Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD
POSGRADO EN BIOTECNOLOGIA

“PROTEINA DE HUAUZONTLE (Chenopodium nuttalliae Saff.): COMPOSICION,
ESTRUCTURA, PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y FUNCIONALES”
TESIS PARA OBTENER EL GRADO DE
DOCTORA EN BIOTECNOLOGIA
PRESENTA
M. C. Diana Itzel Lépez Monterrubio
Matricula: 2171800983
Comité tutorial
Co-Director: Dr. Eduardo Jaime Vernon Carter
Co. Director: Dra. Consuelo Silvia Olivia Lobato Calleros
Asesor: Dr. José Alvarez Ramirez
Jurado
Presidenta: Dra. Angélica Roman Guerrero
Secretaria: Dra. Blanca Elizabeth Hernandez Rodriguez
Vocal: Dr. Fernando Rivera Cabrera
Vocal: Dr. Alejandro Martinez Velasco

Iztapalapa, Ciudad de México, 29 de enero de 2021



CONACYT

Consejo.Nacional'de Ciencia y = r)(_:{:‘,v./)'z;

El Doctorado en Biotecnologia de la Universidad Autdbnoma Metropolitana esta incluido en
el Padrén Nacional de Posgrados de Calidad (PNPC) del CONACyT con nivel de
competencia internacional, referencia 001466.



Ciudad de México, México a 29 de enero de 2021

El jurado designado por la Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud de la
Unidad Iztapalapa aprobd la tesis

PROTET[\IA DE HUAUZONTLE (Chenopodium nuttalliae Saff.):
COMPOSICION, ESTRUCTURA, PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y
FUNCIONALES
Que presento

Diana Itzel Lépez Monterrubio

Comité tutorial

CoDirector Dr. Eduardo Jaime Vernon Carter

Universidad Autdnoma Metropolitana

CoDirector Dra. Consuelo S.O. Lobato Calleros
Universidad Auténoma Chapingo

Asesor Dr. José Alvarez Ramirez s~
Universidad Auténoma Metropolitana
Comité de evaluacion
Presidente: Dra. Angelica Roman Guerrero ’@/
Universidad Autdbnoma Metropolitana -
W
. R A | 4 l.;
Secretario: Dra. Blanca Elizabeth Hernandez Rodriguez 2 ,g{

Universidad Autdbnoma Chapingo

Vocal: Dr. Dr. Fernando Rivera Cabrera
Universidad Autdbnoma Metropolitana

Vocal: Dr. Alejandro Martinez Velasco
Universidad Interserrana del Estado de

Puebla-Chilchotla



AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, desearia expresar el justo agradecimiento que merecen la Dra. Consuelo
Lobato Calleros y el Dr. Jaime Vernon Carter por su labor como directores de la presente
tesis doctoral, al haberme ofrecido la oportunidad de integrarme en su grupo de investigacion,

guidndome y poniendo sus conocimientos a mi servicio siempre que fue necesario.

Al Dr. José Alvarez Ramirez mi mas sincero agradecimiento por su asesoria, interés y

disposicion que mostro para el desarrollo de este trabajo.

A la Dra. Blanca Elizabeth Hernandez Rodriguez por sus innumerables asesorias y

oportunos comentarios que permitieron mejorar este trabajo, muchas gracias.

A los miembros del jurado, Dra. Angélica Roman Guerrero, Dra. Blanca Elizabeth
Hernadndez Rodriguez, Dr. Alejandro Martinez Velasco y Dr. Fernando Rivera

Cabrera por sus oportunas observaciones en la revision final de la presente tesis.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYyT) por el financiamiento de este

trabajo.

A la Universidad Autonoma Metropolitana por la oportunidad de permitirme culminar mis

estudios de doctorado en su casa abierta al tiempo en su posgrado de Biotecnologia.

A la Universidad Autonoma Chapingo, mi alma mater, por permitirme utilizar sus

instalaciones para realizar gran parte del trabajo experimental de la presente tesis.

A mis compariieros de laboratorio por hacer esta labor mas sencilla y por su apoyo al

compartirme sus conocimientos.



A mi madre, que a lo largo de los annos me ha ensefiado con su
ejemplo que hay que ser perseverantes para alcanzar las metas, que
la responsabilidad y dedicaciéon son indispensables. Gracias infinitas

por todo el amor, apoyo y sabiduria que ha compartido conmigo



INDICE GENERAL

INDICE GENERAL .. ..ottt e e e e e e e e e e i
INDICE DE FIGURAS ...ttt ettt e e e e et ee e e e e e e iv
INDICE DE TABLAS ..ottt ettt e e e e e e e e e e eeeaeeenaaas vi
RESUMEN ... ettt e et e ettt e e et e e e e e e e e e e e e e vii
A B S T R A T ..ottt e —— viii
L= INTRODUCCION .o et et e e ee et et e e s e e et e e e s e e e et e e es e er et e e enaen e 1
2.-REVISION DE LITERATURA ..ottt 3
2.1 Generalidades del NUAUZONTIE .........oooeeeeeeeeee 3
2.2 Composicion quimica del huauzontle..............cocooiiiiii e 4
2.3 PlOEINGS ..o ettt ettt e e 5
2.4 Proteinas de almacenamiento N SEMITIAS.........ooovoveeeiieeee e 6
241 AIDUMINGS oot e et e e ettt e e e e e e e e et e e e e e e e e e e eaaeens 7
2.4.2 GlODUIINGS ... ettt e et e e e e e e e e e e ea s 7
2.4.3 GIULBIINGS ..o ettt e e e e e e et e e e e e e e et aeaaens 8
2.4 4 PrOLAMINGS ..o 8

2.5 Proteinas de pSeUdOCEIEAIES..........cceiiiiiiiiecee e 8
2.6 Propiedades teCnO-fTUNCIONAIES...........c.coiiviiiiiiiiiiece e 10
2.5. 1 SOIUDIIITAA ...t e e 11
2.5.2 Capacidad de absorcion de agua y aCeIE .........ccuevvirererierinieieeeeee e 12
2.5.3 GITICACION ...ttt et e e e e e e e 12
2.5.4 FOrmacion de ESPUIMA..........couiereieeieeieseeseeeesteeste e e sreeee e steeaesreesreenesree e 14

B mJUSTIFTCACTON ..ottt ettt ettt ettt et et et ettt ee e 16
A sHIPOTESIS oottt ettt et ettt et e e ettt et ettt et et e et et et ee e et ee e 17
B rOBIE T IV O ..o et 18



5.1 ODJELIVO GENETAL........oiiieiece e 18

5.2 ODJetiVOS PArtICUIAIES .....cc.eiiiieiieie e e 18
6.- MATERIALES Y METODOS ......ocviiieieeceee et eee s este s s senes s s sen e sas e, 19
8.1 IMALETTAIES ... 19
6.2 Analisis quimico proximal de la harina de huauzontle .............ccccceeeevieii e, 19
6.3 Extraccion de aislado de proteina de huauzontle (APH)..........cccoeveveiiiiieinannns 19
6.4 POTENCIAI-C....ooeeeee bbb 20
6.5 Digestion in VItro del APH ..........c.covoioiiee e 20
6.6 Perfil de peso MOIECUIAYK ..o 21
6.7 Perfil de amiNOACIAOS. .......cuiiriiieiirieee e 21
6.8 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR) ..........cccccevnene 22
6.9 Solubilidad de 18 ProteiNa ..........ccceieieiiiic s 22
6.10 Adsorcion del APH en la interfase aire-agua ..........cocooeerereiienennicne e 23
6.11 Capacidad de formacidn y estabilidad de eSpumas.............cccccovevveveiviececvie e, 23
6.12 Capacidades de retencion de agua y aCeite.........cccoceveieereneieneneiee e 24
6.13 Formacion de gel y propiedades reol0giCas .........ccccvvvererieiieiveieerierese e 24
6.14 ANANISIS ESTATISTICO ..ot 25
7.-RESULTADOS Y DISCUSION......ooviiiieiiesiieeseeeeeee e enes s sesass s 26
7.1 Anélisis quimico proximal de la harina de semilla de huauzontle ....................... 26
7.2 POTENCIAI-C...veee et 26
7.3 Perfil de amiNOACIAOS. .......cviiieieierieieere et 28
T A SDS-PAGE ...ttt 29
T.5 ANALISIS FT-IR .ottt st nnenne s 30
7.6 Digestibilidad IN VITFO ..o 33



7.7 Solubilidad del aislado de proteina de huauzontle................cccocvevevereniicenieinenns 34

7.8 Tension superficial AQUAa-aITe.........cccoeiiiiiiiiiieeeee e 35
7.9 Formacion y estabilidad de eSPUMA ..........cccoiiiiiieieiiiee e 39
7.10 Capacidad de retencion de agua y aCeIte .........cccevvreririrereieesereee s 43
7.11 Propiedades gelifiCantes .........ccuoiviiiiiiiiciie et 43
7.11.1 INSPECCION VISUAL ......vevieiieie ettt sna e 43
7.11.2 Re0logia de 10S QeIES......cooi et 45
B.-CONCLUSIONES ... .ottt aa e be e b e nbeesane e 49
0.-REFERENCIAS ...ttt ettt nbe e e 50
10.- ANEXOS ..ttt bbbttt h b b enn e nae e 66



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Distribucion del género ChenopodiUum ..........cccveieieerieiieneene e 3
Figura 2.- Planta de NUAUZONEIE ...........ooiviieiie e 4
Figura 3.- Niveles estructurales de una proteina .........ccecevieeveeiesiie s 6

Figura 4.- (a) Solubilidad de aislado de proteina de amaranto y (b) solubilidad de proteina

0[N0 ] T - SR OPRSPPRPPN 12

Figura 5.- Representacion esquematica de la agregacion y gelificacion aleatoria de

Proteinas QIODUIAIES ..........cui i sttt re e 13
Figura 6.- Representacion grafica de cuatro niveles en el andlisis de espumas.................... 15

Figura 7.- Descripcion esquematica del proceso de adsorcién de proteinas en interfases

QUTEIAGUAL ...ttt bbb kbbbt b b bR bRttt n et b e b et 15
Figura 8.- Potencial  del aislado de proteina de huauzontle como funcion del pH............. 27

Figura 9.- SDS-PAGE de harina de semilla de huauzontle (HSH) y aislado de proteina de
RUAUZONTIE (APH). ..ot e e ra e te e e sreenas 30

Figura 10.- (a) Espectros FTIR para aislado de proteina de huauzontle a diferentes valores
de pH y (b) ilustracion de la deconvolucion Gaussiana de las bandas FTIR en la region de
E= 0 4o o - SRR RPR R 32

Figura 11.- Evolucion de la tension interfacial a traves del tiempo para la adsorcion de

diferentes concentraciones de APH en un sistema agua-aire ...........ccoceeoveeerenenenenenenienns 35

Figura 12.- Dependencia de la presion superficial contra la raiz cuadrada del tiempo para el

aislado de proteina de huauzontle en la interfase agua-aire...........cccccceovevvevieeiesvese e, 37

Figura 13.- Constantes de penetracion (Kp) y reacomodo (Kr) para el aislado de proteina de

huauzontle a diferentes CONCENTIACIONES. ......ccoeeeeee et aa s 38



Figura 14.- Morfologia de las burbujas de aire estabilizadas con APH a diferentes
concentraciones ((a,b) 0.1, (c,d) 0.5, (e,f) 1y (g,h) 3 g/100 mL)). Espumas al tiempo 0 min
de preparacion (a, c, €, g) y después de 60 min (b, d, f, h). Magnificacidn 40 x. ................ 42

Figura 15.- Geles formados a partir de dispersiones de aislado de proteina de huauzontle
(15 /100 mL) a diferentes valores de PH ........covvoieiie i 44

Figura 16. Mddulos de almacenamiento (G’) (simbolos llenos) y pérdida (G’”) (simbolos
vacios) como funcién de la temperatura para dispersiones de aislado de proteina de
huauzontle (15 g/100 mL, pH 7.0 y 9.0). Las flechas indican las direcciones de

calentamiento ¥ enfriamIBNTO. ........cociiiiiiiiierc e 46

Figura 17.- Modulos de almacenamiento (G’) (simbolos llenos) y pérdida (G”) (simbolos
vacios) como funcién del porcentaje de deformacion para geles de aislado de proteina de
huauzontle a 15 g/100 ML, PH 7Y 9. .oeiiiiieee e 48



INDICE DE TABLAS
Tabla 1.- Analisis quimico proximal de la harina de semilla de huauzontle......................... 26

Tabla 2.- Composicion de aminoacidos del aislado de proteina de huauzontle (g/100 g de

01001 C=T T ) TSSOSO 28

Tabla 3.- Estructura secundaria y propiedades funcionales de aislado de proteina de

huauzontle a diferentes valores de PH .........cooveiiiiiie i 33

Tabla 4.- Parametros dinamicos de adsorcion de APH a diferentes concentraciones en la

INEEITASE AIME-AQUA. . ..veeiiee ittt et e et e et e et e e s be e et e e s beearbeesbeeanreereas 39

Tabla 5.- Capacidad espumante y estabilidad de la espuma del aislado de proteina de

MUAUZONEIE ..o 41

Vi



Diana Itzel Lopez Monterrubio

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue obtener y evaluar un aislado de proteina de semilla de
huauzontle (Chenopodium nuttalliae Saff.) respecto a su calidad nutricional, propiedades
fisicoguimicas y tecno-funcionales. El aislado de proteina de semilla de huauzontle (APH)
se obtuvo por precipitacion isoeléctrica. La calidad nutricional del APH fue denotada por su
elevado contenido en la mayoria de los aminoacidos esenciales y su alta digestibilidad (83.0
+ 0.2 %). Espectros infrarrojos por transformada de Fourier mostraron que la proporcion
relativa de o-hélice y lamina B varié con el pH. SDS-PAGE mostro que el APH esta
compuesto por albuminas y globulinas. La capacidad de retencién de agua (3.3 £ 0.2 g/garH)
fue similar a la reportada para otros pseudocereales. La capacidad de formacion de espuma
(FC) y la estabilidad de la espuma (FS) fueron dependientes de la concentracion del APH.
Espumas formadas con APH al 3 % permanecieron estables después de 1 hora a temperatura
ambiente. Esto estuvo de acuerdo con el andlisis de tension superficial donde una
concentracion del 3 % de APH propicio una fuerte disminucion en los valores registrados
durante los primeros minutos. Las propiedades reoldgicas de geles al 15 % a pH 7.0 y 9.0
mostré que el modulo de almacenamiento domino sobre el modulo de pérdida durante la
rampa de calentamiento-enfriamiento. Un porcentaje de deformacion (~60 %) promovio el
cruce de los médulos en geles formados a pH 9.0. Estos resultados establecen claramente que
el APH posee una elevada calidad nutricional y propiedades tecno-funcionales idoneas para

su uso en diversos sistemas alimentarios.

Palabras clave: Proteina de huauzontle, calidad nutricional, estructuras proteinicas

secundarias, propiedades tecno-funcionales.
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ABSTRACT

The objective of this work was to obtain and evaluate a huauzontle seed protein isolate
(Chenopodium nuttalliae Saff.) with respect to its nutritional quality, physicochemical and
techno-functional properties. Huauzontle seed protein isolate (APH) was obtained by
isoelectric precipitation. The nutritional quality of APH was denoted by its high content in
most of the essential amino acids and its high digestibility (83.0 £ 0.2 %). Fourier transform
infrared spectra report that the relative proportion of a-helix and B-sheet varied with pH.
SDS-PAGE showed that APH is composed of albumin and globulins. The water holding
capacity (3.3 £ 0.2 g/garH) was similar to that reported for other pseudo-cereals. The foaming
capacity (FC) and foam stability (FS) were dependent on the concentration of APH. Foams
formed with 3 % APH remained stable after 1 hour at room temperature. This was in
agreement with the surface tension analysis where a concentration of 3% of APH led to a
strong decrease in the values recorded during the first minutes. The rheological properties of
15 % gels at pH 7.0 and 9.0 showed that the storage modulus dominated the loss modulus
during the heating-cooling ramp. A percentage of deformation (~60 %) promoted the
crossover of the modules in gels formed at pH 9.0. These results clearly show that APH has
high nutritional quality and techno-functional properties suitable for use in divers food

systems.

Keywords: Huauzontle protein, nutritional quality, secondary protein structures, techno-

functional properties.
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1.- INTRODUCCION

Durante las ultimas dos decadas los consumidores han dirigido un creciente interés por las
proteinas de origen vegetal como alternativa a aquellas de origen animal. La
biocompatibilidad, los costos relativamente bajos y la sostenibilidad climéatica son las
motivaciones detras del creciente interés por las proteinas vegetales (Lépez et al., 2018a). De
hecho, estas proteinas son renovables y cuentan con interesantes propiedades funcionales y/o
fisicoquimicas (Nesterenko et al., 2013). Se ha demostrado que las proteinas vegetales son
adecuadas para la estabilizacion de emulsiones multicapa (Burgos-Diaz et al., 2016) y para
la formacién de geles (Moreno-Santander et al., 2020). Ademas, las proteinas vegetales se
pueden combinar con otros polimeros comestibles para mejorar la calidad y el valor
nutricional de los productos alimenticios (Lin et al., 2017). Las leguminosas y los cereales
son las fuentes de proteinas vegetales mas explotadas por la industria alimentaria (Song et
al., 2011).

La proteina de soya es un material ampliamente utilizado para la produccion de alimentos
suplementarios y para la fabricacion de peliculas comestibles o biodegradables (Song et al.,
2011). Las proteinas de chicharos, garbanzos y lentejas también son fuentes importantes de
proteinas vegetales (Boye et al., 2010; Roy et al., 2010). La proteina de salvado de arroz es
una fuente proteinica prometedora con buenos valores biologicos y digestibilidad (Han et al.,
2015). Recientemente, algunos pseudocereales han surgido como fuentes importantes de
proteinas vegetales. Dado su contenido relativamente alto de proteinas, los pseudocereales,
como la quinoa, la chia y el amaranto (Lépez et al., 2018a; Lopez et al., 2018b), han sido
etiquetados como superalimentos, lo que los vuelve una alternativa viable a los productos
alimenticios de origen animal. Por ejemplo, se ha encontrado que los hidrolizados de proteina
de semilla de amaranto tienen actividades antihipertensivas (Fritz et al., 2011) y antioxidantes
(Delgado et al., 2011). Los aislados de proteina de amaranto se han utilizado para la
produccion de nanofibras mediante “electrospinning” (Aceituno-Medina et al., 2013), ya que
presentan propiedades fisicoquimicas destacadas (Shevkani et al., 2014). Las proteinas de las
semillas de chia son altamente biodisponibles y tienen un elevado contenido de aminoécidos
esenciales (Timilsena et al., 2016). Las proteinas de amaranto también exhiben importantes

propiedades emulsionantes Utiles para la industria alimentaria (Suarez y Afion, 2018).
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Chenopodium nuttalliae Saff., conocido con el nombre comdn de huauzontle, es una especie
vegetal comestible nativa de México. EI nombre comdn se deriva del nahuatl huautli
"amaranto" y tzontli "pelo". Este pseudocereal se consume tradicionalmente en México desde
la época prehispanica (Kistler y Shapiro, 2011). El huauzontle, al igual que la quinoa,
pertenece a la familia de las Chenopodiaceae, ambos son libres de gluten por lo que pueden
ser consumidos por personas celiacas y tienen una composicion rica en nutrientes (Pereira et
al., 2019). El huauzontle tiene un contenido proteinico relativamente alto (aproximadamente
17 %), asi como antioxidantes y almidén (Barron-Yafiez et al., 2009). Ademas, las semillas
de huauzontle representan un ingrediente potencialmente Gtil para la salud del consumidor,
ya que son una buena fuente de compuestos fenolicos con alta actividad antioxidante
(Chaires-Martinez et al., 2013; Lazo-Vélez et al., 2016). También se han caracterizado las
propiedades fisicoquimicas y funcionales del almidon de huauzontle (Assad-Bustillos et al.,
2014).

