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RESUMEN

La semilla de amaranto se ha considerado como una fuente proteinica,

que posee un gran potencial de aplicacion en diversos alimentos. En este estudio

‘se obtuvieron diferentes concentrados proteinicos. Se utilizaron métodos que

preservan la estructura nativa de las protefnas, como la disolucién acuosa y
disoluciones diluidas de Na2804 o NaCl; asi como aquellos que modifican la
estructura, como la disolucién en NaOH en un rango de pH de 9 a 11; también se
utiliz6 la modificacién quimica, en este caso succinilacién de las proteinas. Las
mejores condiciones para obtener los concentrados prbteinicos, se establecieron
cuando se solubiliz6 la mayor cantidad de nitrégeno proteinico y la menor
cantidad de nitrégeno no proteinico. Estas condiciones Optimas para la
preparacién de los concentrados proteinicos fueron: disoluciones en NaCl 1M;
Na2S04 0,4M; en agua a pH 7; en NaOH a pH de 10y 11, y acilacién con aﬁhidrido
succinico al 50%. Una vez preparados los diferentes concentrados protefnicos, se
evaluaron las siguientes propiedades funcionales: solubilidad; absorcién de agua
y de aceite; actividad y estabilidad de emulsificacion; capacidad y estabilidad de
esi:umado. Estas propiedades fisicoquimicas se evaluaron en funcién del pH. Se
observé que cada uno de los concentrados proteinicos presentaron propiedades
funcionales caracteristicas. Los concentrados proteinicos obtenidos por
solubilizaci6n en 4lcali, en un rango de pH de 8 a 10 presentaron las mejores
propiedades funcionales; en tanto que el concentrado succinilado, presenté una
mayor actividad emulsionante y mayor capacidad espumante, asi como mejor
solubilidad en un intervalo de pH de 6 a 8, en comparacién al resto de los
concentrados proteinicos. El concentrado obtenido por solubilizacién en agua,

tuvo la mayor capacidad espumante en todo el rango de pH estudiado.

Cordoba salgado, 1905
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Se realizaron estudios de caracterizacion fisicoquimica parcial de las
proteinas de los concentrados, pof los métodos de filtracibn en gel y
electroféresis, Los concentrados obtenidos por solubilizacion en agua 'y
disoluciones de NaCl y Na2S04, presentaron perfiles de elucién en cromatografia
en gel muy similares, en los que se identificaron dos fracciones proteinicas con
peso molecular de 381 kD y 6,71 kD respectivamente. Mientras que las fracciones
1 y Il obtenidas de las proteinas solubilizadas en &lcali y succinilacién resultaron
con pesos moleculares de 466 kD y de 7,61 kD respectivamente. Mientras que las
fracciones 1 y Il obtenidas de las proteinas solubilizadas en &lcali y succinilacién
resultaron con pesos moleculares de 466 kD y de 7.61 kD respectivamente. Por
otra parte, la elucibn de las proteinas de los diferentes concentrados en
intercambio i6nico, éstas lo hicieron a bajas fuerzas i6nicas entre 0.1-0.4 M de
NaCl, revelando su débil naturaleza eléctrica.

La posibilidad de una aplicacién de las propiedades funcionales de las
proteinas del amaranto como ingredientes en la formulaci6n de diversos
alimentos se puede inferir por la amplia gama de propiedades funcionales de los
distintos concentrados proteinicos estudiados. La caracterizacion fisicoquimica
parcial de estos concentrados proteinicos pueden servir como el antecedente de

estudios posteriores de la relacion estructura proteinica-funcionalidad.

Cardoba Salgade, 1005
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JUSTIFICACION

A nivel mundial la fuente de proteina para la dietas de los seres humanos,
se satisface principalmente por cereales o por otras fuentes de origen vegetal v.
gr-. el trigo y la papa en Europa, el arroz en Asia y el maiz y frijol en América.
Aunque ha sido preocupacién constante Ia incorporacién de especies vegetales
que son consumidas a nivel local, tales como la Maduca (Madhuca butyraceae),
que se consume en algunas regiones de la India; frijoles saltarines (Psophocarpus
tetragonolobusy, la ocra {Abelmoschus esculentus); (Shanmugasundaram y col.,
1989; Okezie y Bello, 1988; Bryant y col., 1988). También se ha contemplado la
utilizacién de subproductos de la extraccion de aceites a partir de oleaginosas y
otras semillas como el girasol, el algodén, la copra, la soya, el ajonjoli entre
otras, para la obtencién de concentrados y aislados proteinicos (Sosulki, 1988).

Ha sido una preocupaci6n constante, que los diferentes granos utilizados
en la alimentacién mejoren tanto en contenido como en calidad de nutrimentos,
como las proteinas. Entre las estrategias maés utilizadas han sido el manejo
empirico del fitomejoramiento y la manipulacién genética. Por su parte, la
aplicacion de técnicas de DNA recombinante abre las puertas para el
mejoramiento de caracteristicas agronoémicas, asi como de la calidad alimenticia

de los productos vegetales {(Lumen De, 1990).

Cirdoba Salgado, 1005
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E]l amaranto representa un caso especial, dado que no se puede considerar
una especie de reciente incorporacién, ya qhe su consumo data de épocas
prehispédnicas. El consumo de amaranto por los pueblos mesoamericanos estuvo
fuertemente ligado a pricticas religiosas, lo que ocasiond que posterior a la
llegada de los europeos, su cultivo, comercializacion y consumo estuvieran
severamente castigado, lo que provocdé que su cultivo fuera parcialmente
abandonado. Sin embargo, a partir de la década de los 70°s, se han evaluado los
atributos que hacian a este grano gozar de prefereﬁcia entre las culturas
Mesoamericanas.

Cuando se identifica una nueva fuente proteinica de origen vegetal, su
incorporacion como fuente alimenticia contempla la siguiente estrategia: a)
realizar estudios sobre los parimetros fisicoquimicos que influyen en Ia
extraccion de las proteinas; b) analizar la funcionalidad de las proteinas de esa
nueva fuente vegetal, esto podria dar la pauta para evaluar el potencial de
aplicacion en diversos alimentos, y finalmente c) tratar de conocer una posible
estructura de las proteinas, esto es, conocer los factores intrinsecos que

determinan tal funcionalidad.

Cardona Salgado, 1905
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GENERALIDADES

|. DESCRIPCION BOTANICA DE Amaranthus spp.
Amaranthaceae.

Hierbas anuales o perennes, o arbustos con los hojas opuestas alternas, enteras
y sin estipulas. Flores actinomorfas, hermafroditas o unisexuales, pequefias, agrupadas
en espigas, cabezuelas o glomérulos axilares. Perigonio calicoide, formado de 3-5
tepalos libres o soldados, opuestos a los tépalos, anteras dorsiforjas e introrsas, con 1-
2 tecas, que abren longitudinalmente. Ovario sfipero, unilocular, uniovulado, con el
estilo corto y el estigma decapitado o britripartido. Fruto utricular, envuelto en el
perigonio més o menos persistente. Esta familia estd formada de unos 70 géneros y
alrededor de 700 especies.
Amafanthus spp.

