS/MS, previa disolucién de las capsulas en agua destilada a distintos intervalos de tiempo
hasta lograr el valor mdximo de compuestos, y de esta manera analizar la liberacion de los mismos. Los compuestos
fendlicos superficiales se analizaran mediante un esquema similar, pero utilizando etanol al 96%. La eficiencia de la
encapsulacion y la estabilidad de las capsulas a diferentes condiciones de almacenamiento se evaluaran una vez por
mes durante 6 meses: 1) Temperaturas: -18, 4 y 25 °C; Il) Empaque: sellado al vacio, bolsa sellada y/o protegida de la
luz.

Estudio de la bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos a nivel intestinal y col6nico in vitro: se realizara una
primera etapa de digestion gastrointestinal in vitro de las capsulas simulando las condiciones de la fase gastrica y la
fase intestinal del proceso digestivo. La etapa gastrica se llevard a cabo con pepsina en medio acido apH =2,y la
intestinal con bilis pancreética a pH neutro del duodeno. Al final de las etapas se cuantificaran los compuestos fendlicos
y la inulina por espectrometria LC-ESI-MS/MS.

Ensayos a realizar con los extractos encapsulados:

Estudio de la capacidad antioxidante: se determinard la capacidad antioxidante de los diferentes extractos
encapsulados mediante el radical libre DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) utilizando un método
espectrofotométrico.

Estudio de la actividad antimicrobiana: la actividad antimicrobiana de los distintos extractos obtenidos se estudiara
mediante la técnica de difusion en agar determinando la concentracién inhibitoria minima (CIM) sobre cepas ATCC
de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida albicans.

Estudio de bioactividad sobre células tumorales:

Cultivos celulares: se utilizaran las lineas celulares humanas HepG2 (carcinoma hepatocelular), Caco-2
(adenocarcinoma colorrectal), A549 (carcinoma de pulmdn) y PC3 (adenocarcinoma de prostata). Las distintas lineas
celulares se cultivaran en el medio de cultivo DMEM-F12 (Gibco™, EE. UU.) suplementado con 10% de suero fetal
bovino (SFB) (Gibco™, EE.UU.) a 37°C en atmdsfera con 5% de CO2 en incubadora (Binder, Alemania), durante el
periodo detallado en cada prueba.

Ensayo de viabilidad celular: Los efectos citotoxicos de los extractos sobre las distintas lineas se evaluaran mediante
el ensayo de MTT. Se sembraran 5 x 103 células por pocillos en placas de 96 pocillos, incubandose en estufaa 37°Cy
5% de CO:2 durante 24 h. Estas células se trataran con distintas concentraciones de los extractos preparados en medio
de cultivo. Se utilizardn como control negativo de citotoxicidad buffer fosfato (pH = 7) y controles positivos de
citotoxicidad, Doxorubicina y peréxido de hidrogeno. Las placas se incubaran por 24,28y 72 h a 37°C y 5% de CO2.
Se utilizara el kit MTT (Invitrogen, EE.UU.) segin las recomendaciones del fabricante y se mediran las absorbancias
a 540 y 690 nm mediante un espectrofotdmetro SPECTROstar Nano (BMG LABTECH, Alemania). La viabilidad
celular (%) se determinard mediante la siguiente ecuacion: Viabilidad% = (ABS muestra/ ABS medio) * 100%. Por
otro lado, se analizara la produccion de lactato deshidrogenasa (LDH) en el sobrenadante de cultivo de cada placa
utilizando un kit comercial (Weiner Lab, Argentina) mediante espectrofotometria, siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Se calculara el porcentaje de LDH liberado de las células tratadas hacia el medio de cultivo mediante una
relacion con la liberacion generada por células lisadas con Triton X-100 al 1%, establecido como control positivo.
Estudio de la actividad antioxidante in vitro: se evaluard la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en un
estudio indirecto para evaluar la actividad antioxidante in vitro de los extractos, utilizando doxorrubicina (DOX, agente
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quimioterapico de amplio espectro) como generador del estrés oxidativo. Las lineas celulares seran cultivadas como
fue descripto previamente. Se sembraran 5x102 células por pocillos en placas de 96 pocillos, incubandose en estufa a
37°C y 5% de CO2 durante 24 h. Las células en cultivo se expondran a DOX en combinacién con los extractos
individuales y/o combinados, en las concentraciones determinadas en el ensayo MTT, durante 48 horas. El pellet de
células obtenido se resuspendera en una solucién 5 umol/L de hidroetidina (HE, Invitrogen, EE.UU.) y se analizara
mediante citometria de flujo usando el Citdmetro de Flujo Attune NxT (Life Technology, EE.UU.). Se determinara el
indice de fluorescencia media (IFM) mediante el programa FlowJo (TreeStar Inc., Ashland, EE.UU.), el cual indica el
valor de ROS producido por célula.

Evaluacion de apoptosis: De acuerdo a la evaluacion mediante MTT se seleccionara distintas concentraciones de
extracto para evaluar apoptosis como mecanismo de muerte celular mediante citometria de flujo en las lineas
estudiadas. La preparacion del cultivo de células y la incubacién de extractos se realizaran como se describi6
anteriormente. Se utilizardn DOX y perdxido de hidrogeno al 5% como controles positivos de induccion de apoptosis
y el kit de Deteccién de Apoptosis FITC-Annexin V (Biosciences-BD, EE.UU.). El andlisis se realizara a través del
Citometro de Flujo Attune NXT (Life Technology, EE.UU.), determinandose: % de células viables, % de células en
apoptosis temprana, % de células en apoptosis tardia y % de células en necrosis. Se determinara el indice de apoptosis
mediante la siguiente ecuacion: indice de Apoptosis = % Apoptosis total / % Apoptosis total control basal (medio de
cultivo).