Se han estudiado con cierto detalle las proteinas de diversos pseudocereales (Avanza et al.,
2005; Janssen et al., 2017; Tironi y Afion, 2010), pero no aquellas de huauzontle. Por lo que,
el objetivo de este estudio fue obtener un aislado proteico de semillas de huauzontle y evaluar

su calidad nutricional y propiedades funcionales.
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2.-REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades del huauzontle

El huauzontle es un pseudocereal de origen mexicano, perteneciente al género Chenopodium.
Alrededor de 250 especies pertenecen a este género. El huauzontle es una planta herbacea
anual y se usa principalmente como hortaliza de hoja y para follaje (Bhargava et al., 2005).
En la Figura 1 se muestra la distribucion en América de diferentes variedades del género
Chenopodium. En México, el huauzontle es de gran importancia debido a que represento
junto con el maiz, el frijol y el chile la base de la alimentacion de las culturas prehispanicas
(XingU-Lopez et al., 2018).

C. berlandieri

C. berlandieri
var. zschackei

C. watsonii
C. macrocollycium

C. bushionum

C. neomexicanum

C. berlandieri ssp.
nuttalioe

C. berlandieri

)
C. quinoa
C. pallidicaule
C. petiolare
C. carnolosum
C. philippianum
S C. hircinum
C. quinoa

Figura 1. Distribucion del género Chenopodium tomada de Allende (2014).

El huauzontle posee las caracteristicas de crecer en suelos pobres y resistir heladas y sequias

(Hernandez-Marin et al., 2019) lo cual lo vuelve un cultivo ideal para su siembra en zonas
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aridas y semiaridas con problemas agricolas. De acuerdo con Mir et al. (2018) se puede
entender como pseudocereal a toda aquella planta que no pertenece a la familia de las
gramineas, pero cuyas semillas son utilizadas para la produccién de harina para pan. En
botéanica, un pseudocereal es una planta dicotileddnea pero sus semillas son similares a las
de los cereales verdaderos en cuanto a su funcion y composicion (Alvarez-Jubete et al.,
2010).

Estudios de marcadores genéticos han demostrado una estrecha cercania entre el huauzontle
y la quinoa (Kolano et al., 2016). Anteriormente se consideraba al huauzontle de la misma
especie que la quinoa; sin embargo, Bhargava et al. (2008) demostraron, de acuerdo con las
caracteristicas morfoldgicas, electroforéticas y los datos de cruzabilidad, que el huauzontle
tiene un origen independiente. El huauzontle cuenta con una gran variabilidad genética lo
cual puede observarse por la coloraciéon de la planta, inflorescencia y semillas (Moreno,
2014). La gran variabilidad genética del huauzontle podria explicarse por el cruce de éste con
poblaciones arvenses de Chenopodium (Xingu-Lopez et al., 2018). El huauzontle es una
planta anual que mide alrededor de 1 m de altura, sus hojas normalmente son de forma
triangular, sus semillas tienen un diametro entre 2-2.5 mm. En la figura 2 se muestran plantas

de huauzontle.

Figura 2.- Planta de huauzontle tomada de Delegacion SADER Puebla (2016).
2.2 Composicion quimica del huauzontle

El huauzontle es un quelite ampliamente distribuido en Norteamérica y Centroamérica con

un contenido proteinico destacado (17.8 %), ademas sobresale su alto contenido de &cidos
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grasos esenciales (Xingu-Lépez et al., 2018) y de saponinas, las cuales se han correlacionado
con propiedades antifungicas y antiinflamatorias (Lazo-Vélez et al., 2016). Aunado a esto,
también es rico en minerales como hierro, potasio, calcio y cobre, lo cual lo hace ideal para
su consumo (Bhargava et al., 2008). Chaires-Martinez et al. (2013) demostraron que la
semilla de huauzontle tiene un elevado contenido de fenoles con alta actividad antioxidante,
su consumo puede generar efectos benéficos en la salud del consumidor. Assad-Bustillos et
al. (2014) investigaron las propiedades funcionales del almidon de semilla de huauzontle y
determinaron que el poder de hinchamiento y solubilidad del almidon de huauzontle es
equiparable al del maiz y superior al de quinoa. Barron-Yafiez et al. (2009) determinaron el
valor nutricio en semillas y germinados de huauzontle, encontrando que las primeras tienen
la siguiente composicion en 100 g de porcidn: proteina 17.83 g, extracto etéreo 6.21 g,

cenizas 4.97 g, fibra cruda 6.59 g y carbohidratos 71 g (expresados en base seca).

2.3 Proteinas

Las proteinas son macronutrientes esenciales para el ser humano, su calidad nutricional
depende de diversos factores como su digestibilidad, perfil de aminoacidos y pureza (Sa et
al., 2020). Las principales fuentes de proteinas en la dieta humana son de origen animal y
vegetal; sin embargo, las dietas ricas en proteinas animales se han asociado con diversos
problemas a la salud, como obesidad (Segovia-Siapco et al., 2020) y diabetes tipo 2 (Ye et
al., 2019). Por su parte las proteinas de origen vegetal presentan diversos beneficios a la
salud, como su actividad contra el cancer, apoyo nutricional a enfermos cirréticos y una

mejora en la disfuncion metabdlica (Lin et dial., 2017).

Las proteinas globulares son particulas coloidales esféricas que en su interior contienen
grupos hidrofobicos y en la superficie se encuentran ubicados los grupos hidrofilicos
disponibles para formar interacciones dipolo-dipolo con disolventes (Kim et al., 2020).
Generalmente, forman interacciones proteina-proteina por medio de puentes de hidrégeno,
interacciones hidrofébicas o interacciones electrostaticas, y en disolucién se encuentran
estabilizadas por medio de repulsiones electrostaticas entre proteinas cargadas (Nicolai,
2019).
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La funcionalidad de una proteina esta directamente relacionada con su estructura quimica
conformacional, la cual puede clasificarse en cuatro niveles (Figura 3), los cuales ocurren en
etapas y cada nivel inferior es necesario para la formacion del siguiente. La estructura
primaria esta constituida por una cadena lineal de residuos de aminoacidos; por su parte, la
estructura secundaria se forma mediante puentes de hidrogeno los cuales provocan
doblamientos locales. Por convencion, la estructura secundaria se clasifica en tres tipos a-
hélice, lamina B y espiral aleatoria. La union de diversas estructuras secundarias propicia ain
mas el plegamiento de la proteina, formando asi la estructura terciaria, la cual se estabiliza
mediante puentes de hidrégeno, enlaces disulfuro, puentes salinos e interacciones
hidrofobicas. Al unirse una 0 mas estructuras terciarias mediante interacciones no covalentes

y enlaces disulfuro se genera la estructura cuaternaria (Wardah et al., 2019).

Estructura
primaria
Estructura
Pro cuaternaria
Ala
Asp
Lys Estructura Estructura

Thr sccundaria rerciaria
Asn
Val
Lys
Ala
Ala
Trp
Gly
Lys
Val

Residuos Cadena polipeptidica Ensamblado de subunidades
aminoacidos

Figura 3.- Niveles estructurales de una proteina tomado de Nelson y Cox (2015).
2.4 Proteinas de almacenamiento en semillas

Las semillas han recibido gran atencion en los ultimos afios, debido a su alto contenido de
proteina con elevado valor nutricional, lo cual podria ayudar a cumplir con los objetivos de
desarrollo del milenio postulados por la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (FAQO), que buscan mitigar la pobreza y el hambre, para lo

cual la suplementacion con proteinas es fundamental (Kumar et al., 2019).
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Las semillas son un reservorio de proteinas, carbohidratos y lipidos de las plantas, cuya
finalidad es nutrir y proteger al embrion (Kumar et al., 2019). En las semillas podemos
encontrar tres categorias de proteinas: de almacenamiento, estructurales y biolégicamente
activas, siendo las primeras las que se encuentran en mayor abundancia y por ende las que

tienen un mayor impacto en las propiedades nutricionales y funcionales (Marcone, 1999).

De acuerdo con Oshorne y Campbell (1898) las proteinas de almacenamiento se pueden
clasificar de acuerdo con su solubilidad en cuatro tipos: Albuminas (solubles en agua),
globulinas (solubles en soluciones salinas diluidas), glutelinas (solubles en acidos o alcalis
diluidos) y prolaminas (solubles en disoluciones acuosas de alcohol). Se sabe que las semillas
dicotiledoneas son ricas en albuminas y globulinas, como es el caso de los pseudocereales;
por su parte, las plantas monocotileddneas son ricas en glutelinas y prolaminas, como es el
caso de los cereales (Kumar et al., 2019). Las proteinas de almacenamiento en semillas de
pseudocereales se han catalogado como proteinas con un valor biol6gico mas alto que el de
los cereales debido a su alto contenido de aminoacidos esenciales y mayor biodisponibilidad
(Deleu et al., 2019).

2.4.1 AlbUminas

Las albuminas provenientes de fuentes vegetales son similares a la albimina de huevo en sus
propiedades funcionales (Kumar et al., 2019). Los analisis de perfil electroforético en
fracciones de albuminas de quinoa han demostrado que éstas se encuentran en pesos
moleculares por debajo de los 20 kDa (LoOpez et al., 2018a). Estudios estructurales en la
albumina 2S de canola revelaron que es una proteina heterodimérica que se compone por dos

subunidades de 30-40 y 60-90 residuos de aminoacidos (Kumar et al., 2019)

2.4.2 Globulinas

Las globulinas tienen un peso molecular superior al de las albiminas y por ende son solubles
en soluciones salinas en lugar de agua (Kumar et al., 2019). Las globulinas pueden dividirse
en dos clases 7S y 11S de acuerdo con sus coeficientes de sedimentacion; diversos estudios
han demostrado que las semillas dicotiledoneas favorecen la presencia de estructura 11S

(Marcone, 1999). Comunmente las globulinas 11S se encuentran glicosiladas (proceso
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bioquimico en el que un glucido se encuentra incorporado a otra molécula) y sus subunidades
se encuentran unidas por enlaces disulfuro intercatenarios, su peso molecular oscila alrededor
de 300 kDa; mientras que las globulinas 7S se aproximan a 180 kDa; aunque esto puede
variar dependiendo a las condiciones de extraccion y la fuente de obtencion (Marcone, 1999).
Lopez et al. (2018a) reportaron ocho fracciones de globulinas para proteina de quinoa, las

cuales se encontraron a pesos moleculares inferiores a 50 kDa.

2.4.3 Glutelinas

Las glutelinas son uno de los principales componentes de las proteinas de almacenamiento
de los cereales (Zhao et al., 1983). Son ricas en aminoacidos hidrofobicos como fenilalanina,
valina, prolina, tirosina y leucina. Las glutelinas son proteinas de suma importancia para las
propiedades de horneado ya que mediante enlaces inter o intra-disulfuro permite su
reticulacion (Kumar et al., 2019). La glutelina cuenta con dos subunidades principales, una
aciday una béasica con pesos moleculares que van de 30-40 kDa y 19-23 kDa respectivamente
(Kim et al., 2020).

2.4.4 Prolaminas

Las prolaminas pueden ser clasificadas de acuerdo con su solubilidad en etanol, las del primer
grupo son solubles; mientras que las del segundo grupo son insolubles debido a la presencia
de enlaces disulfuro (Kumar et al., 2019). Las prolaminas en pseudocereales como la quinoa
estan constituidas principalmente por aminoacidos como aspartato/asparagina, arginina,
serina, leucinay glicina (Martinez-Villaluenga et al., 2020). La diferencia en la composicion
quimica y proporcion de prolaminas entre los cereales y pseudocereales indica la falta de
toxicidad de estos ultimos para las personas con enfermedad celiaca (Martinez-Villaluenga
et al., 2020).

2.5 Proteinas de pseudocereales

Hoy en dia la sociedad es méas consciente sobre la seguridad alimentaria y el desafio que
implica el crecimiento poblacional constante, lo cual requiere de la busqueda de fuentes

alternativas de proteinas ambientalmente viables (Sa et al., 2020). En este sentido, las
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proteinas de origen vegetal cada vez se estan posicionando en el mercado con una mayor
fuerza, debido a sus multiples ventajas comparadas con las proteinas de origen animal, como
lo es su excelente calidad nutricional, sus propiedades funcionales y bajos costos de
produccion (Lopez et al., 2018b), asi como su contribucion para afrontar los desafios
medioambientales y de seguridad alimentaria (Alonso-Miravalles et al., 2020). La alta
variabilidad genética de los pseudocereales les permite adaptarse a condiciones climéticas
adversas (Martinez-Villaluenga et al., 2020). Ademas, el contenido de proteina de los
pseudocereales generalmente es mas alto que el de los cereales verdaderos (Alvarez-Jubete
et al., 2010); por ejemplo, el contenido de proteina de algunas variedades de amaranto puede
llegar a alcanzar el 21.5 % y el de la quinoa hasta el 16.7 % (Martinez-Villaluenga et al.,
2020). Con base en lo expuesto, las proteinas de pseudocereales han surgido como una fuente
vegetal de proteina altamente rentable. Por otro lado, la enfermedad celiaca es uno de los
trastornos mas comunes a nivel mundial, aproximadamente el 1 % de la poblacién lo sufre,
representando alrededor de 60 millones de personas, lo que hace primordial la busqueda de
fuentes de proteina libres de gluten (Alvarez-Jubete et al., 2010). Este requerimiento podria
ser satisfecho por proteinas provenientes de granos de pseudocereales, debido a que son libres
de gluten y poseen un valor nutricional y nutracéutico excelente (Martinez-Villaluenga et al.,
2020).

Pseudocereales como la quinoa y el amaranto han sido altamente estudiados la Gltima década
como fuentes de proteinas vegetales y han demostrado tener propiedades nutricionales y
funcionales superiores a las de algunos cereales y leguminosas, ademas de niveles bajos de
acidos grasos saturados (Mudgil, et al. 2019). La proteina de semilla de quinoa se compone
principalmente (> 50 %) por globulinas y albuminas, lo cual se ha relacionado con su alta
solubilidad y valor nutricional (Wang et al., 2020). Por su parte, la proteina de semilla de
amaranto se compone principalmente por albiminas, glutelinas y globulinas; es bien
conocido que las albuminas son ricas en triptéfano, treonina y lisina, y las globulinas en
cisteina, metionina y lisina (Snchez-Lopez et al., 2020). Diversos estudios han demostrado
las buenas propiedades funcionales de las globulinas y albiminas, como su capacidad
emulsificante y espumante (Du et al., 2020; Li et al., 2018; Wu et al., 2020).
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Asimismo, la composicion de aminoacidos de estos pseudocereales se encuentra bien
balanceada, con un contenido mayor de lisina, metionina y cisteina y con un mayor valor
bioldgico que el de los cereales y las leguminosas (Deleu et al., 2019; Martinez-Villaluenga
et al., 2020). Wang et al. (2020) encontraron que la proteina de quinoa tiene un balance de
aminoacidos esenciales excelente, ya que sus niveles son adecuados para siete de los ocho
aminoacidos esenciales. Por su parte la proteina de amaranto comparada con otros granos
contiene el doble de lisina, su contenido puede ser equiparado con el de la soya, la cual es
considerada como una proteina de alto valor nutricional (Hejazi et al., 2016), ademas tiene
un alto contenido de metionina lo cual la vuelve un ingrediente que promueve la calidad
nutricional de los alimentos a los que se incorpora (Grundy et al., 2020). Aunado a esto, la
biodisponibilidad de la proteina de pseudocereales es superior a la mostrada por la proteina
de cereales y de origen animal, lo cual la vuelve una proteina de alta calidad (Alvarez-Jubete
et al., 2010).

Las propiedades funcionales de la proteina de amaranto y quinoa han sido ampliamente
estudiadas en los ultimos afios. Shevkani et al., (2014) demostraron que el aislado de proteina
de amaranto es capaz de estabilizar emulsiones a pH 7.0. Bolontrade et al. (2016)
determinaron que el aislado de proteina de amaranto puede formar espumas estables a pH
acido, a través de la formacion de peliculas flexibles y elasticas. Bejarano-Lujan et al. (2010)
formaron geles firmes y resistentes a la fractura usando concentrados de proteina de
amaranto, debido a la fraccion de globulina presente en la proteina. Elsohaimy et al. (2015)
demostraron las buenas propiedades espumantes y emulsificantes de aislado de proteina de
quinoa. Avila et al. (2016) determinaron que geles formados por proteina de quinoa podrian

ser usados en bebidas u otras aplicaciones de alimentos liquidos.

2.6 Propiedades tecno-funcionales

Las proteinas son ampliamente utilizadas por la industria alimentaria, no s6lo por sus
propiedades nutricionales, sino también por sus propiedades funcionales; sin embargo, los
nuevos requerimientos a nivel mundial han exhortado a la sustitucion de proteinas animales
por fuentes mas sustentables como las proteinas vegetales (Schmitt et al., 2019). De acuerdo

con Kinsella y Melachouris (1976) las propiedades funcionales de las proteinas denotan
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cualquier propiedad fisicoquimica que afecte el procesamiento y el comportamiento de estas
biomoléculas en los sistemas alimentarios. En este sentido las proteinas vegetales han
demostrado tener buenas propiedades funcionales, como solubilidad, absorcién de agua y
aceite, gelificacion y capacidad de formacion de espuma (Nesterenko et al., 2013). Sin
embargo, las propiedades funcionales son influenciadas por las caracteristicas intrinsecas de
una proteina determinada; por ejemplo, la estructura y composicion de aminoacidos influye
fuertemente en las propiedades reoldgicas y texturales; la hidrofobicidad, distribuciony carga
neta influye en su capacidad de formacion de espuma y emulsion, y la hidratacion tendré una
fuerte influencia sobre la capacidad de absorcién de agua y aceite y la solubilidad
(Mirmoghtadaie et al., 2016). Esto resalta la importancia del analisis de las propiedades
fisicoquimicas, estructurales y funcionales de fuentes novedosas y diversas de proteinas, con

la finalidad de diversificar su uso en la industria alimentaria.