Flores unisexuales, protegidas por una brictea y dos bractéolas, perigonio de 5
divisiones erguidas. Estambres 5, libres, con los filamentos delgados y las anteras con
2 tecas. Ovario uniovulado con el estilo muy corto o nulo y el estigma con 3-4 ramas
filiformes. fruto seco, piriforme, indehiscente o dehiscente transversaimente; semillas
lenticulares, brillantes. Hierbas tendidas o erectas, con las hojas alternas y las flores en

cimas reunidas en espigas, panojas o glomérulos axilares o terminales.

Cérdoba Salgaba, 1995
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Amaranthus paniculatus var., leucocarpus saff. "Alegria"

Planta herbacea robusta que mide 1-1,50 m. tallos erectos, estriados, rojizos o
blanco-verdoso. Hojas alternas, largamente pecioladas, con el limbo aovado, de unos 8-
9 cm de largo. Inflorescencias a veces mayor de 40-50 cm.

Se cultiva mucho por la zona de Xochimilco y Mixquic, florece por el mes de

septien;bre (Sanchez, 1979).

[1. PROTEINAS DE LAS SEMILLAS DE CONSUMO HUMANO.

Las proteinas de los granos pueden clasificarse en dos categorias muy amplias
de acuerdo a su funcién en el grano: a) proteinas de reserva, sin actividad catalitica; b)
proteinas con gran actividad enzimatica sobre las reservas de carbohidratos, los
productos de la hidrélisis son indispensables para los procesos de germinacién de la
semilla. Las proteinas de almacenamiento actiian como reserva de material crudo que
puede ser rapida y eficientemente movilizado para ayudar al crecimiento inicial de la
germinacién. (Wright, 1987). Asi mismo, estas proteinas se caracterizan por estar
abundantemente presentes en las semillas en forma de cuerpos proteinicos; no exhibir
una intensa actividad enzimdtica y por tener como funcion, ser fuente de nitrégeno y
carbono durante la germinacién (Utsumi, 1992).

Las principales proteinas de almacenamiento de los cereales son las prolaminas
(solubles en alcohol); en el trigo, la cebada y el centeno se encuentran presentes en 40-

50%, en tanto que las glutelinas comprenden alrededor del 35-40%. Las prolaminas de

Cérdoba Salgado, 1005
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estos cereales se subdividen en gliadinas, jordainés_ y escaloidinas. En el maiz (Zea
mais), sorgo (Sorghum bicolon y mijo (Pennisetum americanumy, las prolaminas se
cuentan 50-60%, en tanto que las glutelinas son 35-40% de las pro_teinas fotales. La
avena y el arroz presentan globulinas y glutelinas respectivamente, como principales
proteinas, aunque también presentan bajas cantidades de prolaminas {Gorinstein y col.
1991).
11I. COMPOSICION DE LAS PROTEINAS DE LA SEMILLA DE AMARANTO.

La composicion de las proteinas de la semilla de Amaranthus spp esta dada por
globulinas y albiminas principalmente. Las glutelinas conforman aproximadamente
30% de los cuerpos proteinicos, en tanto las prolaminas a diferencia de los cereales

(Tabla 1) solo se presentan en pequeiias cantidades (Konishi y col. 1985; Bressani y

Garcia-Vela, 1990; Paredes-Lopez y col. 1988; Barba de la Rosa y col. 1992).

Falila 1. composicion de profeinas e diferentes reveales y semilla de amaranto.

%
QYano alhuminas+olblvinas  prolaminas  olutelivas
maiz © 1) 20
Frigo ' 5 69 16
avena 29-81 1016 s
S0rQo 16 52 32

amaranto 56-62 13 2230
kvessari | gavoia-vela (990 '

Sin embargo, estas proporciones pueden cambiar segin la variedad, p.e. en el

caso del maiz, la variedad 2-opaco obtenida por fitomejoramiento presenta 49 % de

Cérboba Salgade, 1605
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albamina+globulina (dato no mostrado), en tanto que en el amaranto las variaciones

son menores y estin comprendidas segin la especie de Amaranthus que se analice.

1. Composicion de aminoacidos de las diferentes fracciones proteinicas de la semilla de
Amaranthus spp.

El cultivo del amaranto ha sido identificado como un cultivo de gran futuro
debido a los excepcionales valores nutricionales cjue presenta la semilla. Numerosos
reportes (Singhal y Kulkarni, 1985; Sanchez Marroquin y col. 1986; Lorenz y Hwang,
1985; Becker y col. 1989; Prakash y Pal, 1992) indican que lé semilla de amaranto
contiene 13-17% de proteina cruda, asi como una mas recomendable composicion de
aminodcidos esenciales y en particular de lisina, que otros granos (Tabla 2) como el
maiz, que es deficiente en lisina y tript6fano; el arroz en lisina y treonina, el trigo en
lisina (Konishi y col. 1985; Bressani y Garcia-Vela, 1990).

Fabla 2. composicion o aminoacitos esenciales te 3 semila de amaravto Y ofvas

semilias. .
3100 g prof
QYavo trp melr  thre e val ys e pha Ty
v
amavanto - 41 34 36 42 51 81 6.0
Frigo 09 43 33 35 47 31 21 80
AVENA 13 4.7 35 <0 &5 4.0 28 89
=W 0> 30 45 40 4% 6.4 8.4 84
malz 06 32 40 46 51 19 130 106
arroz 10 30 37 45 67 38 82 9l
a0/ who 10 35 40 40 BO - 54 20 60

singial y keulleavrni (988

Cbrboba&a[gabq, 1905
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En forma genérica se puede decir que las proteinas vegetales son deficientes
principalmente en lisina, mientras que las proteinas de legumbres y hojas o follaje son
deficientes en metionina. Esta deficiencia primaria de aminoacidos principalmente de
lisina o metionina, es intensificada en muchos casos por deficiencias secundarias, p.ej.
treonina o tript6fano.

Ciertas proteinas se caracterizan por la presencia de algunos aminodcidos en
exceso, que pueden afectar la utilizaciébn de la proteina. Estos efectos pueden
clasificarse como: a) desbalance de aminoacidos, b) antagonismo de aminoacidos, )
toxicidad de aminoécidos. En el primer caso, se ha demostrado que cuando el gluten
del trigo (que estad pobremente balanceado en aminodcidos) se incluye en la dieta de
ratas, como fuente de lisina, el requerimiento de este aminoécido para un maximo
crecimiento también se incrementd. En el antagonismo de aminodacidos acidos, el
exceso de un aminodcido abate la utilizacién de aminoédcidos estructuralmente
similares, como en el caso del maiz, donde el exceso de leucina, no permite la
utilizacion de isoleucina {Kakade, 1974).