Anélisis de la capacidad prebidtica de los extractos: la capacidad prebidtica de los extractos seré evaluada sobre cepas
ATCC de Bifidobacterias y/o Lactobacillus. Se incubaréan las cepas en medio agarizado en anaerobiosis a 37°C por 48
h, para luego seleccionar una Unica colonia e incubarla en medio liquido a 37°C y 48 h con el prebidtico como fuente
de carbono y un control sin ninguna fuente de carbono (control negativo). El crecimiento celular se evaluard mediante
espectrofotometria a 600 nm, midiendo la densidad 6ptica a diferentes tiempos de cultivo.

— Datos: ¢ Existe alguna razén por la cual los datos declarados no deban ser
puestos a disposicion de la comunidad / ser de acceso publico? (marque X)

X [NO

Sl. Elija una de las opciones:

A) Se encuentra en evaluacion de proteccién por medio de patentes.

B) No se inici6 el proceso de evaluacion de patentabilidad, pero podria ser
protegible.

C) Existe un contrato con un tercero que impide la divulgacion.

D) Otro. Justifique.

— Periodo de Confidencialidad: Es el periodo durante el cual los datos no
deberian ser publicados, contado a partir del momento de la toma de los mismos.
El periodo maximo para la no publicacion es de 5 (CINCO) afios posteriores a su
obtencion. Luego de este periodo, los datos estaran disponibles para la
comunidad / seran de acceso publico.

Si Ud. considera que este tiempo es insuficiente, y necesita prorrogar el periodo
de confidencialidad, indique sus motivos y la cantidad de afios adicionales que
considera necesarios. Marque su opcion con “X”.

1 (UN) afno

2 (DOS) afios

3 (TRES) afos

4 (CUATRO) afio

5 (CINCO) afios
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Motivos: Se solicita confidencialidad durante 6 afios debido a que los
resultados seran parte de una publicacion cientifica en una revista
especializada del area, para lo cual es necesario que los datos no hayan sido
publicados con anterioridad.
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INSTRUCTIVO PARA LLENADO DEL PLAN DE GESTION DE DATOS

El PGD no es un documento definitivo, sino que se desarrollara a lo largo del

ciclo de vida del proyecto.

INFORMACION SOBRE EL PROYECTO

1- Titulo del Proyecto (en castellano): Debera ingresar el titulo completo del proyecto
(en castellano), indicando ademas el codigo asignado por la SCAyT.

Titulo del Proyecto (en inglés): Deberd ingresar el titulo completo del proyecto en
ingles.

Descripcion del Proyecto (en castellano): Deberd ingresar la descripcion del
Proyecto en castellano.

Descripcion del Proyecto (en inglés): Deberda ingresar la descripcion del Proyecto
en inglés.

Palabras Clave descriptivas del Proyecto (en castellano): Deberd ingresar tres
palabras clave descriptivas del Proyecto, en castellano.

Palabras Clave descriptivas del Proyecto (en inglés): Deberé ingresar tres palabras
clave descriptivas del Proyecto, en inglés.

2- Datos del Director/a del Proyecto

Nombre y Apellido del Titular del Proyecto: Nombre completo y apellido del
Titular del Proyecto.

Unidad Académica: Nombre de la UA a la que pertenece el /la directora/a del
Proyecto.

Teléfono oficial de contacto: Numero de teléfono de la oficina / laboratorio /
Institucion del Director/a del Proyecto, donde pueda ser contactado, incluyendo
numero de area / pais (ej: Para la Santa Fe: + 54 9 342 4999-9999).

Teléfono movil de contacto: NUmero de t

E-mail del Director/a del Proyecto: Correo electronico de contacto del Director/a
del Proyecto.
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DATOS RESULTANTES DE LA EJECUCION DEL PROYECTO

- Describa la toma de muestras / datos a realizar: Informacion descriptiva sobre la toma
de muestras que resultaran en datos / conjuntos de datos. La descripcion debera incluir
informacion de contexto (lugar de toman los datos; instrumentos etc).

Datos: ¢Existe alguna razon por la cual los datos declarados no deban ser puestos a
disposicion de la comunidad / ser de acceso publico? Debera marcar con una “X” la
opcion correcta. En caso de responder afirmativamente, debera justificar debidamente,
comprendiendo que solo en casos de extrema excepcionalidad esta restriccion de acceso
a los datos resulta practicable / aceptable.

-Periodo de Confidencialidad: Es el periodo durante el cual los datos no deberian ser
publicados, contado a partir del momento de la toma de los mismos. El periodo maximo
para la no publicacion es de 5 (CINCO) afios posteriores a su obtencién. Luego de este
periodo, los datos estaran disponibles para la comunidad / seran de acceso publico. Si
Ud. considera que este tiempo es insuficiente, y necesita prorrogar el periodo de
confidencialidad, indique sus motivos y la cantidad de afios adicionales que considera

necesarios.
N m
Dr. Gustavo J. Hein Dra. Maria Eugenia Baravalle

Director Codirectora
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