2.5.1 Solubilidad

La solubilidad de una proteina es una propiedad funcional de suma importancia dada su
relacion con otras propiedades como las capacidades emulsionante y espumante (Shevkani
etal., 2014). Generalmente se asocia a las proteinas vegetales con una baja solubilidad (Alves
y Tavares, 2019). Sin embargo, las proteinas provenientes de pseudocereales tienen una
solubilidad diferente a las provenientes de cereales, dado que se componen principalmente
por albdminas y globulinas, lo que favorece su caracter hidrofilico (Deleu et al., 2019). La
solubilidad de una proteina se encuentra determinada por su contenido de puentes de
hidrégeno y los residuos hidr6fobos e hidréfilos en su superficie (Han et al., 2018). Las
proteinas tienen los valores mas bajos de solubilidad en y cerca del punto isoeléctrico, debido
a la carga neta cero, lo cual favorece las interacciones proteina-proteina y por ende afecta su
solubilidad; cuando el pH se aleja del punto isoeléctrico la solubilidad incrementa (Shevkani
et al., 2014). Las proteinas de quinoa y amaranto presentan una curva de solubilidad tipica,
en las Figura 4a y 4b pueden observarse los trabajos de Shevkani et al. (2014) y Elsohaimy

et al. (2015), respectivamente.

11
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Figura 4.- (a) Solubilidad de aislado de proteina de amaranto tomado de Shevkani et al.
(2014) y (b) solubilidad de proteina de quinoa tomado de Elsohaimy et al. (2015).

2.5.2 Capacidad de absorcion de agua y aceite

La capacidad de absorcion de aceite es un parametro importante debido a su estrecha relacion
con la calidad sensorial de los alimentos y es determinado por la presencia de aminoacidos
no polares que permiten la interaccion proteina-aceite. Por otra parte, la capacidad de
absorcion de agua esta estrechamente relacionada con la presencia de aminoacidos polares
que favorecen las interacciones proteina-agua (Bessada et al., 2019). Una buena capacidad
de absorcion de agua y aceite en una proteina permite su uso en diversos productos
procesados, ademas favorece la retencion de sabor y la palatabilidad de los productos (Shi et
al., 2019).

2.5.3 Gelificacion

Se entiende como gel a aquellos sistemas en los que las moléculas se encuentran conectadas
entre si, formando una estructura de red bajo ciertas condiciones, donde los espacios vacios
en la red pueden estar llenos de liquido o gas (Lin et al., 2017). Durante la gelificacion se
tiene una disminucion de las interacciones repulsivas y un aumento de las interacciones
atractivas. Este cambio puede generarse por diversos métodos, como la incorporacion de
sales, reacciones enzimaticas, el empleo de altas presiones, la acidificacion y el

calentamiento, siendo este ultimo el mas comun (Nicolai, 2019).
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El calentamiento de las proteinas globulares a una concentracion critica de proteina propicia
que la cadena peptidica sea mas mavil, lo cual conlleva a que los aminoacidos interactden y
se unan (Nicolai, 2019; Schmitt et al., 2019). Al desnaturalizarse una proteina, las cadenas
polipeptidicas pierden su estructura y rigidez, propiciando que los aminoacidos que se
encuentran en el interior de la estructura terciaria queden expuestos para formar enlaces

disulfuro, puentes de hidrégeno y/o interacciones hidrofébicas (Nicolai, 2019).

Las proteinas globulares tienen una estructura secundaria y terciaria densa y definida que se
agrega espontanea e irreversiblemente cuando se calienta por encima de los 60 °C (Nicolai y
Durand, 2013). La disociacion y reasociacién de las cadenas de aminoacidos puede llevarse
a cabo de diferentes maneras formando asi geles con propiedades distintas (Bessada et al.,
2019). Es conocido que la concentracion de proteina es un factor de suma importancia en la
formacion de geles, ya que concentraciones altas generan geles que se sostienen asi mismos,
mientras que las concentraciones bajas provocan geles que colapsan con la gravedad (Nicolali
y Durand, 2013).

Diversas investigaciones se han centrado en el estudio de las propiedades funcionales de las
proteinas vegetales, sin embargo, las propiedades gelificantes de estas proteinas no han

recibo gran atencion (van Vliet et al., 2002).

Figura 5.- Representacion esquematica de la agregacion y gelificacion aleatoria de
proteinas globulares tomada de Nicolai (2019).
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2.5.4 Formacion de espuma

Las multiples propiedades impartidas a los sistemas alimentarios mediante las espumas
(cambios en textura, apariencia, reologia y sensacion en la boca, mejoras en la digestibilidad
y vida Util de los productos) han generado un creciente interés por el estudio de estos sistemas
(Germain y Aguilera, 2014). Las espumas son sistemas termodindmicamente inestables, que
consisten en burbujas de aire dispersas en un medio acuoso, que mejoran su estabilidad
mediante el uso de tensoactivos que reducen la tension interfacial (Amagliani y Schmitt,
2017).

En la actualidad, las investigaciones se centran en el uso de biopolimeros que al formar una
monocapa en la interfase aire-agua, estabilizan las burbujas de aire (Dickinson, 2020). El uso
de proteinas como estabilizantes de espumas, ya sea en estado nativo o hidrolizado, es una
tendencia actualmente, debido a su caracter anfifilico que le da la capacidad de desplegarse
y adsorberse en la interfase agua-aire formando una pelicula interfacial que le confiere
estabilidad a la espuma (Amagliani y Schmitt, 2017). De acuerdo con Dickinson (2020), si
la capa de proteina es lo suficientemente gruesa y rigida sera capaz de proteger la burbuja de
aire contra la contraccién influenciada por la diferencia de presion de Laplace. Por otra parte,
el pH del medio es importante cuando se estabilizan las espumas, ya que éste tiene influencia

sobre la carga superficial y la interaccion electrostatica de las proteinas (Lin et al., 2017).

El analisis de espumas estabilizadas por proteinas puede llevarse a cabo en diferentes niveles,
los cuales podemos observar en la Figura 6 donde el nivel 1 refleja el nivel molecular, el cual
es de gran importancia ya que las propiedades moleculares influyen en el resto de los niveles,
el siguiente nivel muestra los procesos de adsorcion y las propiedades interfaciales de las
proteinas; el tercer nivel permite analizar el tamafo, la forma y organizacion espacial de las
burbujas y el ultimo nivel se enfoca en estudiar propiedades mecanicas y reologicas de las

espumas (Germain y Aguilera, 2014).
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Figura 6.- Representacion grafica de cuatro niveles en el analisis de espumas tomado de
Germain y Aguilera (2014).

El proceso de estabilizacion de espumas mediante proteinas se describe en la Figura 7, donde
se puede observar que la proteina se difunde hacia la interfase aire-agua; esta difusion
dependera del peso molecular de la proteina y de la viscosidad del medio. La proteina se
adsorbe en la interfase y sufre cambios conformacionales, quedando los grupos hidrofobicos
expuestos hacia la fase gaseosa y los hidrofilicos hacia la fase acuosa; por ultimo, las
proteinas se agregan en la capa interfacial estableciendo una red. Este tltimo paso dependera
de la reactividad quimica y las propiedades fisicoquimicas de las cadenas laterales de la
proteina (Germain y Aguilera, 2014).

Aire

Adsorcion Formacién de la red

Difuy Despliegue ~ Agua
S
Q ﬂf‘

Figura 7.- Descripcion esquematica del proceso de adsorcion de proteinas en interfases
aire/agua.
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3. -JUSTIFICACION

Actualmente existe una creciente preocupacion por la seguridad alimentaria debido al
constante incremento poblacional, por lo cual la busqueda de fuentes alternativas de proteinas
con un alto valor bioldgico y mejores propiedades funcionales es crucial. En este sentido, las
proteinas vegetales, especificamente aquellas provenientes de semillas de pseudocereales han
demostrado tener maltiples ventajas sobre otras proteinas vegetales y animales. Ademas,
existe la necesidad de diversificar las proteinas disponibles para la industria alimentaria que
cuenten con mejores cualidades, un perfil de aminoacidos esenciales balanceado y con una

alta biodisponibilidad.

El cambio climatico ha propiciado la busqueda de fuentes de proteina sustentables y
econdémicamente sostenibles como alternativas a las proteinas animales, las cuales se han
asociado con costos elevados de produccion, alto consumo de agua y excesiva
contaminacion. Aunado a ello, en la actualidad se busca rescatar los cultivos endémicos
mexicanos, lo que hace necesario el estudio de sus macronutrientes, asi como sus propiedades
funcionales y bioldgicas, con la finalidad de lograr diversificar sus usos y propiciar su

aprovechamiento agricola e industrial.

No obstante, la sustitucion parcial o total de las proteinas animales por proteinas vegetales
sin afectar las propiedades tecno-funcionales de los productos sigue siendo un reto, por lo

cual es de suma importancia la investigacion de nuevas fuentes de proteinas vegetales.
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4.-HIPOTESIS

Las propiedades tecno-funcionales del aislado de proteina de semilla de huauzontle seran
equiparables con las de los aislados de otros pseudocereales y algunas proteinas de origen

animal.

La calidad nutricional del aislado de proteina de semilla de huauzontle sera igual o superior

al de otros aislados de proteinas vegetales.
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5.-OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Obtener un aislado de proteina de semilla de huauzontle y evaluar su estructura, calidad

nutricional y propiedades funcionales.

5.2 Objetivos particulares

VI.

Establecer el método de obtencion del aislado de proteina de huauzontle a partir de

harina de la semilla.
Determinar las propiedades fisicoquimicas del aislado de proteina de huauzontle.

Evaluar la calidad nutricional de la proteina de huauzontle mediante un perfil de

aminocidos.
Analizar la digestibilidad in vitro del aislado de proteina de huauzontle.
Analizar las propiedades funcionales del aislado de proteina de huauzontle.

Analizar la influencia de la estructura secundaria de la proteina de huauzontle sobre

las propiedades funcionales de la misma.
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6.- MATERIALES Y METODOS

6.1 Materiales

Semillas de huauzontle (Chenopodium nuttalliae Saff.) se obtuvieron de un productor local
de la comunidad de Tepoztlan (18°59” 7°° N, 99°5° 59°* O, y 1706 msnm), Morelos, México.
El &cido clorhidrico, el hidroxido de sodio y el etanol grado analitico se adquirieron en J.T.
Baker (Xalostoc, Estado de México, México). Los reactivos de electroforesis se obtuvieron
de Bio-Rad® (Bio-Rad Laboratories, Inc. Hercules, CA, EUA). Las enzimas para el ensayo
de digestibilidad de proteinas fueron de Sigma-Aldrich México (Toluca, Estado de México,
México). Los reactivos para HPLC y para la derivatizacion de proteinas fueron de Waters
Corp. (Milford, MA, EUA). El aceite de soya (Nutrioli, Ragasa Industrias S.A. de C.V.,
Monterrey, Nuevo Leon, México) se obtuvo en un supermercado local en la Ciudad de
Meéxico. Se utilizé agua desionizada en todos los experimentos.

6.2 Analisis quimico proximal de la harina de huauzontle

La harina de semilla de huauzontle se obtuvo moliendo las semillas de huauzontle en un
procesador de alimentos (NutribulletTM, NB-101B, Hong Kong Ltd., Guandong, China) y
se tamiz6 en una malla No. 80 (Manufacturers of Industrial and Commercial Supplies, St.
Louis, MI, EUA). La humedad, las cenizas, la fibra cruda, la proteina total (N x 6.25) y los
lipidos totales se determinaron como se describe en AOAC (2000). El extracto libre de
nitrogeno total se calculé mediante la diferencia: 100 - (% proteina + % lipidos + % fibra +
% ceniza). Posteriormente, la proteina soluble se determind mediante el método de Lowry
modificado por Peterson (1977) utilizando BSA (albumina de suero bovino, por sus siglas en

inglés) como estandar (0.1-0.01 mg/mL).

6.3 Extraccién de aislado de proteina de huauzontle (APH)

La harina de semilla de huauzontle se desgrasé con hexano en un Soxhlet durante 3 h, y luego
se dejo secar a temperatura ambiente. La harina desgrasada (100 g) se disperso en agua
desionizada (10 g/100 mL) y el pH se ajust6 a 9 con NaOH 1 N. La dispersidn se agitd durante

1 h a temperatura ambiente (22 + 2 °C) y posteriormente se centrifug6 a 9200 xg a 10 °C
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durante 10 min (Centrifuge 5810 R, Eppendorf, AG, Hamburgo, Alemania). Se recolectd el
sobrenadante y se ajustd el pH a 3.6 (punto isoeléctrico del APH) usando HCI 3 N. La
proteina precipitada se aislo por centrifugacion a 9200 xg durante 10 min a 4 °C y se lavd
tres veces con agua desionizada en una proporcion de 1:10 durante 10 min. Finalmente, las
muestras se secaron a 35 °C durante 24 h en un horno de circulacion de aire (Riossa Digital
HCF-62, Ciudad de México, México). El aislado seco se molié manualmente en un mortero
y se almacend en un recipiente sellado a temperatura de refrigeracion (4 + 1 °C) hasta su uso.

6.4 Potencial-{

El potencial { de dispersiones de APH (0.05 g/100 g) se determind con un equipo Zetasizer
Nano ZS90 acoplado a un autotitulador MTP-2 (Malvern Instruments Ltd., Malvern,
Worcestershire, Reino Unido) a valores de pH que oscilaron entre 2.0 y 6.0 a 25 °C. El pH
de las soluciones se ajusto al valor deseado mediante la adicion de NaOH 0.1 N o HCI 0.1 N.
El potencial { se determind midiendo la direccion y la velocidad de las moléculas en
dispersion a medida que se movian a lo largo del campo eléctrico aplicado. El software del
equipo convirtié las medidas de movilidad electroforética en valores de potencial { utilizando

el modelo matematico de Smoluchowski (Cuevas-Bernardino et al., 2016)
6.5 Digestion in vitro del APH

El analisis de la digestibilidad in vitro de la proteina se llevo a cabo mediante el método
multienzimatico de Elsohaimy et al. (2015). Se afadio 63.8 mg de APH a 10 mL de agua
desionizada y se ajust6 el pH a 8.0 con NaOH 1 N. Se afiadio un mL de solucion acuosa de
enzima (tripsina tipo IX 15,310 unidades mg™? de proteina, a-quimotripsina tipo 1l 48
unidades mg™ de solido, peptidasa intestinal porcina P-7500, 115 unidades-mg' de sélido y
proteasa bacteriana tipo X1V, 4.4 unidades-mg~! de sélido) a la muestra de proteina y se dejo
que la digestion prosiguiera durante 10 min a 37 ° C. Después de la adicion de 1 mL (1.48
mg) de solucion de proteasa bacteriana tipo X1V, la digestion continud durante 9 min a 55
°C. El valor de pH se registré después de 1 min mas y se utilizé para estimar la digestibilidad

in vitro de la proteina de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Y =234.84 + 22.56+
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Donde, Y es la digestibilidad in vitro de la proteina (%), y X es el pH de la suspension después

de 20 min de digestion.
6.6 Perfil de peso molecular

La electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) del APH
se realizo siguiendo el método de Laemmli (1970). Las muestras de aislado de proteina se
mezclaron en una proporcién de 3: 2 (v/v) con solucion amortiguadora pH 6.8: 200 g/L de
SDS, 25 mL/L de concentrado de glicerol, 10 mL/L de B-mercaptoetanol, 0.20 g/L de azul
de bromofenol y 1 L de agua desionizada. El sistema de gel const6 de 2.1 g/L de SDS, 200
g/L de gel de separacion de acrilamida (pH 8.8) y 50 ¢g/L de gel de concentracion de
acrilamida (pH 6.8). El espesor total del gel fue de 0.75 mm, con 10 cm de gel de separacion
y 2 cm de gel de concentracion. Las bandas de proteina se tifieron por la inmersién del gel en
azul brillante de Coomassie en una solucion de 400 mL de metanol, 70 mL de &cido acético
y 530 mL de agua desionizada. Se utilizaron estandares de peso molecular (10-250 kDa) de
proteinas de amplio rango Bio-Rad® (Cat. 161 0303, Bio-Rad Laboratories, Inc. Hercules,
CA, EUA).

6.7 Perfil de aminoéacidos

El perfil de aminoacidos del APH se determind siguiendo el procedimiento descrito por Mota
et al. (2016), con modificaciones. Se colocaron muestras de APH (30 mg) en viales de
digestion de cuarzo adecuados, se les afiadio 1 mL de HCI 6 N que contenia fenol al 1 % v/v
y 200 pL de D-Norvalina (25 mM, como estandar interno). Los tubos sellados se colocaron
en un sistema de digestion por microondas de recipiente cerrado MW 650 (Aurora Biomed,
Vancouver, BC, Canada). El horno se purgd con nitrégeno y una bomba de vacio. El horno
se calent6 a 160 °C, se mantuvo a esta temperatura durante 10 min y se enfri6 a temperatura
ambiente. Los extractos completamente hidrolizados se neutralizaron con 1 mL de NaOH 6
N y se llenaron hasta un volumen total de 10 mL con agua desionizada. Los hidrolizados se
filtraron con papel de filtro (Whatman No. 40). La muestra (10 pL) se coloco en un vial
cromatografico, se le anadieron 20 plL de reactivo de carbamato de 6-aminoquinolil-N-
hidroxisuccinimidilo reconstituido (AQC) y 80 uL de amortiguador de borato. La mezcla de

reaccion se calenté a 60 °C durante 10 min y se agitd con vortex. Para la determinacion
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cromatografica se utilizd un sistema Acquity UPLC (Waters Corp., Milford, MA, EUA)
acoplado a un detector de matriz de fotodiodos (longitud de onda ajustada a 260 nm). Se uso
una columna BEH C18 (130 A, 1.7 um, 100 mm x 2.1 mm), un flujo de 0.7 mL/min, una
temperatura de 60 °C y un volumen de inyeccion de 1 pL. La fase mévil consistio en
AccQTag® ultra eluyente Y (Acetonitrilo al 95 % en agua desionizada) y AccQTag® ultra
eluyente Z. Las condiciones de gradiente fueron: 0-0.54 min, 99.9 % Y-0.1 % Z; 5.74 min,
90.9 % Y-9.1 % Z; 7.74 min, 78.8 % Y-21.2 % Z; 8.04 min, 40.4 % Y-59.6 % Z; 8.70-10
min, 99.9 % Y-0.1 % Z. Se prepar0 una curva de calibracion a partir de la solucion estandar
de cada aminoacido diluido a las concentraciones adecuadas. Se utilizé6 D-norvalina (45.5
pmol) como patrén interno. Los aminoacidos derivatizados se cuantificaron e identificaron
por comparacién con los tiempos de retencion y las relaciones de area de las mezclas de
aminoacidos estandar con el estandar interno. Los resultados se expresaron en g/100 g de
APH.