Las distintas fracciones proteinicas de la semilla de Amaranthus spp. presentan
distintos patrones de distribucion de ‘aminoacidos; las albaminas y globulinas
contienen altas proporciones de acido glutémicb y aspartico, asi como de lisina y

valina, en tanto que las glutelinas son ricas en leucina, treonina e histidina (Tabla 3).

Cordoha Salgade, 1905 10
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Fabla 3 composicion de aminoacidos de [Bs fracriones profemicas o @ semlla o

amaranto.
q e 5.8.7100 § rol.
amvoacih  albumna  giokulna  prolamiva  gluFelina

e 32 35 62 5.8
(S +6 84 5.2 105
lys 6.6 %7 %2 46
met 21 34 2% 31
phe 30 45 20 08
fyv 25 24 40 38
Hh 43 32 32 86
val 46 44 27 38
his 15 22 1 42
ala 6. 50 %7 36
arn 75 75 94 2>
asp 2 - 6.2 61
glu 201 200 134 132
aly 131 26 +4 49
Qo 43 59 . 46
Sev 56 58 51 53

barba s la vosa y ool 1992) segquravialo 4 col 1992), soviano santos (1992).

- Cuando se realizé la comparacion de la composicién de aminodcidos de varias

globulinas, provenientes de distintos granos de uso frecuente en alimentos, (Tabla 4)

se encontrd que existia un patrén de distribucién similar para las globulinas de la soya

y el amaranto. Asi mismo, se ha realizado la secuenciacion de aminoacidos para tratar

de encontrar una homologia entre varias globulinas, Ha sido claro que existen un

considerable grado de homologia entre éstas, y que las diferencias encontradas estin

restringidas a un niimero de regiones variables o -inserciones de secuencias, hay al

menos tres de tales regiones, las cuales estin localizadas en el polipéptido o, en

Cordova Salgade, 1005
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contraste con el polipéptido B que se conserva, con sélo un minima cantidad de

variacion presente cerca del carbono terminal de la cadena (Wright, 1987}.

takla 4. composicion de aminoaridos e distintas giclulinas

_ § a8./100g prafeina
amioacine amaranto s0ya cebana
ASX 104 na 92
Fhv _ %) 42 20
Ser 86 66 191
Rl 6.6 188 191
pro &4 62 49
3ly 92 28 75
dla 6.2 6.7 6.0
ous 09 1 1
val 6l 56 6.4
met 12 (14] 09
e £2 46 64
ey - 78 X px
tyv 2> 25 35
ohe 53 39 5.2
hiss 28 18 22
lus 32 41 29
ary 79 59 6.6

kovighi y col 1985

IV. FACTORES QUE AFECTAN LA SOLUBILIDAD DE LAS PROTEINAS.

Las proteinas de reserva de las semillas son predominantes sobre algiin otro
tipo y tienen gran influencia en la composicién de aminoicidos que inciden en la

calidad nutrimental de la misma. Actualmente -se han desarrollado técnicas de

Cérdoba Salgado, 1005 B =
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mutacion que permiten obtener de fuentes vegetales, proteinas de reserva ricas en

lisina.

Al investigar la naturaleza de las proteinas de reserva de origen vegetal p. €j.
para modificar sus proporciones originales en la semilla, no es suficiente la
'informacién que se obtiene de su aislamiento y caracterizacién quimica. También es
necesario el estudio de su funcion en la semilla, para identificar como, cudndo y donde
se sintetizan; para reconocer su destino durante el desarrollo de la semilla,
maduracion y germinacion, para determinar su genética y para definir otros factores
que regulen su abundancia dentro de la semilla (Shewry y Miflin, 1983).

El paso inicial para la caracterizacion quimica de las proteinas comienza en su
aislamiento. Estas tradicionalmente se han aislado y fraccionado por extracciones
secuenciales utilizando diferentes disolventes. E] agua y las soluciones salinas de
fuerza ibnica baja, extraen la fraccion definida como albfiminas, las soluciones salinas
las globulinas, el etanol las prolaminas y los dcidos y alcalis extraen las glutelinas
{Myers, 1988; Shewry y Mifflin, 1983). De acuerdo a la clasificacibn mencionada
anteriormente, las albaminas y globulinas pueden tratarse como un sélo grupo de
proteinas solubles en soluciones salinas {Myers, 1988}. Se han reportado anailisis de
aminoacidos de fracciones de albimina y globulina preparadas por dislisis de la
fraccibn de las semillas soluble en solucidn saiina. separando la globulina por

centrifugacion y la albimina por coagulacién con calor. La razén de realizar este

Cérboba Salgade, 1905 : ‘ 13
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prdcedimiento en lugar de una extraccién secuencial con agua seguida por NaCl, es
porque la presencia de sales en todos los materiales vegetales, hace imposibie la
extraccion acuosa de una fraccién de albamina verdadera. Otros autores han utilizado
las sales divalentes en lugar del NaCl p.ej. extracciones multiples de proteinas en K2504
6 Naz§04, obteniendo extracciones reproducibles (Myers, 1988).

La solubilidad de las proteinas en el agua depende desde el punto de vista
termodinamico, de una disociacion simultanea de las moléculas del disolvente y de las
moléculas de proteinas, previa a una dispersion de estas Gltimas en el disolvente, con
una superficie interfacial de maximo contacto entre las proteinas y el disolvente con el
que reaccionan enlaces hidrégeno, interacciones dipolo-dipolo e iénicas. La solubilidad
depende fundamentalmente del pH, fuerza i6nica, tipo de disolvente y temperatura.
Una proteina con valores de pH superiores o inferiores al punto isoeléctrico, tiene
carga negativa o positiva y las moléculas de agua reaccionan con estas cargas
contribuyendo a su solubilizacién. Ademas, las cadenas proteinicas que Hevan cargas
eléctricas del mismo signo, tienden a repelerse y por tanto a disociarse y desdoblarse.
Este comportamiento se ha utilizado para solubilizar las proteinas de reserva de las
semillas. La solubilidad es mayor con pH alcalinos que a pH &cidos; en efecto, en estas
proteinas €] nmero de residuos cargados negativamente a pH>pl (acido aspértico y
glutamico) es superior al nimero de residuos cargados positivamente pH<pl (lisina,

p.ej.). La solubilidad y extractibilidad (rendimiento de un aislado proteinico} a pH