6.8 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

Los espectros infrarrojos se registraron con un espectrofotometro FTIR (Frontier,
PerkinElmer, Ciudad de Mexico, México), equipado con un accesorio universal de
reflectancia total atenuada. La muestra seca de APH (10 mg) a diferentes valores de pH (2.0,
3.6 (punto isoeléctrico), 5.0, 7.0, 0.9.0, 11.0) se puso en contacto con el cristal de diamante
usando un ajuste de geometria de 60 unidades de medidor de fuerza, y se midié la absorbancia
a longitudes de onda de 4000 cm™ a 400 cm™ con una resolucion de 40 cm™. Se realizé la
autodeconvolucion de Fourier y luego se ajustaron los picos en la banda de la regién de la
Amida | (1700-1600 cm™) utilizando el software del equipo. Los picos gaussianos pudieron
asignarse a su estructura correspondiente en funcion de su centro (Achouri et al., 2012;
Navarro-Lisboa et al., 2017) y la integral de cada pico se dividio entre la suma de todos los

picos determinados para identificar los porcentajes de cada estructura secundaria.
6.9 Solubilidad de la proteina

La solubilidad de muestras de aislado de proteina se llevd a cabo mediante el método de Yu
et al. (2017). Se prepararon soluciones acuosas (1 g/100 mL) de las muestras de proteina en
amortiguador de fosfatos 0.01 M a pH (2.0, 3.6 (punto isoeléctrico), 5.0, 7.0, 9.0, 11.0). Las
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dispersiones de proteina se agitaron a temperatura ambiente durante 60 min y se
centrifugaron (4400 xg, 20 min). Los contenidos de proteina de los sobrenadantes se
determinaron segun el método de Lowry modificado por Peterson (1977), brevemente, 1 mL
de solucion A (CTC: Na.COsal 10 %, CuSO4-5H20 al 0.1 %, KNaC4H40¢-4H20 al 0.2 %;
SDS al 10 %; NaOH 0.8 N) se mezcl6 con 0.5 mL de reactivo Folin-Ciocalteu-Fenol 2N y 1
mL de muestra. La absorbancia se midié a 750 nm con un espectrofotometro Genesys 10S
UV-VIS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). La solubilidad de la proteina se

expresd como el porcentaje de proteina que permanecid en solucion.
6.10 Adsorcion del APH en la interfase aire-agua

Se prepararon dispersiones acuosas de APH a diferentes concentraciones (0.1, 0.5, 1.0y 3.0
g/L) y a pH 7.0 £ 0.1. La adsorcién de superficie dindmica de moléculas de proteina se
determind monitoreando la evolucion de la caida de tension superficial con el tiempo en la
interfase aire-agua a 25 °C, utilizando un medidor de angulo de contacto 6ptico OCA-20

(Dataphysics Instruments GmbH, Filderstadt, Alemania) (Martinez-Velasco et al., 2018).
6.11 Capacidad de formacion y estabilidad de espumas

Se homogeneizaron 20 mL de dispersiones de APH (0.1, 05,1y 3g/L)apH (7.0£0.1) a
alta velocidad (10,000 rpm, 1 min) con un homogeneizador Ultra-Turrax® (T50 basic IKA
Works, Inc., Wilmington, EUA) para incorporar el aire y posteriormente se transfirieron a un
cilindro de 50 mL. El volumen total se midio6 a los 0, 0.5, 5, 10, 40 y 60 min después de la
homogeneizacién. La capacidad de formacion de espuma (FC) se expresé como la expansion
de la espuma lograda inmediatamente después del batido (t = O min), mientras que la
estabilidad de la espuma (FS) se expresdé como la expansion de la espuma a los 60 min
después del batido. La expansion de la espuma se calculd de acuerdo con la siguiente

ecuacion:

A—B
Expans26n d6 la 6spuma (%) = = A =100
B

donde A = volumen después de homogeneizar (mL) en diferentes momentos y B = volumen

antes de homogeneizar.
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6.12 Capacidades de retencion de agua y aceite

La capacidad de retencion de agua (WHC, por sus siglas en inglés) del APH se determind
segun lo descrito por Gong et al. (2016) con ligeras modificaciones. La muestra seca de APH
(~ 1.0 g, Wo) a pH 7.0 + 0.1 se colocé en un tubo de centrifuga y se peso junto con el tubo
de centrifuga (W1). Luego, se agregaron 10 mL de agua destilada a la muestra de APH y se
agito durante 1 h a temperatura ambiente. La mezcla se dejo reposar a temperatura ambiente
durante 30 min y luego se centrifugd a 3000 xg durante 20 min. Se decantd el sobrenadante
y se peso el tubo de centrifuga que contenia el sedimento (W2). EI WHC (g de agua/g de

proteina) se calcul6 de acuerdo con la siguiente ecuacion:

E; —E
EHC = —>—
E#

Para la capacidad de unién de aceite (OBC, por sus siglas en inglés), la muestra seca de APH
(~ 1.0 g, Wo) apH 7.0 £ 0.1 se colocé en un tubo de centrifuga y se peso junto con el tubo
(W1). Luego, se agregaron 5 mL de aceite de soya a la muestra de APH y se mezclé durante
5 min usando un mezclador vortex. Las muestras de aceite y de APH se dejaron reposar
durante 30 min a temperatura ambiente y luego se centrifugaron a 3000 xg durante 20 min.
Se decanto el sobrenadante de aceite de soya y se peso el tubo de centrifuga (W>) el tubo de
centrifuga que contenia el sedimento. EI OBC (gramo de aceite por gramo de proteina) se

calculd de acuerdo con la siguiente ecuacion:

E;, —E;
E#

OBC =

6.13 Formacion de gel y propiedades reoldgicas

La formacion de gel se logré calentando dispersiones de APH (15 g/100 mL) a pH 2.0, 3.6,
5.0,7.0,9.0y 11.0 en un bafio de agua a 90 +1 °C, mantenidas a esta temperatura durante 20
min, y luego se dejo enfriar a temperatura ambiente. La formacién de gel se determind
mediante observacion visual. Si las dispersiones no se movieron al girar el tubo, se considero

que se formo un gel (Yi et al., 2013).
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Para las mediciones reoldgicas, se colocaron soluciones de APH (15 g/100 mL, pH 7.0y 9.0)
en la geometria placa-placa (25 mm de diametro) de un redmetro Physica MCR 301 (Anton
Paar, Messtechnik, Stuttgart, Alemania). Para evitar la evaporacion, el borde de la geometria
se cubrid con una fina capa de parafina. Para imitar el proceso de gelificacion, las soluciones
de APH se sometieron a: (i) Una rampa de temperatura de 20 a 90 ° C a una velocidad de
calentamiento de 3 °C/min, se mantuvo a 90 °C durante 5 min y se enfriaron a 20 °C a una
velocidad de 5 °C/min, aplicando una amplitud de deformacion del 1 % a una frecuencia de
0.1 Hz; (ii) Un barrido de deformacién (0.01-100 %) a una frecuencia constante de 0.1 Hz,
cuando la muestra se habia enfriado a 20 °C y estaba en estado de gel. Los valores de los
modulos de almacenamiento (G”) y de pérdida (G”’) fueron monitoreados con el software del
equipo (Yi et al., 2013).

6.14 Andlisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado a partir de tres experimentos
independientes utilizando un disefio completamente al azar y los valores se expresaron como
valores medios + DE. Los datos se sometieron a un analisis de varianza de clasificacion
simple y, en los casos pertinentes, andlisis de comparacion de medias de Tukey. La
significancia se establecio en p < 0.05. El andlisis de los datos se realiz6 con el paquete

estadistico SAS version 9.4 (SAS Institute Inc., NC, EUA).
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7.-RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Analisis quimico proximal de la harina de semilla de huauzontle

La Tabla 1 presenta los resultados del analisis quimico proximal de la harina de semilla de
huauzontle. Los valores de proteina, carbohidratos, cenizas y extracto etéreo fueron
significativamente mas altos que lo informado por Barron-Yanez et al. (2009). Las
diferencias en la composicién quimica pueden deberse a las condiciones ambientales de
crecimiento del cultivo, como temperatura, humedad, ubicacion y condiciones del suelo (da
Silvaetal., 2017). El contenido de proteina (20.4 + 0.3 %) fue superior al sefialado para otros
pseudocereales, como Chenopodium quinoa con 14.0 % (Elsohaimy et al., 2015),
Amaranthus cruentus con 14.9 % (Bejarano-Lujan y Netto, 2010) y Amaranthus sp. con 12.5
% (Chaparro Rojas et al., 2010). El contenido de proteina del APH fue de 0.9 £ 0.1 g/garH,
determinado por el método de Lowry.

Tabla 1.- Analisis quimico proximal de la harina de semilla de huauzontle

Constituyentes % en base seca
Cenizas 57x0.2
Proteina cruda 204 +0.3
Grasa 10.0+0.1
Fibra cruda 3.6+0.1
Carbohidratos 60.4+0.1

Los valores se presentan como media + DE de triplicados.

7.2 Potencial-§

La variacion del potencial  respecto al pH se muestra en la Figura 8. El punto isoeléctrico
se ubico en pH= 3.6. El potencial { cambi6 de 12.0 + 1.0 mV apH=2.0a-18.0+£ 0.3 mV a
pH= 6.0. La ionizacion de grupos carboxilicos (-COOH) para formar carboxilatos (-COQO")
es en general responsable de valores de potencial  negativos. En contraste, la protonacion

de grupos amino (-NHz) para formar grupos amonio (-NH¢) esta detras de los valores de
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potencial positivos. Los aminoacidos como Asp y Glu contribuyeron a las cargas negativas,
ya que su grupo carboxilo se ionizé a un pH superior al pl (pKr = 3.65 y 4.3,
respectivamente). Por su parte, los aminoacidos como histidina, lisina y arginina contribuyen
con las cargas positivas ya que su grupo amino se encuentra ionizado a pH acido (Nelson y
Cox, 2015). En general, el potencial ( refleja el grado de estabilidad electrostatica de las
particulas coloidales, una propiedad que tiene influencia directa sobre las propiedades
funcionales de las proteinas (L6pez et al., 2018b). Shevkani et al. (2014) informaron que los
valores de potencial { para diferentes cultivares de proteina de A. hypochondriacus variaron
de -40,6 a -43,7 mV en el rango de pH de 6.5 a 7.0 y 0.5 mg de proteina/mL. Navarro-Lisboa
et al. (2017) encontraron que la ultrafiltracion de extractos de proteinas de quinoa
(Chenopodium quinoa Willd.) a diferentes valores de pH afectaron la concentracion de
proteinas (7.0 y 9.5), e informaron que los valores de potencial { oscilaron entre -14.2 a pH

7.0y -26.1mV apH9.5.
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Figura 8.- Potencial ¢ del aislado de proteina de huauzontle como funcién del pH.
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7.3 Perfil de aminoéacidos

El APH tuvo un alto contenido de la mayoria de los aminoacidos esenciales, excepto de
valina (Tabla 2). Los valores son superiores a los recomendados por la Organizacién de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion/Organizacion Mundial de la
Salud/Universidad de las Naciones Unidas (FAO/OMS/UNU, 1985) para el consumo
humano diario y a los informados para otros pseudocereales como el amaranto y la quinoa
(Tabla 2). Las propiedades funcionales de una proteina estdn determinadas por su
composicién de aminoacidos. Las proteinas tienden a asumir forma de varilla alargada
cuando su contenido de aminodcidos hidrofilicos es alto, mientras que las proteinas con alto
contenido de aminoacidos hidrofébicos tienden a adquirir formas globulares (Wang et al.,
2017). EI APH presenté una fraccion mayoritaria de aminoacidos hidréfobos (45.8 g/100 g)
comparada con la fraccién de aminoacidos hidrofilos (19.4 g/100 g), lo que podria representar
una ventaja para aplicaciones donde son importantes las propiedades tensoactivas. Por otro
lado, el APH presento un contenido de 24.3 g/100 g de aminoécidos béasicos y 10 g/100 g de
aminodcidos &cidos. Otros pseudocereales como el amaranto y la quinoa contienen 23.7 y
18.89/100 gy 19.1y 24.1 g/100 g de aminoacidos basicos y &cidos, respectivamente (Lopez
etal., 2018a).

Tabla 2.- Composicion de aminoacidos del aislado de proteina de huauzontle (g/100 g de

proteina).
o _ APH Heco(r:rsﬁlr;ﬂ%(]:éon % Amaranto* %uinoa**
Aminoéacidos esenciales  Contenido (9/100 g) 0/100 g)

(9/100 gapH) FAO/WHO/UNU*

Histidina 5.9+0.0 1.6 1.8+03 22%05
Leucina?’ 105+0.1 1.9 6.4+06 25104
Isoleucina® 6.3+0.1 1.3 28+0.6 08+0.2
Lisina 8.8+0.2 1.6 50+£0.7 2404
Metionina®+cistina® 6.2+0.2 1.7 1.7+04 0407
Fenilalanina®+tirosina® 12.3+0.6 1.9 58+04  2.7+0.3
Treonina® 8.8+0.2 0.9 42+03 57+%59
Valina® 1.8+0.1 1.8 36+05 1.0x06
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Aminoéacidos no

esenciales

Alanina? 15+0.0 0.3 43+04 22+0.3
Glicina? 7.6+0.3 0.2 114+08 3.0+05
Prolina? 39+0.2 0.6 - 1.8+0.3
Serina® 39+0.1 0.5 10.7+09 1.7%+0.3
Tirosina? 49+0.0 0.5 23+0.2 1.2+0.3
Glutamico® 56+0.1 1.8 18.1+05 8.8+1.4
Aspartico® 44+0.1 0.9 129+0.8 3.7+038
Arginina® 9.7+0.6 0.5 85+11 3.0x08

*Pastor et al., 2007

**Escuredo et al., 2014.

* Requerimiento en adultos de acuerdo con FAO/WHO/UNU (1985).
& Aminoacidos hidrofébicos: Gli, Ala, Val, Leu, Pro, Met, Fen, lle.

b Aminoéacidos hidrofilicos: Ser, Tre, Cis, Tir.

¢ Aminoacidos acidos: Glu, Asp.

d Aminodcidos basicos: Lis, Arg, His.

¢ Aminoacidos aromaticos: Tir, Fen.

f Aminoéacidos ramificados: lle,Leu,Val.

El excepcional valor nutricional de los pseudocereales (alto contenido proteico, perfil de
aminoacidos con un buen equilibrio de aminoacidos esenciales) se ha atribuido a la influencia
de diferentes factores de estrés ambiental, asi como al contexto agroecoldgico sobre las

propiedades nutricionales (Reguera et al., 2018).
7.4 SDS-PAGE

Los perfiles SDS-PAGE de harina de semilla de huauzontle (HSH) y del APH se muestran
en la Figura 9. Todas las bandas de proteina fueron detectadas a partir de un peso molecular
estimado de 50 kDa e inferiores. Se observa que las bandas fueron mas intensas para el APH
que para la HSH, lo que es indicativo de la efectividad del proceso de purificacion. La banda
con mayor intensidad relativa se produjo aproximadamente a 20 kDa, seguida de 28 kDa y
50 kDa. Suarez y Anon (2018) informaron que para A. hypochondriacus la banda entre 20 y
22 kDa corresponde a la globulina P. Bejarano-Lujan y Netto (2010) encontraron que las
bandas por debajo de 30 kDa en A. cruentus se debieron a la albimina-1. De acuerdo con

diversos autores, las bandas a 50 kDa y en el rango de 30 a 35 kDa se asocian a la globulina
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11S (quenopodina), la principal proteina en la quinoa (Elsohaimy et al. 2015, Valcarcel-
Yamani y da Silva, 2012, Wang et al., 2020).

Std. HSH APH
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50 —»
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Figura 9.- SDS-PAGE de harina de semilla de huauzontle (HSH) y aislado de proteina de
huauzontle (APH).

7.5 Andlisis FT-IR

El analisis FT-IR proporciona informacién valiosa sobre la estructura secundaria de las
proteinas (Rodsamran y Sothornvit, 2018). El espectro de FT-IR dependié del pH de la
muestra (Fig. 10a). La banda ancha en 3300-3100 cm™* esta vinculada a estiramientos de —
NH. Por otro lado, la banda de 2860-2930 cm se atribuye a la Amida B y refleja vibraciones
simétricas y asimétricas de los grupos —CH, y —CHa. Estos grupos funcionales se localizan
en la cadena alifatica de las proteinas (Rodsamran y Sothornvit, 2018). Las regiones 1600—
1700, 15001550 y 1458 cm™ se atribuyen a la Amida I, Amida Il y Amida I,
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respectivamente. La amida Il se debe a la combinacion de vibraciones de flexion N-H y
vibraciones de estiramiento C—N (Estrada-Fernandez et al., 2018). Mientras tanto, la amida
I11 se debe a la combinacion de vibracion de flexion de N—H y vibracion de estiramiento C—
N con contribuciones menores de vibracién de flexion CO y vibracion de estiramiento CC
(Shevkani et al., 2014). En particular, la intensidad de la Amida | fue mas fuerte que la de
Amida Il y Amida Ill. EI grupo Amida | estd compuesto por la superposicion de varios
elementos estructurales que reflejan vibraciones de C-O (70-85 %) (Estrada-Fernandez et
al., 2018; Navarro-Lisboa et al., 2017), y es cominmente utilizado para estimar la estructura
secundaria. De hecho, la estructura secundaria esta compuesta por unidades repetitivas (por
ejemplo, a-hélice y lamina B). Las propiedades funcionales de las proteinas estan fuertemente
correlacionadas con su estructura secundaria, lo que afecta propiedades como la solubilidad

y la gelificacion (Biswal et al, 2019; Palaniappan y Jakobsson, 2017; Wang et al., 2017).

La Figura 10b ilustra la deconvolucién de la banda Amida | mediante funciones gaussianas.
Cuatro funciones bastaron para describir con precision los datos experimentales. El pico en
aproximadamente 1682-1680 cm™ se atribuye a giros B, el pico en aproximadamente 1655-
1650 cm™ a a-hélice, el pico en 1630-1625" a 1amina B (Navarro-Lisboa et al., 2017) y el
pico a 1610-1600 cm™ a las estructuras de cadena lateral (Achouri et al., 2012), que tienden
a estar presentes en proteinas vegetales y se han relacionado con un aumento en la absorcion
de aceite (Lin y Zayas, 1987).

La variacién de la estructura secundaria con respecto al pH se resume en la Tabla 3. Las
conformaciones preponderantes fueron lamina B y a-hélice, pero su proporcion relativa
cambid con el pH. Un aumento en la estructura lamina B se acompafié de una disminucién
en las a-hélice. Las estructuras lamina  mostraron un maximo en el rango de pH de 5.0 a
7.0, y en este rango de pH las a-hélice exhibieron un minimo. Por otro lado, las a-hélice
presentaron un maximo en el rango de pH de 9.0 a 11.0, mientras que la estructura lamina 3
mostré valores mas bajos. Aceituno-Medina et al. (2013) afirmaron que las disminuciones
en las laminas B en A. hypochondriacus eran consistentes con una disposicién menos

estructurada de las cadenas de proteinas.
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la Amida I.
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Tabla 3.- Estructura secundaria y propiedades funcionales de aislado de proteina de

huauzontle a diferentes valores de pH.

Estructura pH

secundaria (%o) 2.0 3.6 5.0 7.0 9.0 11.0
Cadenas laterales 6.6+0.1° 7.9+0.1° 69+01® 59+0.1¢ 41+019 42=+0.1¢
Lamina B 437+04° 428+05° 44305 459+05% 37.6+0.3° 37.6+0.3°
a-hélice 36.3+0.3° 35.2+04° 31.8+0.3% 30.1+04° 408+04° 46.8+0.3?
Giros f 134+0.1% 141+0.2% 16.7+0.2° 18.1+0.1* 184+0.2* 174+0.2%
Propiedades

funcionales

Solubilidad (%) 453+0.8° 26.3+0.4° 36.4+0.8% 37.1+15° 58.2+0.6° 953+0.9%
Gelificacion A A A O O X

X: No se formd gel; A: Agregacion; O: Se formo gel
abedpiferencias significativas en filas (P < 0.05).

7.6 Digestibilidad in vitro

La calidad nutricional de una proteina dependera de su composicion de aminoacidos y de la
biodisponibilidad de estos. Por esta razén, la digestibilidad es un pardmetro de suma
importancia para determinar su calidad (Sa et al., 2020). El método multienzimatico es un
sistema que consta de tripsina, quimotripsina y peptidasa. Después de 10 min de digestion se
monitorean, a través de la medicion del pH, los iones H* liberados por enlaces peptidicos
rotos y la generacion de grupos carboxilo libres (Tavano et al., 2016). EIl pH de la solucion
de proteina esta altamente correlacionado con la digestibilidad in vivo de las ratas. Este
método es altamente utilizado en la actualidad debido a sus ventajas como son su rapidez,
practicidad, bajos costos comparado con métodos in vivo y su alto factor de correlacion con
estos (Hsu et al., 1977).

La digestibilidad in vitro es un método util para evaluar la calidad nutricional de las proteinas.
Cuando los enlaces peptidicos se hidrolizan, liberan iones de hidrégeno provocando una

disminucion del pH, una disminucion rapida es indicativa de una mejor digestion (Aderinola
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et al., 2020). Los resultados de este trabajo revelaron que el APH alcanz6 valores de
digestibilidad de 83.0 + 0.2 %. Se informaron resultados similares para otros pseudocereales
como el amaranto con 79.2 £ 5.8 % (Chaparro Rojas et al., 2010) y la quinoa con 78.4 £ 1.1
% (Elsohaimy et al., 2015). Cabe sefialar que la digestibilidad in vitro de las proteinas de
trigo es de aproximadamente 54.9 % (Caprita et al., 2012). Segun Aderinola et al. (2020) una
alta digestion de proteina podria atribuirse al facil acceso de la proteasa a los enlaces

peptidicos favorecidos por el bajo contenido de elementos no proteinicos.

7.7 Solubilidad del aislado de proteina de huauzontle

La solubilidad de las proteinas juega un papel importante en la formacién de geles y espumas
(Bolontrade et al., 2013). Los resultados de la Tabla 3 muestran que la solubilidad del APH
depende en gran medida del pH. Estudios previos han demostrado una correlacion positiva
entre la carga superficial y la solubilidad de una proteina (Karaca et al., 2011). Como era de
esperar, el APH mostré la menor solubilidad en el punto isoeléctrico (pH = 3.6) donde se
reducen las fuerzas electrostaticas repulsivas y se favorece la interaccion hidrofébica entre
proteinas (Wang et al., 2017). La solubilidad aument6 a ambos lados de este pH, ya que la
proteina presenta cargas positivas o0 negativas que favorecen la repulsion electrostatica
(Shevkani et al., 2014). A pH 2.0, la solubilidad del APH se vio favorecida y fue de 45.3 +
0.8, debido a la presencia de grupos NHs* (ver subseccion 3.2). Ademas, la menor presencia
de estructura a-heélice (36.3 + 0.8 %) se ha relacionado con una estructura mas flexible (Zhu
et al., 2020). La solubilidad maxima del APH se registré a pH 11 (95.3 £ 0.9 %). Esto es
consistente con los resultados de FTIR, donde la disminucion de las estructuras de la lamina
B con el aumento de los valores de pH se ha asociado con una disposicién menos estructurada
de las cadenas de proteinas (Aceituno-Medina et al., 2013). Cabe mencionar que el perfil de
solubilidad del APH fue similar al de la proteina nativa de la quinoa a pH 1-10 que tuvo la
méaxima solubilidad a pH 10 (75.2 %) (Elsohaimy et al., 2015) y al de la proteina nativa de
amaranto que presentd una solubilidad méaxima a pH extremos de 2 y 8 (Ventureira et al.,
2012). Ldpez et al. (2019) afirmaron que las proteinas de quinoa, amaranto y chia tuvieron
mayor solubilidad cuando se dispersaron en pH alcalino, atribuido a que los grupos carboxilo

se ionizan, lo que favorece las interacciones proteina-disolvente (Dakhili et al., 2019).
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7.8 Tension superficial agua-aire

El comportamiento de adsorcién de las proteinas es de suma importancia en el area de la
tecnologia de alimentos, puesto que, una réapida difusién y despliegue se asocia con
propiedades funcionales mejoradas (Lin et al., 1995). La capacidad de las proteinas para
reducir la tension superficial las vuelve especialmente valiosas como agentes espumantes
(Ruan et al., 2020, Martinez-Velasco et al., 2018). Como puede observarse en la Figura 11,
el valor de tension superficial de todas las muestras disminuyd gradualmente a medida que
aumentaba el tiempo, lo que se debid principalmente a la adsorcién de la proteina en la
interfase. Durante los primeros minutos se tuvo una fuerte disminucion de la tension
interfacial para todas las concentraciones de proteinas estudiadas, lo cual implica que el
suministro de moléculas de proteina a la interfase por difusion fue lo suficientemente alto

como para formar una monocapa después de unos minutos (Cuevas-Bernardino et al., 2016).
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Figura 11.- Evolucién de la tension interfacial a través del tiempo para la adsorcion de

diferentes concentraciones de APH en un sistema agua-aire.

En la Figura 11 pueden observarse dos regiones, la primera marcada por una drastica

disminucion de la tension interfacial debida a la difusion y adsorcion de las moléculas de
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proteina en la interfase, seguida de una lenta disminucion en la segunda region, la cual se
atribuye a la reorganizacion conformacional de las moléculas de proteina adsorbidas en la
interfase (Martinez-Velasco et al., 2018). Por su parte, la cinética mas rapida se relaciond
con la mayor concentracion de proteina, ya que la velocidad de difusion es directamente
proporcional a la concentracion de esta, resultados similares fueron observados por Felix et
al. (2021) en concentrado de proteina de algas Porphyra dioica y por Makri y Doxastakis
(2007) en proteina de Phaseolus vulgaris y Phaseolus coccineus. La concentracion del agente
emulsificante o espumante cumple una funcion fundamental para estabilizar la interfase, ya
que concentraciones bajas del mismo tendran una difusién lenta y por ende la tension
superficial de equilibrio sera relativamente alta, lo cual implica la formacion de una pelicula
interfacial delgada e inadecuada para la estabilizacion del sistema (Joshi et al., 2012). Por su
parte, cuando la concentracion es demasiado elevada, el suministro de moléculas por difusion
es suficientemente alto y las moléculas que llegan a la interfase compiten por los sitios
interfaciales provocando que la adsorcion no sea eficiente debido al reducido espacio para
desplegarse (Cuevas-Bernardino et al., 2016). Aunado a esto, se ha demostrado que la tension
superficial de una proteina esta inversamente relacionada con su hidrofobicidad (Xiao et al.,
2020). En este sentido, el alto contenido de estructura lamina B podria haber favorecido la
alta reduccion de la tensidn en la interfase aire-agua en presencia de APH, debido al caracter

hidrofobico de esta estructura.

A partir de las mediciones de la dinamica de adsorcidén pueden estimarse los parametros
cinéticos. En este sentido, los valores de la presion superficial (7) representan la diferencia
entre la tension superficial medida sin la adicion del agente superficial (Ks) y aquella
registrada una vez que se ha incorporado la molécula de interés (Kapx), €s decir, m = Ks-Kap.
La raiz cuadrada de la dependencia de la presion superficial () con respecto al tiempo en la
interfase aire-agua fue graficada para determinar el coeficiente de difusion de APH (Kauitr)
(Figura 12). El valor de la ® aument6 progresivamente con el tiempo de adsorcion y fue
dependiente de la concentracion estudiada. EI cambio de pendiente de las curvas de la Figura
12 indicé que la adsorcién controlada por la difusion ocurrid en los primeros 96 s. Los valores
de Kauitr fueron dependientes de la concentracion estudiada, indicando que la difusion de la

proteina esta controlada principalmente por el gradiente de concentracion (Tang et al., 2015).
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Figura 12.- Dependencia de la presion superficial contra la raiz cuadrada del tiempo para el
aislado de proteina de huauzontle en la interfase agua-aire

Los perfiles de las curvas de presion superficial-tiempo indicaron que la cinética de adsorcion
del APH involucra varios mecanismos que pueden incluir: (i) difusion de la proteina del seno
a la interfase, (ii) adsorcion en la interfase y desdoblamiento interfacial, (iii) reacomodo de
las moléculas en la interfase y formacion de una multicapa (Cuevas-Bernardino et al., 2016).
Para monitorear los mecanismos que tienen lugar después del breve periodo controlado por
difusion se utilizé la siguiente ecuacion fenomenologica de primer orden propuesta por
Graham & Phillips (1979):

Tlg, — Tl
ImNV—"0=—k Q

T8 — TT# (

Donde 7+, m- y mo son las presiones superficiales al final del proceso de adsorcion, a
cualquier tiempo y al tiempo inicial, respectivamente, mientras que k; es la constante de

velocidad de primer orden. Esta ecuacion usualmente se compone de dos 0 mas pendientes,
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la primer pendiente indica la constante de penetracion de primer orden (Kp), mientras que la
siguiente indica la constante de reacomodo molecular para las proteinas adsorbidas (KRr)
(Martinez-Velasco et al., 2018). El ajuste de los datos experimentales para obtener Kpy Kr
se realiz6 a intervalos de tiempo basados en la regresion lineal, teniendo en cuenta que estos
intervalos no fueron afectados por Kgitr. En la Figura 13 pueden observarse las dos pendientes

lineales producidas.
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Figura 13.- Constantes de penetracion (Kp) y reacomodo (Kr) para el aislado de proteina

de huauzontle a diferentes concentraciones.

El grafico de In[(ms0 - mo)/(m1s00 - mo)] frente al tiempo para APH a diferentes
concentraciones mostro perfiles similares para todas las muestras (Figura 13). Los valores de
Kr y Kr fueron dependientes de la concentracion estudiada (Tabla 4), estos resultados

concuerdan con lo reportado por Tang et al., 2015 para albumina de suero bovino.
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Tabla 4.- Pardmetros dindmicos de adsorcién de APH a diferentes concentraciones en la

interfase agua-aire.

Concentracion K Ko x10° Ke.x 10°
(%) (mMN/m-s®®) (s%) (s7)
0.1 0.081 +£ 0.008 1.02 £0.015 4.64 +0.104
0.5 0.153+0.018 1.17 £ 0.038 6.41£0.029
1 0.185 +£0.027 1.28 £ 0.001 6.94 £ 0.102
3 0.198 £ 0.031 1.59£0.048 9.43 + 0.600

Los datos son los promedios * desviaciones estandar.

7.9 Formacion y estabilidad de espuma

La capacidad de formacion de espuma de las proteinas estd asociada a su capacidad para
formar dispersiones liquido/aire, mientras que la estabilidad de la espuma esta relacionada
con la capacidad de la espuma para mantener su estructura durante un periodo de tiempo
determinado (Yu et al., 2017; Bolontrade et al., 2013). Con el tiempo, las burbujas aumentan
de tamafio debido a desestabilizaciones como la desproporcién y la fusion. Con el aumento
del liquido drenado, las burbujas se comprimen y comienzan a acumularse en forma
poliédrica (Xu et al., 2020). En este trabajo s6lo informamos la capacidad de formacion de
espuma del APH a pH 7.0 (Tabla 5), ya que la solubilidad en soluciones ligeramente &cidas
o alcalinas, asi como neutras, es importante para aplicaciones industriales (Yu et al., 2017).
La capacidad de formacion de espuma del APH a un pH de 7.0 aumento exponencialmente
a medida que aumento la concentracion de proteina. Ademas, no se evidencid liquido drenado
inmediatamente después de la formacion de la espuma, independientemente de la
concentracion de APH (0.1, 0.5, 1y 3 g/ 100 g) utilizada. Todas las espumas formadas a pH
7.0 estuvieron constituidas por burbujas de aire pequefias y esféricas.

Las burbujas permanecieron esféricas incluso a los 60 min, y sélo unas pocas desarrollaron
una forma poliédrica a una concentracion de proteina del 0.1 % (Figura 14). El tamafio de las
burbujas disminuy6 a medida que aumentd la concentracion de proteina (2.8 £ 0.6 um, 1.4 +
0.5 um, 1.0 £ 0.4 um, 0.8 = 0.2 pm), indicativo de que se logré una mayor estabilidad de la
espuma (Martinez-Velasco et al., 2018). Timilsena et al. (2016) encontraron resultados
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similares para espumas hechas con aislado de proteina de semilla de chia, donde una mayor
concentracion de proteina fortalecid la pelicula interfacial y, en consecuencia, aumenté la
estabilidad de la espuma. La capacidad espumante del APH a una concentracion del 3 % (FC:
206 £ 2.8 %) fue comparable a la informada para las espumas elaboradas con amaranto (94-
250 %) a pH neutro (Shevkani et al., 2014) y con albumina de huevo (205 %)

tradicionalmente considerada como el agente espumante por excelencia (Arzeni et al., 2012).

La estabilidad de la formacion de espuma esta relacionada con la formacion de interfases
fuertes, un efecto estrechamente relacionado con la cinética de adsorcion de proteinas en la
interfase aire-agua (Tang et al., 2012). La cinética de adsorcion del APH (Figura 11) dependia
de la concentracion. Cuanto mayor sea la concentracion de APH, mas rapida fue la
disminucion inicial de la tension superficial y menor fue el valor de tension superficial
logrado después de un periodo de tiempo. Despueés de 1 h de envejecimiento, la estabilidad
de la espuma fue del 100 % cuando se usé una concentracion de 3 g/100 mL de APH, 97.7
% para 1 g/100 mL de APH, 92.6 % para 0.5 g/100 mL de APH y 91.3 % para 0.1 g/100 mL
de APH. Estos resultados son acordes con la proporcion relativamente alta de estructuras a-
hélice (30.1 %) y giros 3 (18.1 %) que se encuentran a pH 7.0, las cuales son estructuras muy
flexibles en forma de "bucle™, que son capaces de desplegarse rapidamente en la interfase y,
por lo tanto, otorgan una alta estabilidad a la espuma (Jiang et al., 2015). La capacidad de
formacion de espuma obtenida a pH 7.0 fue mayor que la presentada por proteina de quinoa
al 3 %, reportada por Elsohaimy et al. (2015). Las espumas de larga duracion que
normalmente son estables mas de 50 min son muy utilizadas en productos aireados, como
panes, galletas, helados y mousses, ya que mantienen el aspecto deseado de los alimentos
(Xu et al., 2020). La albumina de la clara de huevo (1.5 g/mL), que se considera un
estabilizador de espuma de referencia, produce espumas con una vida media de 17 min (Yi
et al., 2013). Estos resultados demuestran que el APH podria utilizarse en la formulacién de

productos de reposteria y panaderia.
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Tabla 5.- Capacidad espumante y estabilidad de la espuma del aislado de proteina de

huauzontle.
Concentracion Estabilidad (%0) a diferentes tiempos (min)
de proteina
(%) FC (%) 0 0.5 5 10 40 60
0.1 34+0.14 100+0.1%% 100+ 0.1A% 100 + 0.1”% 96.5 + 0.3893.9 + 1.8°¢91.3 + 0.8

0.5 44.8 +4.28 100+ 0.17% 100+ 0.1 99.3 + 1.0"@ 96.3 + 0.9893.4 + 0.8°¢92.6 + 1.9¢
1 94 +2.8° 100+0.1%% 100+ 0.1 100 + 0.1%% 100 + 0.14297.7 + 0.2B97.7 + 0.28b

3 206 +2.8° 100+ 0.1 100 +0.1%% 100 +0.1%* 100 + 0.17% 100 + 0.1%* 100 + 0.14

Los valores son medias + DE por triplicado (P <0.05).
ABCDDjferencias significativas en columnas (P <0.05).
abedDiferencias significativas en filas (P<0.05).
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Figura 14.- Morfologia de las burbujas de aire estabilizadas con APH a diferentes

concentraciones ((a,b) 0.1, (c,d) 0.5, (e,f) 1y (g,h) 3 g/100 mL)). Espumas al tiempo 0 min
de preparacion (a, c, e, g) y después de 60 min (b, d, f, h). Magnificacion 40 x.
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7.10 Capacidad de retencion de agua y aceite

La OBC es una propiedad que determina la funcionalidad de una proteina y se define como
la capacidad de unir lipidos a través de cadenas laterales no polares de las proteinas, y se
atribuye principalmente a la hidrofobicidad de las proteinas (Lépez et al., 2019). El valor de
OBC para el APH fue 1.6 £ 0.1 g/garH, menor que los reportados (3.6-6.4 g/g) para diferentes
cultivares de proteina de amaranto (Shevkani et al., 2014) y similar al reportado para proteina
de trigo 1.7 g/g (Ahmedna et al., 1999). Por tanto, podria utilizarse en la formulacién de
productos de panaderia y productos a base de harina molida.