Cardoba Salgada, 1995 14
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neutro o alcalino pueden mejorarse por aumento de la carga eléctrica neta de las
proteinas. Esto puede realizarse, p. €j., por succinilacién o maleilaciéon de los radicales
lisil, que resultan asi portadores de grupos carboxilicos ionizables. También es posible
hacer reaccionar las proteinas con moléculas anfipolares que posean zonas hidréfobas
e ionizadas diferentes (dodecil sulfato de sodio, p. ej.). En este caso, los residuos
hidréfobos se convierten en asociacién con estos compuestos, en portadores de cargas
negativas {Choi y col. 1982; Cheftel y Lorient, 1989). Compuestos como el 2-
mercaptoetanol y el ditiotreitol a bajas concentraciones, inhibe la formacion de
puentes disulfuro entre prote'inas con grupos sulfhidrilo libres reduciendo la
polimerizacion y la insolubilizacién, asi que una adicion de estos compuestos en los
medios de extraccién incrementa la extraccién de proteinas (Derbyshire y col. 1976).
Los iones de las sales neutras, en un rangoe de 0.5 a 1 M, pueden aumentar la
solubilidad de proteinas (efecto "salting-in"). Los iones reaccionan con las cargas de las
proteinas y rebajan la atraccién electrostitica entre las cargas opuestas de grupos
proximos. Por otro lado la soivatacién. debido a estos iones, permite aumentar la
solvatacion de las proteinas y por lo tanto su solubilidad. Si la concentracion de las
sales neutras es superior a 1 M, la solubilidad de las proteinas decrece y puede
conducir a una precipitacion. Este efecto "salting-out" resulta de la competencia entre
la proteina y los iones salinos por las moléculas de agua necesarias para su solvatacién

respectiva. Con una fuerte concentracion salina, no hay bastantes moléculas de agua

Cirbaba el 15 | 5
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disponibles para la solvatacion de la proteina, porque la mayor parte de agua esti
fuertemente ligada a las sales. En estas condiciones, las interacciones proteina-
proteina resultan mas importantes que las interacciones proteina-agua y esto puede
conducir a una agregacion seguida de la precipitacién de moléculas proteinicas (Voet y
Voet, 1990).

A la fecha la informacién de la influencia de la fuerza i6nica, pH y la
modificacién quimica en la solubilidad de las proteinas del amaranto sigue siendo
escasa (Paredes-Lopez y col. 1988 y Soriano-Santos y col. 1992). Se ha informado que la
solubilidad de las proteinas solubles en NaCl y Naz$04, se incrementa a pH alcalino, .
presentando su méxima solubilidad a pH 11, mientras que las proteinas solubles en
NaC(l (albGéminas y globulinas) presentaron un mayor rendimiento én el rango dé 08a-
1.0 M de la sal.

El procedimiento empleado mas ampliamente en la preparacién de aislados
proteinicos de leguminosas y oleaginosas es por precipitacion isoeléctrica (Paredes-
Lépez y col. 1988), después de una solubilizacion alcalina (pH 8-10) de las proteinas y
remocién de material insolublé por centrifugacion, las proteinas se precipitan por la
adicién de dcido hasta que se alcance el punto isoeléctrico. Otro proceso denominado
"micelizacion” para el aislamiento de proteinas de semillas involucra la precipitacion

de un extracto en sales neutras por dilucién en agua fria. La proteina producida de

Cardoba Salgade, 1005 %)
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esta manera posee una estructura micelar antes de secarse; las interacciones
hidrofobicas pueden jugar un papel en la estabilizacién de los aislados.

Asi también, la extraccién de las proteinas estd influenciada por numerosos
factores, p.ej. tamaiio de particula de la harina, tratamiento previo en la obtenciéﬁ de
las harinas, asi como la edad de almacenamiento de é;ta'. temperatura, pH,
solvatacion, fuerza idnica y relacién con la solucién extractora. Generalmente, agua,
alcali diluido (pH 8), sblucién salina (0.5 M) en una relaci6én 1:10, a temperatura de 25-
30 OC representan las condiciones normales para obtener proteinas no
desnaturalizadas. La inclusién de agentes tioles (2-mercaptoetanol) en la solucién
extractora incrementa el rendimiento de proteina (Kinsella, 1979).

V. PROPIEDADES FUNCIONALES.

Las propiedades funcionales reflejan los atributos fisicos intrinsecos de la
proteina per se, composicion, secuencia de aminodcidos, conformacién, estructura,
(Tabla 5) asi como posibles interacciones con otros componentes de los alimentos
como agua, carbohidratos, iones, otras proteinas, lipidos, compuestos que imparten
sabores, olores, etc, asi como también variables que conforman su entorno
fisicoquimico, p.e. temperatura, pH, fuerza idénica, la distribucién de cargas en la
proteina, aunque también inﬂuyen la extension de los enlaces, inter e

intramoleculares.

Corbaba Salgabe, 1595 1%
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rabla 5 . propledades funrionales dle-[as proleinas te grancs oe imporFancls an
aplcarionss en almentos.

Fmpfsdadss gryilburos functonaies

. fo
nsorial rolov. salior. olor

puingstarico Fexrura. Purlainie2, suauioanl

. umedlan, aksoveion de .

kv aracion capacitay te el ener azqu:a solulslician

Emulsificacion. espumanio, formacion o pelicut lipiNo
Ol &iVia, INtoVPorarion o figidhs y Ne salores.
viscosidan,  clastividad  adherencia  pohevencis,
estructurales y |formacion oe  masa  Agregarion y  oglacion

curfactante

y veologiras formacion de vedes Y flaras. texiwrizacion
ofvas compatisiidas con adifivos.  anfioxibantes
gnzimalicos
kinsell (o791

También se sabe que la conformacioén de la proteina afecta la funcionalidad,
p.e. en las proteinas globulares los aminoacidos polares mas cargados, estin
orientados hacia la superficie, esta disposicion facilita la hidratacién y solubilidad de ia
molécula. Por otra parte, las proteinas que se desenrollan méis facilmente en la
interfase aguafaceite muestran buenas propiedades emulsificantes; las proteinas
compuestas de polipéptidos largos y lineales que se relajan y desenrollan por calor
forman buenos geles (Hermansson, 1979; Kinsella, 1979).
t. Emulsiones.

Agua y.aceite son dos ingredientes basicos de los alimentos, junto con

proteinas, carbohidratos, vitaminas y minerales. E]l agua y el aceite son mutuamente

Cardoba Salgado, 1005 2
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insolubles debido a su incompatibilidad fisica; sin embargo, aceite y agu.a pueden ser
dispersados como emulsiones. Las emulsiones de alimentos comprenden una amplia
variedad de productos, en los cuales tanto el aceite como el agua estan dispersos en
un estado de homogeneidad microscopica. Las emulsiones se pueden encontrar en
forma natural en la leche, en la yema de huevo, en agua de coco, asi como en
productos elaborados como maybnesa‘ adefezos para ensalada, helados, pasteles,
chocolates, etc, (Franzen y Kinsella, 1976).