Por otro lado, la WHC es un pardmetro muy importante, ya que esta relacionado con la
calidad y rentabilidad de una proteina. La WHC esta relacionada con la pureza y las
caracteristicas conformacionales de una proteina, por lo que es un parametro importante para
la industria alimentaria. Por ejemplo, se ha informado que la WHC previene la pérdida de
humedad, mejora la frescura en los productos de panaderia y aumenta el rendimiento de
embutidos y productos congelados (L6pez et al., 2019). La WHC del APH fue de 3.3 + 0.2
g/gapH @ pH 7.0. Se reportd un valor de WHC a pH 7 de 3.9 £ 0.1 g/g para quinoa (Elsohaimy
et al., 2015) y 3.3 + 0.1 g/g para amaranto (Shevkani et al., 2014). Se encontr6 que la WHC
para aislado de proteina de trigo fue de 4.5 £ 0.2 g/g (Ashraf et al., 2012), una proteina de
amplias aplicaciones en el sector alimentario. Se ha propuesto previamente un valor de la
WHC de 1.49-4.72 g/g para aplicaciones en alimentos viscosos, por lo que el APH
probablemente se pueda usar en la formulacion de sopas y aderezos (Tontul et al., 2018).
Chen et. (2019) determinaron que un bajo contenido de estructura a-hélice, promueve la
hidratacion y se relaciona con valores altos de la WHC. Este podria ser el caso del APH,

donde el contenido de a-hélice més bajo se produjo a pH 7.0.
7.11 Propiedades gelificantes
7.11.1 Inspeccion visual

La inspeccion visual de las dispersiones del APH a una concentracion del 15 % y diferentes
valores de pH, después de ser sometidas a un proceso de calentamiento-enfriamiento, arrojo

los resultados que se muestran en la Tabla 3. EI pH tuvo un efecto notable en la formacion y
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estabilidad de los geles, que se manifestd en transiciones microestructurales progresivas
(Figura 15). A pH 11, el aspecto visual de la dispersion del APH era el de una solucion
translGcida homogénea, donde las interacciones entre segmentos de proteina y moléculas de
disolvente eran favorables. No hubo formacion de gel. Lo anterior, probablemente debido a
la elevada solubilidad de las moléculas del APH (> 80 %), lo que redujo las interacciones
proteina-proteina, que dificultaron la formacion de redes estables (Gao et al., 2018). Se
formaron geles opacos, estables y auto-sostenibles a valores de pH de 9 y 7. En este intervalo
de pH, es probable que se haya establecido un equilibrio entre las interacciones proteina-
proteina y proteina-disolvente que conducen a la formacién de zonas de unién. Makinen et
al. (2016) encontraron que la proteina de quinoa formaba geles fuertes a un pH de 8.5,
mientras que Mishyna et al. (2019) encontraron que las proteinas de cria de abejas formaban
geles fuertes a pH 7.0 y 9.0. En ambos casos, la resistencia del gel estuvo mediada por la

formacion intensiva de enlaces disulfuro a pH alcalino.

Figura 15.- Geles formados a partir de dispersiones de aislado de proteina de huauzontle
(15 g/100 mL) a diferentes valores de pH.

Avanza et al. (2005) informaron que los geles fuertes estan vinculados a una fraccion
relativamente alta de estructuras de lamina (3 en la proteina de amaranto, en las que los
puentes de hidrégeno intermoleculares entre las estructuras de lamina 3 actuaban como nodos
para la formacion de redes de proteinas fuertes. Este fue el caso para las observaciones a pH
7.0, donde el APH mostré el mayor contenido de estructuras de lamina p (Tabla 3). A medida
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que el pH se redujo a condiciones cada vez mas acidas, las interacciones proteina-proteina
predominarony se hicieron mas fuertes. A pH 5 se formo una estructura de particulas gruesas,
y cuando se alcanzé el punto isoeléctrico (pH = 3.6) del APH, se produjo una separacién de
fases, donde se observé un precipitado de particulas y un sobrenadante de proteina soluble.
A medida que el pH descendid hacia un valor de 2, se produjo el restablecimiento de una
agregacion de particulas gruesas. La reduccion del pH de 7 a 2 produjo la desnaturalizacion
de proteinas, lo cual promovio la formacion de interacciones, asi como una estructura de red,
siendo las interacciones méas fuertes en el punto isoeléctrico. La formacién de estructuras
particuladas en condiciones &cidas puede explicarse por la teoria de la agregacion fractal, la
cual asume que las particulas esféricas de un tamafio determinado bajo el movimiento
browniano pueden agregarse cuando se encuentran entre si, formando una red de gel
agregada. Esto se ha demostrado en geles de caseina (Lucey y Singh, 1997; Totosaus et al.,
2002).

7.11.2 Reologia de los geles

El estudio de la reologia en geles es de suma importancia puesto que nos permite una mayor
comprension de los cambios estructurales durante su formacion, asi como determinar la
formulacién 6ptima de los mismos (Ramirez-Navas, 2006). El proceso de gelificacion de las
dispersiones de APH se simulé sometiéndolas a una rampa de temperatura (20-90 °C),
mantenida durante 5 min a 90 °C, seguida de enfriamiento hasta la temperatura inicial. Se
controld la respuesta viscoelastica durante el proceso de calentamiento-enfriamiento. Los
resultados de la Figura 16 muestran que los médulos de almacenamiento (G') y de pérdida
(G") disminuyeron a medida que la temperatura aumentaba de 20 a aproximadamente 55 °C,
seguido de un aumento de ambos modulos a medida que la temperatura se elevaba a 90 °C.
La disminucidn inicial en los valores de los modulos podria deberse al debilitamiento de los
puentes de hidrégeno producto del calentamiento. G' fue més alto que G" durante toda la
rampa de calentamiento de temperatura, probablemente debido a los enlaces disulfuro en las
proteinas, que forman fuertes enlaces intercatenarios, lo que lleva a la formacion de una
estructura proteinica terciaria fuerte (Dakhili et al., 2019; Makinen et al., 2015). Durante el
proceso de calentamiento, la proteina se somete a procesos de desnaturalizacion, lo que hace

que las proteinas oligoméricas se disocien en monomeros que se vuelven a agregar y se
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estabilizan mediante interacciones hidrofébicas (Carbonaro et al., 2015). La disminucién
inicial de los valores de G’ y G”” puede deberse a esta desnaturalizacion, pero el aumento
posterior observado en los modulos viscoelasticos probablemente se deba a la agregacion de
proteinas debido a interacciones hidr6fobas y enlaces disulfuro entre residuos de cisteina.

Como consecuencia, la elasticidad de la red de proteinas mejord notablemente (Kim et al.,
2016).
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Figura 16. Modulos de almacenamiento (G”) (simbolos llenos) y pérdida (G’”) (simbolos
vacios) como funcion de la temperatura para dispersiones de aislado de proteina de
huauzontle (15 g/100 mL, pH 7.0 y 9.0). Las flechas indican las direcciones de

calentamiento y enfriamiento.

El comportamiento de G’ y G’ en la direccion de enfriamiento experimentd un fuerte

aumento, indicativo de un endurecimiento del gel y aumento de la elasticidad. Al enfriarse,
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los agregados de proteina-proteina formados se asocian mas a través de puentes de hidrdégeno
y la red de gel se vuelve més fuerte (Kim et al., 2016). Arogundade et al. (2012) informaron
que las dispersiones de proteina de camote (10 g/100 mL) precipitadas isoeléctricamente y
sometidas a una rampa de temperatura de calentamiento-enfriamiento (25-95-25 °C)
exhibieron consistentemente valores de G' mayores que G" sobre el rango de temperatura

completo.

Las pruebas de barrido de deformacién para geles a pH 7 y 9 se muestran en la Figura 17. El
comportamiento reol6gico fue lineal para deformaciones relativamente pequefias. En esta
region, G > G’ reveld que los geles presentaron un comportamiento preponderantemente
elastico (Tan et al., 2014). A medida que aumento el valor de la deformacion, los mddulos
G’ y G”’ disminuyeron, lo que sugiere la ruptura de las interacciones proteinas-proteina
(Eleya y Gunasekaran, 2004). Se produjo un cruce entre G’ y G’ a aproximadamente un 60
% de deformacion a pH 9, pero no a pH 7. El cruce a pH 9 indico la transicion de una
estructura de gel a un material liquido (G’ < G’”). Este comportamiento parece estar asociado
al porcentaje de estructura relativa entre lamina 3 y a-hélice. A pH 7, la proporcion de
estructura lamina B fue de 45.9 % y de a-hélice 30.1 %, mientras que a pH 9, la estructura
lamina B representd el 37.7 % y a-hélice el 40.8 %. Nuestros resultados estan de acuerdo con
las observaciones de Su et al. (2015), quienes atribuyeron la formacion de geles mas elasticos

a la presencia de estructuras a-hélice y geles mas duros a la estructura lamina .
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8.-CONCLUSIONES

El APH tuvo un mayor contenido de proteina y mayor digestibilidad in vitro que los
reportados para quinoa y amaranto. Por su parte, la mayoria de los aminoécidos esenciales,
exceptuando a la valina, estan presentes en la proteina de huauzontle en niveles superiores a
los requerimientos de consumo humano diario recomendados por la Organizacién de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, la Universidad de las Naciones
Unidas y la Organizacion Mundial de la Salud (FAO/WHO/UNU, 1985). Las principales
bandas de polipéptidos se encontraron a 20, 28 y 50 kDa. Todos estos indicadores sefialan el

excelente valor nutricional de este pseudocereal.

Por su parte, las propiedades funcionales y el porcentaje relativo de estructuras secundarias
presentes en el aislado de proteina de huauzontle se modificaron en funcion del pH. Se
formaron geles autosostenibles a valores de pH de 7.0 y 9.0, pero a valores inferiores de pH
(2.0, 3.6 y 5.0) se formaron agregados de particulas muy similares a la cuajada de leche. La
capacidad de formacion de espuma aument6 a medida que incrementd la concentracion de
proteina y se encontrd que la estabilidad de la espuma fue del 91.3 % a una concentracion de
proteina del 0.1 % y del 100 % a una concentracion del 3 %, lo cual pudo verse favorecido
por la presencia de la estructura lamina § a pH 7.0 y por la alta proporcion de aminoacidos
hidrofobos presentes en el APH. Estos resultados indican que la proteina de huauzontle puede
considerarse un ingrediente alimentario novedoso y versatil para su uso en el desarrollo de

una variedad de alimentos funcionales.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

7eywords: The physicochemical and functional properties of huauzontle protein isolates (HPI) were investigated. HPI had
Huauzontle protein high contents of most essential amino acids excepting valine, and a protein digestibility of 83.01 0.2%. SDS-
Pseudocereal

PAGE showed that the main protein bands were located between 20 and 50 KDa. FTIR pinpointed that the
Amide I secondary structure was composed by repetitive units (e.g., a-helix and p-sheet), whose relative pro-
portion varied with pH. Foaming capacity (FC) and foaming stability (FS) were higher as HPI concentration
increased. FC was 206 ! 2.8% and FS was 100% after 1 h of aging using 3% HPI at pH 7.0. Self-supporting
homogeneous gels were formed at pH 7.0 and 9.0, but not at other pH values. The storage modulus (G’) pre-
dominated over the loss modulus (G’’) over a heating-cooling temperature ramp (20-90-20 °C), with both moduli

tending to increasing upon heating, and with gel hardening occurring during cooling. G’ and G’ decreased
sharply at moderate and high strain%, with a crossover of both moduli taking place at lower strain% (~60%) at

pH 9.0. This behavior might be attributed to the relative percentage of protein secondary structures which
changed with pH. This study clearly establishes HPI as a potential and novel functional ingredient for the food
industry, which besides possesses a high nutritional quality.

Secondary protein structures
Foaming properties
Gelling properties

1. Introdugtion

The recent two decades have witnessed the interest of consumers for
proteins of vegetal origin as an alternative for animal-based sources.
Biocompatibility, relatively low costs and climatic sustainability are
motivations behind the growing interest on vegetal proteins (Lopez,
Galante, Robson, Boeris, & Spelzini, 2018a). In fact, vegetable proteins
are renewable and biodegradable with interesting functional and/or
physicochemical properties (Nesterenko, Alric, Silvestre, & Durrieu,
2013). It has been shown that vegetable proteins are suitable for
multilayer emulsion stabilization (Burgos-Diaz, Wandersleben,
Marqués, & Rubilar, 2016) and gel formation (Moreno-Santander, Garci;
a-Zapateiro, & Ortega-Toro, 2020). Besides, vegetable proteins can be
combined with other edible polymers to improve the quality and
nutritional value of food products (Lin et al., 2017). On the other hand,
vegetable proteins exhibit good gelling ability, with important appli-
cations to food products (Batista, Portugal, Sousa, Crespo, & Raymundo,
2005).

Legumes and cereals are the most exploited sources of vegetal

* Corresponding author.

proteins. Soy protein is widely used material for the production of
supplemental foods and for the fabrication of edible biopolymer com-
posites (Song, Tang, Wang, & Wang, 2011). Green pea, chickpea and
lentil proteins are also important sources of vegetable proteins (Boye
et al., 2010; Roy, Boye, & Simpson, 2010). Rice bran protein is a
promising protein source with good biological values and digestibility
(Han, Chee, & Cho, 2015). Recently, some pseudocereals have emerged
as important sources of vegetable proteins. Given their relatively high
content of proteins, pseudocereals, like quinoa, chia and amaranth
(Lopez et al., 2018b; (Lopez, Galante, Robson, Boeris, & Spelzini,
2018a)), have been tagged as super-foods, prompting a viable alterna-
tive to animal-based food products. For instance, it has been found that
amaranth seed protein hydrolyzates have antihypertensive (Fritz, Vec-
chi, Rinaldi, & Arnon, 2011) and antioxidant (Delgado, Tironi, & Aron,
2011) activities. Amaranth protein isolates have been used for the pro-
duction of ultrathin structures through electrospinning (Aceituno-Me-
dina, Lopez-Rubio, Mendoza, & Lagaron, 2013), as these proteins
present salient physicochemical properties (Shevkani, Singh, Rana, &
Kaur, 2014). Proteins from chia seeds are highly bioavailable and have a
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high content of essential amino acids (Timilsena, Adhikari, Barrow, &
Adhikari, 2016). Amaranth proteins also exhibit important emulsifying
properties for the preparation of emulsions in food products (Suarez &
Arnién, 2018).

Chenopodium nuttalliae Saff., known by the common name of huau-
zontle, is an edible plant species native to Mexico. The common name is
derived from the Nahuatl huautli “amaranth” and tzontli “hair’. This
pseudocereal has been traditionally consumed in Mexico since pre-
Hispanic times (Kistler & Shapiro, 2011). Huauzontle, just as quinoa,
belongs to the Chenopodiaceae family, and both are gluten free so they
can be consumed by people with celiac disease, and have a nutrient-rich
composition (Pereira et al., 2019). Huauzontle has a relatively high
protein content (approx. 17%), as well as antioxidants and starch
(Barron-Tanez, Villanueva-Verduzco, Garcia-Mateos, & Colinas-Ledn,
2009). Besides, huauzontle seeds represent a useful potential ingredient
for consumer health, as they are a good source of phenolic compounds
with high antioxidant activity (Chaires-Martinez, Vargas, del Angel,
Bermudez, & Avalos, 2013; Lazo-Vélez, Guajardo-Flores, Mata-Ramirez,
Gutiérrez-Uribe, & Serna-Saldivar, 2016). The physicochemical and
functional properties of starch from huauzontle have been also charac-
terized (Assad-Bustillos, Ramirez-Gilly, Tecante, & Chaires-Martinez,
2014).

Proteins from diverse pseudocereals have been studied in some detail
(Avanza, Puppo, & Arbn, 2005; Janssen et al., 2017; Tironi & Andn,
2010), but not those from huauzontle. Thus, the aim of this study was to
obtain protein isolate from huauzontle seeds and to evaluate their
chemical composition, in vitro digestibility, molecular weight profile,
secondary structure, amino acid profile, solubility, zeta potential vari-
ation with pH, foaming capacity and stability, water-holding and oil-
binding capacity, gelling capacity and rheological properties of the
gels. It is hoped that knowledge is gained regarding the potential func-
tional properties of huauzontle protein isolate, in order to promote their
usage in the food industry as a novel food ingredient.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Huauzontle (Chenopodium nuttalliae Saff.) seeds were obtained from
a local producer from the community of Tepoztlan (18° 59° 7%° N, 99° 5°
59% W, elevation above sea level of 1706 m), State of Morelos, Mexico.
Hydrochloric acid, sodium hydroxide and ethanol were analytical grade
and purchased from J.T. Baker (Xalostoc, State of Mexico, Mexico).
Electrophoresis reagents were obtained from Bio-Rad® (Bio-Rad Labo-
ratories, Inc. Hercules, CA, USA). Enzymes for protein digestibility assay
were from Sigma-Aldrich Mexico (Toluca, State of Mexico, Mexico).
Reagents for HPLC and for protein derivatization were from Waters
Corp. (Milford, MA, USA). Soybean oil (Nutrioli, Ragasa Industrias S.A.
de C.V., Monterrey, State of Nuevo Leon, Mexico) was obtained at a local
supermarket in Mexico City. Deionized water (DW) was used in all the
experiments.

2.2. Proximate analysis of huausontle seed flour (HSF)

Huauzontle seed flour (HSF) was obtained by grinding the huau-
zontle seeds in a food processor (Nutribullet™, NB-101B, Hong King
Ltd., Guandong, China) and sieved in a No. 80 mesh screen (Manufac-
turers of Industrial and Commercial Supplies, St. Louis, MI, USA). HSF
moisture, ash, crude fiber, total protein (N«6.25) and total lipids were
determined as described in AOAC (2000). The total nitrogen free extract
(NFE), consisting of carbohydrates, sugars, starches, etc., was calculated
by the difference {100 - (%protgin %lipidp %fiber Poash)}. Sub-
sequently, the soluble protein was determined by the Lowry method
modified by Peterson (1977) using BSA as a standard (0.1-0.01 mg/mL).
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2.3. Preparation of huausontle protein isolates (HPI)

The HSF was degreased with hexane in a soxhlet apparatus for 3 h,
and afterwards allowed to dry at room temperature. HSF sample (100 g)
was dispersed in DW (10 g/100 mL), and the pH was adjusted to 9 with
1 N NaOH. The dispersion was stirred for 1 h at room temperature (22 ¢
2 °C) and subsequently centrifuged at 9200vg at 10 °C for 10 min
(Centrifuge 5810 R, Eppendorf, AG, Hamburg, Germany). The super-
natant was collected and the pH was adjusted to 3.6 (HPI isoelectric
point) using 3 N HCI. The precipitated protein was isolated by centri-
fugation at 9200y g for 10 min at 4 °C and washed thrice with DW at
1:10 ratio for 10 min. Finally, the samples were dried at 35 °C for 24 h in
an air-circulating oven (Riossa Digital HCF-62, Mexico City, Mexico).
The dried isolate was ground manually and stored in a sealed container

at refrigeration temperature (4 $ 1 °C) until its use.
2.4. Zeta potential ((-potential) of HPI dispersions

The !-potential of the HPI (0.05 g/100 g) dispersions was determined
with a Zetasizer Nano ZS90 coupled to the autotitrator MTP-2 (Malvern
Instruments Ltd., Malvern, Worcestershire, UK) at pH values ranging
between 2.0 and 6.0 at 25 °C. The pH of the solutions was adjusted to the
desired value by the addition of either 0.1 N NaOH or 0.1 N HCI. The
I-potential was determined by measuring the direction and velocity of
the dispersion molecules as they moved along the applied electric field.
The equipment software converted the electrophoretic mobility mea-
surements into !-potential values using the Smoluchowski mathematical
model.