Las emulsiones pueden ser definidas como mezclas de al menes dos liquidos
inmiscibles, uno de los cuales se dispersa en el otro en forma de pequefias gotas. La-
leche es un ejemplo de emulsién, donde las particulas de aceite o grasa estén dispersas
en la solucién acuosa, el liguido que esta disperso en forma de gotas, es la fase intema‘
o discontinua, en tanto que el liquido circundante es denominada fase externa o
continua. Si el aceite es la fase discontinua, y el agua la fase continua, la emulsién se
denomina emulsion aceite en agua y se representa aceitefagua, en caso contrariq,
cuando el agua es la fase discontinua y el aceite la contjnua. la emulsién es agua en
aceite, aguajaceite (Das y Kinsella, 1990).

Las emulsiones para su uso en alimentos deben de ser estables en su
conformacion por periodos razonablemente largos de tiempo, esta estabilidad se
puede proporcionar utilizando emulsificadores o estabilizadores, los cuales pueden ser
divididos en dos categorias:

a} moléculas pequeiias

Cordoba Sa[gnbo, 1005 - ]9
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b) macromoléculas

El término estabilizador se usa para denotar a aquellos compuestos que no son
surfactantes activos, pero imparten estabi:li&ad a las emulsiones por la restriccién de
las interacciones interfaciales, por lo. tanto las proteinas, debido a que forman
peliculas interfaciales, deberan clasiﬁcérse como emulsificadores, mientras que los
polisaciridos, son estabilizadores, aunque algunas proteinas pueden desarrollar ambas
funciones.

Las proteinas actiian como surfactantes en muchas emulsiones de alimentos. En
la formacién de la emulsién, las moleculas de la protefna se difunden y son adsorbidas
en la interfase aceitefagua. La migracién de las proteinas de la soluci6n a la interfase es
termodinidmicamente favorable, debido a que una parte de la energia conformacional
e hidratacién de la proteina es perdida en la interfase. Una vez en la interfase, la
mayoria de las proteinas se desenrollan en diferente grado, se reorientan y
reacomodan para formar una pelicula continua adhesiva, donde los segmentos
hidrofébicos se orientan en la fase apolar (aceite), mientras los segmentos polares, lo
hacen en la fase acuosa, ademas de que la mayor parte de la proteina ocupa la
interfase, interactfia con moléculas vecinas, impartiendo firmeza y viscosidad a la
pelicula. Las propiedades reoldgicas y mecanicas de tales peliculas son importantes en
la formacion y estabilizacién de las emulsiones en alimentos y varian con el tipo de

proteina, concentracién, pH, fuerza iénica, temperatura, por lo que, la informacioén

w Salgade, 1905 0
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concerniente a las propiedades de formacion de estas peliculas es dtil para entender
las propiedades emulsificantes de las proteinas en alimentos. Ademds de la
estabilizaci6n, las proteinas también sirven para modificar textura, sensacion en la
boca, retencion de sabor y sobre todo influyen determinadamente en la aceptabilidad
de las emulsiones en los alimentos (Franzen y Kinsella, 1976; Das y Kinsella, 1990).
Tanto la capacidad de emulsificacién como la estabilidad de la emulsién son
usadas frecuentemente en la caracterizacién funcional de las proteinas. La capacidad
de emulsificacion se define como la méaxima cantidad de aceite que puede ser
emulsificada por una dispersibn de proteina, mientras que lé estabilidad de la
emulsion se refiere a la habilidad o la cualidad de la emulsién a permanecer sin
cambios. La estabilidad de la emulsi6n se puede apreciar visualmente por la cremacién
o separacion del aceite (Hermansson, 1979).
Hay varios procesos que pueden presentarse en una emulsién y que pueden
causar inestabilidad, entre los que se encuentran los siguientes:
a} Cremado: En el cual por diferencia de densidades de los componentes aceitefagua, se
presenta la tendencia a la formacién de un gradiente de densidad. La velocidad del
cremado dependera de la forma de la gota, la diferencia de densidades entre las fases
de aceite y agua y la viscosidad del medio (Stainsby, 1986).
b) Floculacién: Es un proceso en el cual dos o mas gotas se agregan sin perder su

identidad. Si bien este proceso modifica las propiedades fisicas de la emulsion y
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especialmente las propiedades reolégicas, la distribucién del tamaﬁ;) de la particula
permanece sin cambios. El floculo se dispersa répidamente, si las interacciones son
débiles, aunque éstas pueden ser fuertes. La floculacién de las emulsiones depende de
la naturaleza d.e la proteina estabiiizante y de las condiciones de solucidn, tales como
pH y fuerza idnica (Stainsby, 1986; Das y Kinsella, 1990).

¢) Coalescencia: Proceso en el cual la colisién de dos o mﬁs gotas resulta en la
formacién de una gota mas grande. El aumento del tamafio produce la separacion de
las fases aceitefagua ("oiling off") (Stainsby, 1986). La coalescencia es la principal causa
de inestabilidad de emulsiones, ya que implica el rompimiento de la pelicula
interfacial y es irreversible. Varios factores tales como la solubilidad del emulsificador,
pH, sales, concentracién de emulsificador, relacién fasefvolumen, temperatura y
propiedades de la pelicula, afectan la estabilidad a la coalescencia de las emulsiones
(Das y Kinsella, 1990).

2. Propiedades Espumantes.

El espumado puede ser definido como la capacidad de las proteinas para formar
espumas estables, debida a la formacién de una pelicula impenetrable conformada por
proteinas, que mantiene atrapadas moléculas de gas. Esta propiedad es muy
importante en ali.mentos como pasteles, helados, chocolates, entre otros. La espuma
formada por proteinas consiste en gas encapsulado por una pelicula liquida que

contiene como surfactante la proteina, Esta baja la tensién superficial entre el aire y el
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agua, facilitando la deformacion y expansion del liquido contra su tension superficial.
Las proteinas aptas para desarrollar espumado deberén ser solubles en la fase acuosa;
deberin concentrarse en la interfase, desenrrollarse para formar capas cohesivas de
proteina y circundar las burbujas de aire; asimismo deberan poseer la suficiente
viscosidad y fuerza mecénica para prevenir la ruptura y la coalescencia de las birbujas.
Estas peliculas proteinicas deberin exhibir un balance entre su habilidad para actuar
entre la cohesion intermolecular requerida para formar la membrana y la tendencia
para compactarse, cuando lo Gltimo ocurre excesivamente, se puede presentar la
inestabilidad de la espuma.- Algunos tratamientos térmicos (70-80°C) o una parcial -
protedlisis pueden mejoran las propiedades espuméntes de las proteinas. Estos
tratamientos pueden incrementar la tendencia de los polipéptidos a desenrrollarse en
la interfase y facilitar las asociaciones hidrof6bicas, asi de ese modo, se incrementa la
viscosidad y disminuye el grosor de la capa, reduciendo la pérdida de aire o gas y
mejorando la estabilidad (Kinsella, 1979).

Algunas espumas o batidos alimenticios son sistemas coloidales muy
complejos; por ejemplo, los helados son una emulsién (suspensién) de glébulos grasos
(especialmente sélidos y reunidos en pequeiios grupos), con una suspensién de
cristales de hielo dispersos, un gel de polisacarido, una solucién concentrada de

azhcares y proteinas y birbujas de aire.
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Las birbujas de gas de una espuma pueden variar mucho de tamaiio, oscilando
de un didmetro de 1 um a varios centimetros, a causa de numerosos factores tales
como la tension superficial y viscosidad de la fase liquida, el aporte de energia, etc.
Habitl.ualmente. una distribucién uniforme de burbujas pequeias, da al alimento
suavidad y 'Iigereza. asi como un aumento de la dispersién y perceptibilidad de
aromas.

Una diferencia significativa entre las emulsiones y las espumas, estd en el hecho
que en éstas, la fraccion de volumen ocupada por la fase dispersa (gas) varia en una
escala mucho mayor que con las emulsiones. Frecuentemente las espumas son -
inestables, porque tiene una mayér superficie en la interfase. Existen basicamente tres
mecanismos de desestabilizaci6n :

i) Drenado o pérdida del liquido de la 1amina liquida por gravedad. Por la diferencia de
presion yfo evaporacion. En las espumas de baja densidad, las burbujas tienden a
presionarse estreﬁhamente las unas contra las otras, lo que aumenta la pérdida de
liquido de las laminilllas. Tensiones interfaciales bajas y didmetros de burbujas
grandes disminuyen la presién interna y pérdida del liquido. Esto se produce durante
la formacién de la espuma, continuando la salida de los liquidos, lo que aumenta
todavia mdas el valor del nivel de expansién y reduce el espesor y resistencia en las

laminillas liquidas.
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La pérdida de liquido se reduce cuando la fase liquida es viscosa (lo que se
puede conseguir con la adicion de azdcar} y ocurre también cuando es alta la
viscosidad de la pelicula de proteinas absorbidas. Esta viscosidad depende de la
i.ntens,idad de las interacciones proteina/proteina y proteinafagua.

ii) difusién de gas de las burbujas pequefas hacia las burbujas grandes, difusién que es
posible por la disolucién de gas en la fase acuosa.

ifi) Ruptura de la laminilla liquida que separa las burbujas de gas; esta ruptura
provoca un aumento del tamaﬁq de las burbujas por coalescencia y conduce, en
definitiva a un derrumbe de la espuma. Existe una interdependencia entre pérdida de
liquidos y la ruptura, porque ésta (ltima aumenta la salida de liquidos y esto puede
reducir el espesor y la resistencia de las laminillas. También surge la ruptura cuando
las dos peliculas protgicas absorbidas se aproximan la una a la otra a una distancia de
unos 50-150 A, como resultado de la pérdida de liquidos o por un debilitamiento
producto de las colisiones. No se sabe si a estas distancias son importantes las
repulsiones elestrostiticas yjo las atracciones moleculares entre las dos peliculas
proteicas absorbidas. Finalmente se sabe que cuando las peliculas absorbidas son
espesas y eldsticas, éstas presentan una mayor resistencia a la ruptura (Cheftel y

Lorient, 1989).

Por otra parte también hay factores que contribuyen a estabilizar las espumas

de las proteinas (Tabla 6).
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3. Propiedades de Absorcidn .
3.1 Capacidad de retenci6n o absorcién de Agua.

La capacidad de retencion o absorcion de agua es la propiedad funcional que -
indica Ja capacidad de lé proteina para retener su contenido en agua, asi como su
capacidad para embeber agua adicional a elevadas concentraciones de sales durante su
tratamiento. Existen distintos fenémenos relacionados con la capacidad de retencién
de agua y diferentes procedimientos de medida (Huidobro y Tejada, 1993).

Diversos factores tales como la concentracion, pH, temperatura, tiempo, fuerza
i6nica y presencia de otros constituyentes afectan la absorcion de agua. La absorci6n
total de agua aumenta con la concentracién proteinica. Las variaciones de pH al
modificar la ionizacién y carga neta de la molécula proteinica, alteran las fuerzas

atractivas y repulsivas entre proteinas y la capacidad de estas dltimas para asociarse
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con el agua. En el punto isoeléctrico las interacciones proteina-proteina, son maximas
y las proteinas asociadas y replegadas sobre ellas mismas, manifiestan el minimo de
hidratacién e hinchamiento (Cheftel y Lorient,1989).

Se pueden distinguir seis clases o estados de agua ligada o asociada a las
proteinas; el agua presente en cada uno de esos estados puede determinarse
cuantitativamente por algtin método fisico especifico:

A El agua de “estructura” o “de constituci(’m".. ligada a la proteina por enlaces
hidrogeno, que contribuye a estabilizar la estructura de la proteina y no esta
disponible como disolvente o reactivo.

i) El agua de la “capa monomolecular”, absorbida en sitios especificos de la proteina
(cadenas laterales polares ionizadas o no ionizadas) por intermedios de enlaces
hidrégeno o de interacciones dipolo-dipolo. Estas moléculas no estin disponibles
como disolventes o reactivos y forman una primera “capa” en torno a la molécula
proteinica.

7i} El agua “no congelable”, que puede determinarse por calorimetria diferencial. Sus
fuertes interacciones con la proteina impiden que cristalice durante el descenso de la
tem'peratura. El agua no congelable incluye el agua de estructura y la de la capa

monomolecular. La mayor parte de esta agua se encuentra bajo forma de “capas”

sucesivas, en torno a la proteina. Estas capas estan ligadas las unas a las otras por

Ws‘@“ﬂ% 2/
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intermedio de enlaces hidrégeno e interacciones dipolo-dipolo. La cantidad de agua no
congelable estd en relacién directa éon el contenido en aminodcidos de cadena lateral polar.
/) El agua “capilar o embebida” que estd retenida fisicamente entre las moléculas
proteinicas. Constituye la mayor parte del agua, incluso en los “poros” de los
alimentos hiimedos, mas 0 menos geliﬁ_cados. tales como el queso, la carne, etc.

¥} El agua de “hidratacién hidrodindmica” que rodea las moleculas proteinicas en
solucién y que durante los movimientos de difusién u otros se desplaza con éstas, Se
comporta como el agﬁa libre. La esfera de hidratacion hidrodinamica puede
determinarse por medicion de la viscosidad, ya que modifica las propiedades -
hidrodinamicas de las proteina (densidad, volumen, forma} (Cheftel y Lorient, 989).