2.5. In vitro digestibility of HPI

In vitro protein digestibility was carried out by the multienzymes
method of Elsohaimy, Refaay, and Zaytoun (2015). HPI sample (63.8
mg) was added to 10 mL of DW and the pH was adjusted to 8.0 with 1 N
NaOH. One mL of enzyme aqueous solution (1.58 mg of trypsin Type IX,
3.65 mg of a-chymotrypsin type II and 0.45 mg of aminopeptidase I) was
added to the protein sample and digestion was allowed to proceed for 10
min at 37 °C. After addition of 1 mL (1.48 mg) of bacterial protease type
XIV solution, the digestion was continued for 9 min at 55 °C. The pH
value was registered after a further 1 min and used to estimate the in
vitro protein digestibility according the following equation:

Y V4 234:84 — 22:56X (1)

Here, Y is the in vitro digestibility of protein (%), and X is the pH of the
suspension after 20 min digestion.

2.6. Molecular weight profile

Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) of HPI was performed following the method of Laemmli (1970).
Protein isolates samples were mixed in a 3:2 (v/v) ratio with buffer
solution: 200 g/L SDS, 25 mL/L glycerol concentrate, 10 mL/L p-mer-
captoethanol, 0.20 g/L bromophenol blue and 1 L of DW. The gel system
consisted of 2.1 g/L SDS, 200 g/L acrylamide resolving gel (pH 8.8) and
50 g/L acrylamide stacking gel (pH 6.8). The total gel thickness was
0.75 mm, with 10 cm of resolving gel and 2 cm of stacking gel. Protein
bands were stained by gel immersion in Coomassie brilliant blue in a
solution of 400 mL of methanol, 70 mL of acetic acid and 530 mL of DW.
Broad-range protein molecular weight standards were used.

2.7. Amino acid profile

The amino acid profile of HPI was determined following the pro-
cedure described by Mota et al. (2016), with modifications. HPI (30 mg)
samples were put into proper quartz digestion vials, added with 1 mL of
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6 N HCI containing phenol 1% v/v, and 200 pL of p-Norvaline (25 mM,
as internal standard). The sealed tubes were put into a MW 650 closed
vessel microwave digestion system (Aurora Biomed, Vancouver, BC,
Canada). The oven was purged with nitrogen and a vacuum pump. The
oven was heated to 160 °C, maintained at this temperature for 10 min,
and cooled down to room temperature. The complete hydrolyzed ex-
tracts were neutralized with 1 mL 6 N NaOH, and filled up to a total
volume of 10 mL with DW. The hydrolyzates were filtered with filter
paper (Whatman No. 40). Sample (10 pL) was put into a chromato-
graphic vial, added with 20 pL of reconstituted 6-aminoquinolyl-N-hy-
droxysuccinimidyl carbamate (AQC) reagent and 80 pL of dilution

buffer. The reaction mix was heated to 60 °C for 10 min and vortexed.
An Acquity UHPLC system (Waters Corp., Milford, MA, USA) coupled to
a photodiode array detector (wavelength set at 260 nm) was used for

chromatographic determination. A BEH C18 column (130 &, 1.7 tm,
100 mm x 2.1 mm), a flow rate of 0.7 mL/min, a temperature of 60 °C,
injection volume of 1 pL were used. The mobile phase consisted of
AccQTag ultra eluent T (95% in DW) and AccQTag ultra eluent Z. The
gradient conditions were: 0-0.54 min, 99.9% T-0.1% Z; 5.74 min, 90.9%
T-9.1% Z; 7.74 min, 78.8% T-21.2% Z; 8.04 min, 40.4% T-59.6% Z;
8.70-10 min, 99.9% T-0.1% Z. A calibration curve was prepared from
the stock solution of each amino acid diluted to appropriate concen-
trations. p-norvaline (45.5 pmol) was used as internal standard. Deriv-
atized amino acids were quantified and identified by comparison to the
retention times and area ratios of standard amino acids mixtures with
the internal standard. Results are given in g/100 g of HPIL.

2.8. Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR)

The infrared spectra were recorded with a FTIR spectrophotometer
(Frontier, PerkinEImer, Mexico City, Mexico), equipped with universal
attenuated total reflectance accessory. Dried sample (10 mg) of HPI at
different pH (2.0, 3.6 (isoelectric point), 5.0, 7.0, 0.9.0, 11.0) was
brought into contact with the diamond crystal using a geometry
adjustment of 60 units of force gauge, and the absorbance at wave-
lengths from 4000 cm ! to 400 cm ™! with a resolution of 40 cm™* was
measured. Fourier self-deconvolution (FSD) was performed and then the
peaks were fitted in the Amide I region (1700-1600 cm—) band using
the equipment software. Gaussian peaks could be assigned to their
corresponding structure based on their center and the integral of each
peak was divided by the sum of all determined peaks to identify the % of
each secondary structure.

2.9. Protein solubility

The solubility of protein isolate samples was carried out by method
of Tu, Zeng, Qin, He, and Chen (2017). Aqueous solutions (1 g/100 mL)
of the protein samples were prepared in 0.01 M phosphate buffer at pH
(2.0, 3.6 (isoelectric point), 5.0, 7.0, 0.9.0, 11.0). The protein disper-
sions were stirred at ambient temperature for 60 min, centrifuged
(4400+g, 20 min) and filtered into tubes of 15 mL. The protein contents
of the supernatants were determined according to Lowry method
modified by Petterson (1977). The supernatants absorbance at 750 nm
was measured with a Genesys 10S UV-VIS spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Protein solubility was expressed
as the percentage of protein remaining in solution.

2.10. HPI adsorption at the air-water interface

HPI aqueous solutions were prepared at different concentrations
(0.1, 0.5, 1.0 and 3.0 g/L) and at pH 7.0;0.1. The dynamic surface
adsorption of protein molecules was determined by monitoring the
evolution of surface tension drop with time at the air-water interface at
25 °C, using an optical contact angle meter, OCA-20, with oscillating
drop accessory ODG-20 (Dataphysics Instruments GmbH, Filderstadt,
Germany) (Martinez-Velasco et al., 2018).
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2.11. Foaming capacity and stability

Twenty mL of HPI dispersions (0.1, 0.5, 1 and 3 g/L) at pH (7.0 g
0.1) were whipped at high speed (10,000 rpm, 1 min) with an Ultra-
Turrax® homogenizer (T50 basic IKA Works, Inc., Wilmington, USA) in
order to incorporate the air, and transferred to a 50 mL cylinder. The
total volume was measured at 0, 0.5, 5, 10, 40 and 60 min after whip-
ping. Foaming capacity was expressed as the foam expansion achieved
immediately after whipping (t 14 0 min), while foam stability was
expressed as foam expansion at 60 min after whipping. Foam expansion
was calculated according to the following equation:

' ..

B
Foam expansiond%b ¥ A — B *100 )

where Ajyolume after whipping (mL) at different time and B volume
before whipping.

2.12. Water-holding and oil-binding capacities

The water holding capacity (WHC) of samples was determined as
described by Gong et al. (2016) with slight modifications. HPI sample
(~1.0 g, Wo) at pH 7.0 $ 0.1 was placed in a centrifugal tube and was
weighed together with the centrifuge tube (W1). Then, 10 mL distilled
water was added to the HPI sample and was stirred for 1 h at room
temperature. The mixture they were allowed to stand at room temper-
ature for 30 min and then centrifuged at 3000yg for 20 min. The su-
pernatant was decanted and the centrifuge tube containing the sediment
was weighed (Wz). The WHC (g of water/g of protein) was calculated
according to the following equation:

W, — W,

0

For oil binding capacity (OBC), the sample of HPI (~1.0 g, Wo) at pH
7.0 $ 0.1 was placed in a centrifugal tube and was weighed together
with the tube (W1). Then, 5 mL soybean oil was added to the HPI sample
and was mixed for 5 min using a vortex mixer. The HPI-oil samples were
allowed to stand for 30 min at ambient temperature, and then centri-
fuged at 3000,g for 20 min. The supernatant of soybean oil was dec-
anted and the centrifuge tube containing the sediment was weighed
(W2). The OBC (gram of oil per gram of protein) was calculated ac-
cording to the following equation:

W, — W
W

0

WHC % (3)

OBS 1 4)

2.13. Gel formation and rheological properties of protein solutions

Gel formation was achieved by heating HPI dispersions (15 g/100
mL) at pH 2.0, 3.6, 5.0, 7.0, 9.0, and 11.0 in a water bath to 90 § °C,
held at this temperature for 20 min, and then let to cool down to room
temperature. Gel formation was determined through visual observation.
If the dispersions did not move upon turning the tube, it was considered
that a gel was formed.

For the rheological properties, HPI solutions (15 g/100 mL, pH 7.0
and 9.0) were loaded into the plate-plate geometry (25 mm diameter) of
a Physica MCR 301 rheometer (Anton Paar, Messtechnik, Stuttgart,
Germany). To avoid evaporation, the edge of the geometry was covered
with a thin layer of paraffin. In order to mimic the gelation process, the
HPI solutions were subjected to: (i) A temperature ramp from 20 to 90 °C
at a heating rate of 3 °C/min, kept at 90 °C for 5 min, and cooled to 20 °C
at a rate of 5 °C/min, applying a strain amplitude of 1% at a frequency of
0.1 Hz, and (ii) A strain sweep (0.01-100%) at a constant frequency of
0.1 Hz, when the sample had been cooled down to 20 °C and was in the
gel state. The storage (G') and loss (G") moduli values were monitored
with the equipment software.
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Table 1
Proximate analysis of huauzontle seed flour.

Constituents % Dry weight basis
~Ash 5.77T0.2
Crude protein (N X 6.25) 204 ' 0.3
Crude fat
10.0 1 0.1
Eareshhrstes (NFE) 3.610.1
60.4!10.1

Values are presented as mean ! SD of triplicates (P < 0.05).
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rig. 1. !-potential of huauzontle protein isolates as function of pH.
2.14. Statistical analysis

All experiments were done in triplicate from 3 independent experi-
ments using a randomized experimental design and values were
expressed as mean values 1 SD. Data were subjected to simple classifi-
cation analysis of variance and in pertinent cases to Tukey’s mean
comparison analysis. Significance was established at p < 0.05. Data
analysis was performed with the statistical package SAS version 9.4 (SAS
Institute Inc., NC, USA).

3. Resutts and disgussion
3.1. Proximal analysis of huausontle seed flour

Table 1 presents the results of proximal analysis of HSF. This study
presented significantly higher values for protein, carbohydrates, ash and
ether extract than what was reported by Barron-Tanez et al. (2009).
Differences in chemical composition may be due to the environmental
conditions of growth of the crop such as temperature, humidity, location
of the crop and soil conditions (da Silva et al., 2017). On the other hand,
the protein content (20.4 10.3%) was higher than that reported for
other pseudocereals, like Chenopodium quinoa with 14.0% (Elsohaimy
et al., 2015), Amaranthus cruentus with 14.9% (Bejarano-Lujan & Netto,
2010) and Amaranthus sp. with 12.5% (Chaparro Rojas, Pismag Portilla,
Elizalde Correa, Vivas Quila, & Erazo Caicedo, 2010).

3.2. (-potential

The variation of the !-potential of HPI with the pH is shown in Fig. 1.

The isoelectric point was located at pH43.6. The !-potential changed
from p12.0 ¥ 1.0 mV at pH 14 2.0 to about —18.0 1 0.3 mV at pH 146.0.

The ionization of carboxylic groups (-COOH) to give carboxylates
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Tab1e 2

Amino acid composition of huauzontle protein isolate (g/100 g de protein).
Essential Content Consumer Amaranth* Quinoa**
aminoacids (g/100 g) recommendation

FAO/WHO/UNU"

—Histidine® 591T0% 16 18103 2105

Leucine® 395! 1.9 6.410.6 25104
PN 1
Isoleucine g8'63 13 3§'85 98'03
W&Rfonine® b 62104 19 1704 o04}o7
cystineb
Phenylalanine®® 12.31 1.9 5.810.4 2.710.3
b tyrosine 0.6

Threonine® 8.810.3 0.9 4.210.3 5.715.9
Valine® 1.81'0.1 1.8 3.610.5 1.0!0.6
Non-essentia1l amino agids
Alanine® 15103 0.3 4.310.4 2.210.3
Glycine® 7.6104 0.2 11.4!'0.8 3.0!0.5
Proline? 3.910.2 0.6 - 1.810.3
Serine” 3.910.5 0.5 10.7!'0.9 1.7!'0.3
Tyrosine”® 49101 05 2.310.2 1.210.3
Glutamic® 56103 1.8 18.110.5 8.8!1.4
Aspartic® 44106 0.9 129!0.8 3.7!'0.8
Arginine 9.710.6 0.5 8.511.1 3.0!0.8

*Pastor et al., 2007
**Escuredo, Martin, Moncada, Fischer, & Hierro (2014).
X Adulsrequirement according to FAO/WHO/UNU (1985).
@ Hydrophobic amino acids: Gly, Ala, Val, Leu, Pro, Met, Phe, Ile.
b Hydrophilic amino acids: Ser, Thr, Cys, Tyr.
¢ Acid amino acids: Glu, Asp.
4 Basic amino acids: Lys, Arg, His.
€ Aromatic amino acids: Tyr, Phe.
f Branched chain amino acid: Ile, Leu, Val.

(-COQ") are in general responsible of negative !-potential values. On the
other hand, protonation of amino groups (-NHz) to give ammonium

groups (-NHE’) are behind positive potential values. Amino acids such as
Asp and Glu contributed to the negative charges since their carboxyl
group was ionized at a pH higher than pI (pKy43.65 and 4.3, respec-
tively). Meanwhile, amino acids such as His, Lys and Arg, contributed to
positive charges as their amino group was ionized at acidic pH (Nelson,
Lehninger, & Cox, 2008). In general, the !-potential reflects the degree
of electrostatic stability of colloidal particles, a property having direct
influence on the functional properties of proteins (Lopez et al., 2018b).
Shevkani et al. (2014) reported that the !-potential values for different
A. hypochondriacus protein cultivars varied from —_40.6 to —_43.7 mV in
the in the pH range from 6.5 to 7.0 and 0.5 mg protein/mL. Nav- arro-
Lisboa et al. (2017) found that ultrafiltration of quinoa proteins
(Chenopodium quinoa Willd.) extracts at different pH affected (7.0 and
9.5) protein concentration, and reported that the !-potential values
ranged from —14.2 at pH 7.0 to —26.1 mV at pH 9.5.

3.3. Amino acids profile

HPI had high contents of most essential amino acids, excepting
valine (Table 2). The values are superior to those recommended by Food
and Agriculture Organization of the United States/World Health Orga-
nization/United Nations University (FAO/WHO/UNU, 1985) for daily
human consumption and those reported for other pseudocereals such as
amaranth and quinoa (Table 2). The functional properties of a given
protein are determined by its biochemical composition of amino acids.
Hydrophilic amino acids are commonly grouped enlarged structures,
while hydrophobic amino acids tend to form globular forms (Wang, Wu,
& Liu, 2017). HPI had a large fraction of hydrophobic amino acids (45.8
g/100 g) as compared with the content of hydrophilic amino acids (19.4
g/100 g), which might prove advantageous for applications where sur-
face active properties are desirable. On the other hand, HPI had 24.3
g/100 g of basic amino acids and 10 g/100 g of acid amino acids. Other
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rig. 2. SDS-PAGE of huauzontle seed flour (HSF) and huauzontle protein iso-
lates (HPI). The two lanes for HSF and HPI represent the repetitions.

pseudocereals such as amaranth and quinoa contain 23.7 and 18.8
g/100 g and 19.1 and 24.1 g/100 g of basic and acid amino acids,
respectively (Lopez et al., 2018a).

3.4. SDS-PAGE

The SDS-PAGE profiles of huauzontle seed flour (HSF) and protein
isolates (HPI) are shown in Fig. 2. All the protein bands detected at 50 k
Da or lower. It is noted that the PAGE bands were more intense for HPI
than for HSF, which is indicative of the effectiveness of the extraction
process. The greatest relative band intensity occurred at approximately
20 kDa, followed by 28 kDa and 50 kDa. Suarez and Afion (2018) re-
ported that for A. hypochondriacus the band between 20 and 22 kDa was
due to globuline P. Bejarano-Lujan and Netto (2010) found that the
bands below 30 kDa in A. cruentus were due to albumin-1. Elsohaimy
et al. (2015) attributed that the band around 55 kDa for Chenopodium
quinoa was due to globulin, while those around 31-33 kDa were owed to
globulin 11S (chenopodin), the major class of protein in quinoa
(Valcarcel-Tamani & Lannes, 2012). The protein content of HPI was 0.9
1 0.1 g/g, determined by Lowry’s method. The exceptional nutritional
value of pseudocereals (high protein content, amino acid profile with a
good balance of essential amino acids) has been attributed to the in-
fluence of different environmental stresses and to the effect of the ag-
roecological context on the nutritional properties (Reguera et al., 2018).

3.5. FTIR

FTIR analysis provides valuable insights on the secondary structure
of proteins (Rodsamran & Sothornvit, 2018). The FTIR spectrum
depended on the pH of the sample (Fig. 3a). The wide band at
3300-3100 cm~ ' is linked to stretchings of -NH. On the other hand, the
band at 2860-2930 cm™' is ascribed to Amide B, and reflects symmetric
and asymmetric vibrations of the groups -CH2 and -CHzs. These func-
tional groups are located in the aliphatic chain of the proteins (Rod-
samran & Sothornvit, 2018). The regions 1600-1700, 1500-1550, and
1458 cm ™! are attributed to Amide |, Amide Il and Amide Il groups,
respectively. Amide Il is due to combination of N-H bending vibrations
and C-N stretching vibrations (Estrada-Fernandez et al., 2018). Mean-
while, the amide Ill is due to combination of N-H bending vibration and
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C-N stretching vibration with minor contributions from CO in plane
bending and CC stretching vibration (Shevkani et al., 2014). In partic-

ular, the intensity of the Amide | group was stronger than that for Amide
Il and Amide Ill. The Amide | group is composed by the superposition of
several structural elements reflecting vibrations of C—0O (70-85%)
(Estrada-Fernandez et al., 2018; Navarro-Lisboa et al., 2017), and is
commonly used to estimate the secondary structure. Indeed, the sec-
ondary structure is composed by repetitive units (e.g., a-helix and p-
sheet). The functional properties of proteins are strongly correlated to
their secondary structure, affecting strongly properties like solubility
and gelling (Biswal, Samal, Tripathy, & Misra, 2019; Palaniappan &
Jakobsson, 2017; Wang et al., 2017).