3.2 Solubilidad.

La solubilidad, bajo distintas condiciones, da una buena indicacién de las
aplicaciones potenciales de las proteinas. Esto se debe al hecho de que el grado de
insolubilidad es, probablemente, la medida mas practica de la desnaturalizacion-
agregacion de las proteinas. Y porque las proteinas que existen al comienzo en un
estado desnaturalizado, parcialmente agregado, muestran frecuentemente un
descenso de capacidad de gelificacién, emulsién o formacion de espuina. De esta
manera, la solubilidad también es una caracteristica importante a tener en cuenta con

las proteinas utilizadas en las bebidas.
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Frecuentemente la solubilidad proteinica a pH neutro o a pH isoeléctrico, son
las primeras propiedades funcionales que se miden en cada etapa de preparacién o de
transformacién de un ingrediente proteinico. Corrientemente, las pruebas mas
utilizadas son el indice de solubilidad del nitrégeno (NS1) y el perfil de solubilidad en
funcién del pH, de la fuerza iénica o de un tratamiento térmico.

La solubilidad de la mayoria de las pi'oteinas se reduce de forma irreversible
durante el calentamiento. No obstante, los tratamientos térmicos pueden ser

indispensables para alcanzar otros objetivos, como: eliminacion de microorganismos,

de agua, de olores indeseables, etc. Ain los tratamientos més suaves, tales como los -

que se utilizan para la extraccién o purificacién de las proteinas, pueden provocar

cierto grado de desnaturalizacion y de insolubilidad. Por ejemplo las harinas

comerciales de soya, lo mismo que sus aislados y concentrados presentan
proporciones de solubilidad de nitrogeno que varian del 10 al 90% (Kinsella, 1979). Por
otra parte, no siempre es correcto afirmar que las proteinas deben tener una elevada
solubilidad inicial para que las otras propiedades funcionales sean buenas. Por
ejemplo, la absorcion de agua de un ingrediente proteinico puede, algunas veces,
mejorarse con una desnaturalizacion e insolubilizacién previa. Asimismo, algunas
veces, se¢ mantiene la actitud a la gelificacion después de la desnaturalizacion e

insolubilizacion inicial. Todo esto esta de acuerdo con el hecho de que la formacién de

Cérdnba Salgad, 1905 a9




Pevtiss o soflalivel e coneantyaos profsinicos te anavanio... Qereraltacks

emulsiones, espumas y geles, presupone diversos grados de desdoblamiento,

agregaci6n e insolubilizacién de la proteina (Cheftel y Lorient, 1989).
V1. MODIFICACION QUIMICA DE PROTEINAS.

Aunque la succinilacién de todos los grupos nucleofilicos es posible (Gounuris y
Pearlman, 1967), los grupos ¢ amino de la lisina son més répidamente acilados debido
a su relativamente bajo pK y su disponibilidad estérica para la recci6bn. Una
insigniﬁcante cantidad de acilacion del grupo sulfhidrilo puede ocurrir cuando se trata
de proteinas de soya (Franzen y Kinsella, 1976).

La velocidad de la reaccion depeﬁde‘sobre todo de la velocidad del ataque
nucleofilico, y la velocidad de la acilacién para nucleéfilos homélogos estin
inversamente relacionada a sus valores de pk’s. Una alta reactividad de cualquier.
grupo de una proteina es usualmente el resultado de un bajo pk. Los grupos amino e
hidroxilo de una proteina son ripidamente acilados en comparacién con otros
residuos aminodcidos disponibles para la reaccién. Los grupos fenélicos de la tirosina,
sin embargo, tienen generalmente un pk mas alto y estdn usualmente mejor
protegidos de la reaccién que los grupos amino. Los grupos hidroxilo de la serina y la |
treonina son nucleéfilos débiles y no son ficilmente acilados en soluciébn acuosa. La
mayoria de llos agentes acilantes reaccionan mas rapidamente con los grupos amino

(Means y Feeney, 1971), el grupo ¢ amino de la lisina es el mas comiinmente acilado.
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La succinilaci6n de una proteina convierte los grupos catiénicos amino a
residuos anidnicos, el incremento en la carga neta negativa producida por el anién
succinato altera el caracter fisicoquimico de la proteina, lo que implica un
mejoramiento de la solubilidad en soluciones acuosas y consecuentemente en cambios
de la capacidad de emulsificacion y espumado. Hubeed y col. {1958) explicaba el
incremento de la solubilidad acuosa observada siguiendo la succinilacién y acetilacion
de la proteina de soya.

Aunque se han estudiado diferentes modificaciones de varios grupos
aminoacidos, poco se ha reportado en relacién a la extensién y naturaleza eléctrica del -
grupo acilante (Fig. 1) sobre el efecto de tal en las propiedades funcionales ya citadas.
Choi y col. (1982) al modificar la harina de algodén con diferentes agentes, encontré '
una amplia gama de resultados, las modificaciones efectuadas, maleilacion,
succinilacion y dimetilglutarilacién incrementaron la extraccién de las proteinas, lo
que se reflej6 en una alta solubilidad de los materiales obtenidos; en tanto que con la
acetilacion del material, estas caracteristicas se vieron parcialmente afectadas. No
obstante que la acétilacién reduce las cargas positivas de [a proteina, al aiiadir grupos
hidrofébicos cargados neutralmente, a los grupos € amino cargados positivamente, los
restantes grupos acilantes incrementan los grupos acilos hidrofilicos cargados

negativamente en la proteina.

Cirdoba Salgado, 1905 1l
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La estructura de las proteinas succiniladas resulta de su alta carga neta y el
remplazo de fuerzas atractivas de corto alcance o longitud por fuerzas repulsivas del
mismo_alcance o longitud, que provocan un subsecuente desdoblamiento de las
cadenas polipeptidicas. De esta manera, en aislados de soya las interacciones
electrostiticas entre los grupos amonio (NH,*} y carboxilo mejora la interaccion
proteina-proteina, lo cual abate la solubilidad, en una succinilacién a valores neutros,
sin embargo los cationes amonio de la lisina son reemplazados por aniones succinato

{Franzen y Kinsella, 1976).

NH CO CH3

O =

NH CO CH2 CH2 COO

acetflacion

COO
NH3 ccinilacion

@ C NH CO CH CH COO
o maleilacion

dimetilglutarilacion CH3
NH CO CH2 C CH2 COO

@ CH3

Fig 1. Principales cambios en protefnas por varias modificaciones quimicas. (Choi y col. 1982)
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Las repulsiones electrostaticas ocurren enfre los grupos carboxi!os agregados o
afiadidos y los grupos carboxilos nativos contiguos produciendo algunas interacciones
proteina-proteina y principalmente interacciones proteina-agua, lo que provoca un
mejoramiento de la solubilidad en soluciones acuosas. Dado que la carga neta es
proporcional a la extensidn de la amino-succinilacion, el mejoramiento en la
solubilizaciéon acuosa se ha relacionado positivémente a la extension de la derivacion.
Significativamente, las solubilidades acuosas de aislados succinilados de soya
derivatizados con 0,5 y 2,0 g de anhidrido succinico fue similar. De lo anterior se
desprende que, una e;haustiva succinilacién no es requerida para producir un
incremento sustancial en la solubilidad. En la acetilacion, los cationes amonio (NH," )
son reemplazados por grupos acetil neutros produciendo algunas repulsiones

electrostaticas, y la solubilidad acuosa del aislado acetilado de soya fue intermedio en

magnitud entre el aislado succinilado y el de soya sin modificar.