Fig. 3 b illustrates the deconvolution of the Amide | band by means of
Gaussian functions. Four functions sufficed to describe accurately the
experimental data. The peak at about 1682-1680 cm~is attributed to
p-turns, the peak at about 1655-1650 cm ™" to a-helix, the peak at 1630-
1625 cm ™ to p-sheets (Navarro-Lisboa et al., 2017) and the peak at
1610-1600 cm ™" to side-chain structures (Achouri, Nail, & Boye, 2012),
which tend to be present in vegetable proteins and have been related to
an increase in oil absorption (Lin & Zayas, 1987). The variation of the
secondary structure with respect to the pH is summarized in Table 3. The
preponderant conformations were p-sheets and a-helix, but their relative
proportion changed with pH. An increase in p-sheets was accompanied
by a decrease in a-helices. The p-sheets showed a maximum in the pH
range from 5.0 to 7.0, and at this pH range the a-helices exhibited a
minimum. On the other hand, the a-helices presented a maximum in the
pH range from 9.0 to 11.0, while the p-sheets showed lowest values.
Aceituno-Medina et al. (2013) stated that decreases in p-sheets in
A. hypochondriacus were consistent with a less structured arrangement of
the protein chains.

3.6. Invitro protein digestibility

In vitro digestibility is a useful approach for assessing the nutritional
quality of proteins. When the peptide bonds hydrolyze, they release
hydrogen ions causing a decrease in pH, a rapid decrease is indicative of
a better digestion (Aderinola et al., 2020). The results in this work
revealed that HPI achieved digestibility values of 83.0 1 0.2%. Similar
results were reported for other pseudocereals like amaranth with 79.2y
5.8% (Chaparro Rojas et al., 2010) and quinoa with 78.4 1 1.1%
(Elsohaimy et al., 2015). It should be noted that the in vitro digestibility
of wheat proteins is about 54.9% (Caprita , Caprita, Cretescu, & Nicu,
2012). According to Aderinola et al. (2020) a high protein digestion
could be attributed to the easy access of the protease to the peptide
bonds favored by the low content of non-protein elements.

3.7. HPI solubility

Protein solubility plays an important role in the formation and some
functional properties of gels and foams (Bolontrade, Scilingo, & Afion,
2013). The results in Table 3 show that the solubility of HPI depended
strongly on pH. Previous studies have shown a positive correlation be-
tween the surface charge and the solubility of a protein (Karaca, Low, &
Nickerson, 2011). As expected, HPI showed the lowest solubility at the
isoelectric point (pH 13.6) where repulsive electrostatic forces are
reduced and the hydrophobic interaction between proteins is favored
(Wang et al., 2017). The solubility increased on either side of this pH,
since the protein presents positive or negative charges favoring elec-
trostatic repulsion (Shevkani et al., 2014). At pH 2.0, the HPI solubility
was favored and was of 45.3 1 0.8, due to the presence of NH? groups
(see subsection 3.2). Furthermore, the lower presence of a-heliX struc-
ture (36.3 @.8%) has been related to more flexible structure (Zhu et al.,
2020). The maximum solubility of HPI was recorded at pH 11 (95.3 1
0.9%). This is consistent with the FTIR results, where the decrease of
p-sheet structures with increasing pH values been associated with a less
structured arrangement of the protein chains (Aceituno-Medina et al.,
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rig. 3. (a) FTIR spectra for huauzontle protein isolates at different pH values. (b) lllustration of the Gaussian deconvolution of the FTIR signal in the Amide | region.

Tab1e 3
Secondary structure and functional properties of the huauzontle protein isolates
at different pH values.

Tab1e 4
Huauzontle protein isolates foaming capacity and stability.

pH Protein FC FS (%) at different times (min)
2.0 36 5.0 7.0 9.0 11.0 concentration (%)
Secondary structure (%) (%) 0 0.5 5 10 40 60
Side chains 6.6 1 791 6.9 1 591 4.1y 4.2
0.1° 0.12 0.12P 0.1¢ 0.19 0.19 0.1 341 100 100 100 96.5 93.9 91.3
p-sheet 437y 42.8 1 443 1 459 1 37.6 1 37.6 1 0.1 ! ! ! ! 1 1
0.4° 0.5 0.5° 0.5° 0.3° 0.3° 0.1%  01% 1A 03B  18C 8L
a-helix 3631 3521 3181 3011 4081 4681 0.5 448 100 100 993 963 934 926
03°¢ 04° 0.3 04° 0.4 0.3° ! Aa Aa Aa Bb ce ce
B
p-turn 134 1 14.1 1 16.7 1 18.1 1 18.4 1 17.4 4 4.2 0.1 0.1 1.0 0.9 0.8 1.9
0.1¢ 02¢ 0.2° 01° 02° 0.2% 1 941 100 100 100 100 7.7 §77
rungtional property 2.8 Aa Aa Aa Aa Bb Bb
Solubility 453 1 263 1 36.4 1 37.1 1 58.2 1 95.3 1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.2 0.2
(%) 0.8° 0.4° 0.8¢ 1.5¢ 0.6° 0.9° 3 206 100 100 100 100 100 100
ifi i 1 1 1 1 1 1 1
Gelification A A A ° ° X 280  01sA  04As  0daA  0.4As  0.dsA  0.1sA

X: Gel was not formed; A: Aggregation; O: Gel was formed.

Values are presented as mean ! SD of triplicates (P < 0.05).
ABCDgijgnificat differences in column (P < 0.05).
abedgignificant differences in rows (P < 0.05).
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rig. 4. Morphology of air bubbles made with HPI at different concentrations ((a) 0.1, (c) 0.5, (e) 1 and (g) 3 g/100 mL)) immediately after formation (0 min) and
after 60 min (b, d, f, h) at same concentration, respectively.
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2013). It should be mentioned that the solubility profile of HPI was
similar to that of quinoa native protein at pH 1-10 which had maximum
solubility at pH 10 (75.2%) (Elsohaimy et al., 2015) and to that of
amaranth native protein which had maximum solubility at pH extremes
of 2 and 8 (Ventureira et al., 2012). Lopez, Galante, Raimundo, Spelzini,
and Boeris (2019) stated that quinoa, amaranth and chia proteins had
higher solubility when dispersed in alkaline pH. At alkaline pH the
carboXxyl groups are ionized, favoring protein-solvent interactions
(Dakhili, Abdolalizadeh, Hosseini, Shojaee-Aliabadi, & Mirmoghtadaie,
2019).

3.8. Foam formation and stability

The foaming capacity of proteins is associated to their ability to form
liquid/air dispersions, while foam stability is related to the ability of the
foam to maintain its structure for a given period of time (Tu et al., 2017;
Bolontrade et al., 2013). Over time, bubbles grow in size due to de-
stabilizations such as disproportion and fusion. With the increase of the
drained liquid, the bubbles compress and begin to gather in polyhedral
form (Xu et al., 2020). In this work we only reported the foaming ca-
pacity of HPI at pH 7.0 (Table 4), as solubility in faintly acidic or
alkalescent solutions as well as neutral ones is important for industrial
applications (Tu et al., 2017). The foaming capacity of HPI at a pH of 7.0
increased exponentially as the protein concentration increased.
Furthermore, no draining liquid was evident immediately after foam
formation, independently of HPI concentration (0.1, 0.5, 1 and 3 g/100
g) used. All the foams formed at pH 7.0 were made up by small and
spherical air bubbles. Moreover, the bubbles remained spherical even at
60 min, with only a few developing a polyhedral shape at a protein
concentration of 0.1% (Fig. 4). The size of the bubbles decreased as
protein concentration increased (2.8 ! 0.6 ym, 1.4 1 0.5ym, 1.0 1 0.4
im, 0.8 10.2m), indicative that a higher foam stability was achieved
(Martinez-Velasco et al., 2018). Timilsena et al. (2016) found similar
results for foams made with chia seed protein isolates, where higher
protein concentration strengthened the interfacial film and conse-
quently the foam stability increased. The foaming capacity of HPIl was
comparable to that reported for foams made with amaranth (94-250%)
at a neutral pH (Shevkani et al., 2014) and with egg albumin (205%)
traditionally considered as the foaming agent by excellence (Arzeni,
Pérez, & Pilosof, 2012). The foaming stability is related to the formation
of strong interfaces, an effect closely linked with the protein adsorption
kinetics at the air-water interface (Tang et al., 2012). The HPI adsorption
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7.0

rig. 5. Gels formed from huauzontle protein isolates dispersions (15 g/100 mL) at different pH values.

9.0

kinetics (data not shown) were concentration dependent. The higher
HPI concentration, the more rapid was the initial decrease in the surface
tension and the lower the surface tension value achieved after a period
of time. After 1 h aging, foam stability was 100% when using 3 g/100 mL
HPI, 97.7% for 1 g/100 mL HPI, 92.6% for 0.5 g/100 mL HPI and 91.3%
for 0.1 g/100 mL HPI. These results are in agreement with the relatively
high proportion of ¢-helix (30.1%) and p-turns (18.1%) structures found
at pH 7.0, which are highly flexible “loop-like” structures that are
capable of rapidly deploying in the interface, and thus endow a high
stability to the foam (Jiang et al., 2015). The foaming capacity at pH 7.0
for quinoa protein at 3% was lower than that found in this work (Elso-
haimy et al., 2015). Long-lasting foams that normally last more than 50
min are highly used in aerated products, such as breads, biscuits, ice
cream and mousses, since they maintain the desired appearance of food
(Xu et al., 2020). Albumin from chicken egg white (1.5 g/mL) which is
considered a reference foam stabilizer, produces foams with a half life-
time of 17 min (Ti et al., 2013).

3.9. Water holding and oil binding capacities

The WHC is a very important parameter since it is related to the
quality and profitability of a protein. WHC is related to the purity and
conformational characteristics of a protein, so it is an important
parameter for the food industry. For example, it has been reported that
WHC prevents moisture loss and enhances freshness in bakery products,
and increases sausages and frozen products yields (Lopez et al., 2019).
The water holding capacity of HPI was 3.310.2 g/g at pH 7.0. WHC at
pH 7 was reported as 3.9 0.1 g/g for quinoa (Elsohaimy et al., 2015)
and 3.3 0.1 g/g for amaranth (Shevkani et al., 2014). WHC for wheat
protein isolates was found to be 4.510.2 g/g (Ashraf, Saeed, Sayeed, &
Ali, 2012), a protein that is highly used in the manufacturing of food
products. WHC of 1.49-4.72 g/g has been previously proposed for
viscous food applications, so that HPI can be probably used in the
formulation of viscous foods such as soups and dressings (Tontul, Kasi-
moglu, Asik, Atbakan, & Topuz, 2018). Chen et al. (2019) determined
that a lower content of «-heliX structure promotes hydration and is
related with high WHC values. This could be the case of HPI, where the
lowest o -helix content occurred at pH 7.0. On the other hand, OBC is a
property that determines the functionality of a protein and is defined as
the ability to bind lipids through non-polar side chains of proteins and is
mainly attributed to the hydrophobicity of proteins (Lopez et al., 2019).

The OBC of HPl was 1.6 ! 0.1 g/g, lower than the 3.6-6.4 g/g reported
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for different cultivars of amaranth protein (Shevkani et al., 2014) and
similar to that reported for wheat protein 1.7 g/g (Ahmedna, Prinya-
wiwatkul, & Rao, 1999). Therefore, it could be used in the formulation
of bakery and ground meal products.

3.10. Gelling

3.10.1. Visual inspection

The visual inspection of 15% HPI dispersions at different pH values,
after being subjected to a heating-cooling process led to the results
shown in Table 3. The pH had a strong effect on the formation and
stability of the gels, which was manifested in progressive microstruc-
tural transitions (Fig. 5). At pH141 the visual aspect of the HPI
dispersion was that of a homogeneous translucent solution, where pro-
tein segments-solvent molecules interactions were favorable. There was
no gel formation. This was probably due to the high HPI molecules
solubility (>80%), which reduced protein-protein interactions,
hampering the formation of stable networks (Gao et al., 2018). Stable,
self-supporting opaque gels were formed at pH values of 9.0 and 7.0. At
this pH interval, it is likely that a balance between protein-protein and
protein-solvent interactions was established leading to the formation of
junction zones. M€gkinen, Zannini, Koehler, and Arendt (2016) found
that quinoa protein formed strong gels at pH of 8.5, while Mishyna,
Martinez, Chen, Davidovich-Pinhas, and Benjamin (2019) found that
honey bee brood proteins formed strong gels at pH 7.0 and 9.0. In both
cases, gel strength was mediated by intensive formation of disulfide
bonds at alkaline pH. Avanza et al. (2005) reported that strong gels were
linked to a relatively high fraction of p-sheet structures in amaranth
protein where the intermolecular hydrogen bonds between p-sheet
structures acted as nodes for the formation of strong protein networks.
This was certainly the case for pH 7.0, where HPI showed the highest
content of p-sheet structures (Table 3). As pH was lowered to increas-
ingly acid conditions, the protein-protein interactions predominated,
and became stronger. At pH/5 a coarse particulate structure was
formed, and as pH reached the isoelectric point (pHs;3.6) of HPI, a
phase separation occurred, where a particulate precipitate and a soluble

protein supernatant was observed. As pH decreased towards a value of
2.0, the reestablishment of a coarse particulate aggregation occurred.
The pH lowering from 7.0 to 2.0 produced enough protein denaturation
to cause interactions and the formation of a network structure, with
interactions being stronger at the isoelectric point. The formation of
particulate structures under acid conditions, can be explained by the
fractal aggregation theory, that assumes that spherical particles of a
given size under Brownian motion can aggregate when they encounter
each other, forming an aggregated the gel network (Lucey & Singh,
1997; Totosaus, Montejano, Salazar, & Guerrero, 2002). This has been
demonstrated in casein gels.

3.10.2. Gels rheology

The gelling process of the HPI dispersions was mimicked by sub-
jecting them to a temperature ramp (20-90 °C), hold for 5 min at 90 °C,
followed by cooling down to the initial temperature. The viscoelastic
response of was monitored over the heating-cooling process. The results
in Fig. 6 show that the storage (G’) and loss (G’’) moduli decreased as
the temperature was increased from 20 to about 55 °C, followed by an
increase of both moduli as temperature was further raised to 90 °C. The
initial decrease in the moduli values could be due to hydrogen bond
weakening occurring upon heating. G’ was higher than G’ over the
whole temperature heating ramp, probably due to the disulfide bonds in
proteins, which form strong intercatenary bonds, leading to the forma-
tion of a strong tertiary protein structure (Dakhili et al., 2019; Mékinen,
Zannini, & Arendt, 2015). During the heating process, the protein is
subjected to denaturing processes, causing oligomeric proteins to
dissociate into monomers which re-aggregate and are stabilized by hy-
drophobic interactions (Carbonaro, Maseeli, & Nucara, 2015). The
initial decrease in G’ and G’ can be due to this denaturation, but the
subsequent increase observed in the viscoelastic moduli, is probably due
to protein aggregation due to hydrophobic interactions and disulfide
bonds between cistein residues. As a consequence, the elasticity of the
protein network was greatly improved (Kim, Varankovich, Stone, &
Nickerson, 2016). The behavior of G’ and G’ in the cooling direction
underwent a sharp increase, indicative of an active gel hardening and
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rig. 7. Storage (G°) (filled symbols) and loss (G%) (empty symbols) moduli as function of the strain for huauzontle protein isolates gels at 15 g/100 mL, pH 7.0

and 9.0.

elasticity increase. Upon cooling, formed protein-protein aggregates,
undergo further association through hydrogen bonding, and the gel
network becomes stronger (Kim et al., 2016). Arogundade, Mu, and
Aridn (2012) reported that isoelectrically precipitated sweet potato
protein dispersions (10 g/100 mL) subjected to heating-cooling tem-
perature ramp (25-95-25 °C) exhibited consistently higher G’ than G”’
over the whole temperature range.

The strain sweep tests for gels at phj; 7.0 and pH149.0 are shown in
Fig. 7. The rheological behavior was linear for relatively small strains. In
this region, G’>G’’ indicating that the gels presented a behavior that
was preponderantly elastic (Tan, Mailer, Blanchard, Agboola, & Day,

2014). As the strain value was increased, G’ and G”’ moduli decreased,
suggesting that protein bonds broke-down (Eleya & Gunasekaran,

2004). A crossover between G’ and G’’ occurred at about 60% strain at
pH 9.0, but not at pH 7.0. The crossover at pH 9.0 indicated the tran-

sition from a gel structure to a liquid like material (G’<G”’). This
behavior seems to be associated to the relative structure % between
p-sheets and a-helices. At pH 7.0, p-sheets were present at 45.9% and
a-helices at 30.1%, while at pH 9.0, p-sheets occurred at 37.7% and
a-helices at 40.8%. Our results are in agreement with the observations of
Su et al. (2015), who attributed more elastic gels to the presence of a-
helix structures, and harder gel to the p-sheet structure.

4, Cong1lusions

Huauzontle had higher protein content and higher in vitro di-
gestibility than that reported for quinoa and amaranth. Most of the
essential amino acids, excepting valine, are present in huauzontle pro-
tein, in levels above recommended daily human consumption re-
quirements indicated by the Food and Agriculture Organization. The
main polypeptide bands were found at 20, 28 and 50 kDa. All of these
indicators pinpoint the very high nutritional value of this pseudocereal.
Huauzontle protein isolates functional properties and the relative per-
centage of secondary protein structures varied with pH. Protein

10

solubility was maximum at pH 11.0 and minimum at the isoelectric
point (pH $6). Self-supporting gels were formed at pH values of 7.0
and 9.0, but at lower pH values (2.0, 3.6, and 5.0), particulate aggre-
gates very similar to milk curds were formed. Foaming capacity
increased as protein concentration increased, and foam stability was
found to be 91.3% at 0.1% protein concentration, and of 100% at a 3%
concentration. These results indicate that huauzontle protein can be
considered a novel and versatile food ingredient for use in the devel-
opment of a variety of functional foods.
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