VII. CONCENTRADOS PROTEINICOS. FUENTES VEGETALES, USOS, PERSPECTIVAS.

La produccion mundial de oleagimosas como el girasol, el cartamo, o algunas
otras especies, como la copra, el algoddn, el sésamo y la soya, que contienen una gran
cantidad de acidos grasos en sus granos, hace en primera instancia que estos cultivos
sean producidos para aprovechar su calidad de productoras de aceite. Sin embargo, el

procesamiento para la obtencién de los aceites supone Ja produccién de subproductos

Coracba Salgado, 1995 X
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constituidos principalmente por carbohidratos y proteinas, en diferentes proporciones,
Como lo ejemplifica Rivas y col. (1981}, quienes indicaron que la harina proveniente del
proceso de obtencién de aceite contiene aproximadamente 50% de proteina. Y es
precisamente la fraccién proteinica de estos subproductos, lo que han llamado la
atencién como una alternativa de suministro de proteina en dietas humanas o
animales..

Un ejémplo es el caso del girasol, cultivado por su uso en la obtencién de
aceites coméstible de buena calidad. Se ha investigado ampliamente la aplicacion
potencial de la harina desengrasada,que se genera como subproducto del
procedimiento de extracciéﬁ del aceite, sin embargo, se ha encontrado que presenta
niveles sighiﬁcativamente altos de compuestos polifenolicos, como el écidp
clorogénico, acido cafeinico, que en primera instancia no representan problema de
color, pero bajo condiciones alcalinas producen coloraciones verde oscura, café, que
puede constituirse en un problema de aceptacion (Sosulki, 1987).

Aunque también se ha reportado para la produccién de harinas proteinicas, que
la clasificaci6én neumatica de la semilla de amaranto (Sanchez-Marroquin y col. 1986)
permite la concentracién al 100% de material proteinico, estas harinas actualmente se
estin utilizando para balancear dietas de regimenes especiaies, en la elaboracion de
atoles, tamales, tortillas, entre otros usos. También este sistema ha sido utilizado para

la elaboracién de harinas proteinicas de cartamo, segin la patente de Kopas y
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Kneeland, del afio de 1966; se procura en este procedimiento la remocién de fibra,
para elaborar alimento balanceado para animales {(Paredes-Lopez, 1988).

Sin embargo, la semilla que ha rendido las mayores expectativas de uso ha sido
el frijol de soya, grano que cuenta entre sus peculiaridades contener grandes
cantidades de aceites y proteina. A nivel comercial son numerosos los productos que
se ofrecen en forma de concentrados o aislados, como complementos nutricionales
para fisicoculturistas, principalmente; también son abundantes los productos similares

a carnes, complementados con concentrados o aislados de soya que se ofrecen. Las

aplicaciones que han alcanzado las proteinas de la soya, en sus diferentes -

presentaciones, significa al menos, las primeras perspedivas por alcanzar de algin
otro grano, considerando los atributos intrinsecos que presente el grano en particular.

Actualmente no existen valores estandarizados del conténido proteinico de
concentrados y aislados de diferentes fuentes proteinicas. Sin embargo, en el caso de
granos como el cartamo y la soya, entre otros, se considera que una harina de alto
contenido proteinico debe de contener entre 50-60%; un concentrado entre 60-80% y un
aislado mas del 80% Los concentrados comerciales de soya contienen
aproximadamente 70% de proteina cruda o NT, evaluada por el método de Kjeldaht
(Wolf, 1977) lo que representa una concentracion del NT del 233%; esto es porque
originalmente, el frijol de soya contiene alrededor del 30% de proteina cruda o NT, en

comparacién al 16% que contiene originalmente la semilla de amaranto. De la misma

Corboba Salgade, 1005 35
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manera, un aislado comercial de soya contiene alrededor del 90% de proteina cruda o
NT y se esperaria que un aislado comercial de la semilla de amaranto tuviese un

contenido similar.

Cérdoba Salgado, 1065 360
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OBJETIVOS S
Objetivo General ne

Evaluar el efecto de diferentes métodos de extsaccion de proteinas de la semilla de
amaranto, para su concentracion, asi como parabgjlucidar la influencia que estas ejercen
sobre las caracteristicas quimicas y fisicoquimigas de los concentrados proteinicos asi

obtenidos.

Objetivos Especificos. S

a) Evaluar la eficiencia de los diferenges métodos de solubilidad, para la
extracci6n de las proteinas de la semilla de amarggto.

b) Establecer las condiciones Optimaggde extraccion de las proteinas de
fa semilia de amaranto, para 1a obtencién de congentrados proteinicos.

¢) Evaluacion de las propiedades g funcionales de los concentrados
proteinicos obtenidos en las condiciones 6ptimasgncontradas.

d} Caracterizacion parcial de lag proteinas de los diferentes
concentrados proteinicos obtenidos en las condigjgnes 6ptimas encontradas.

Cordoba Sa[gﬂbo, 1905 S,_I; 37
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METAS.

a) Analizar los perfiles de solubilidad obtenidos por la aplicacién de los
siguientes métodos de extraccion de proteinas:

a.j Disolucién en NaCl, en un intervalo de concentraciones de 0,05 a 2 M,
correspondientes a p de 0,05-2.

a.ij) Disolucién en Na2504, en un intervalo de concentraciones de 0,05 a 1M,
correspondientes a p de 0,15-3.

a./i) Disoluciébn en NaOHapHde 9, 10y 11.

a.iv) Modificacion quimica. Disolucion acuosa a pH de 8,5 con posterior
succinilacién con anhidrido succinico de 10 a 110%.

a.v} Disolucién acuosa a pH de 7.

b) Analizar los perfiles de solubilidad para determinar las condiciones 6ptimas,
para la obtencion de diferentes concentrados proteinicos.

b.d Evaluacién del rendimiento de los diferentes concentrados, en cada caso.

b.iA Evaluacion del contenido de nitrégeno proteinico y nitrégeno no proteinico del
material concentrado.

b.iil  Andlisis Estadistico. Se realizard un andlisis de varianza (ANOVA)j, de 1 via

asi como un andlisis Duncan, Se utilizard el paquete computacional SAS

(Statystical Analytical System)

d) Evaluacién en los concentrados proteinicos de las siguientes propiedades
funcionales: absorcién de agua, absorcién de aceite, actividad y estabilidad
de emulsificacién, capacidad y estabilidad de espumado y solubilidad.

<) Purificaciobn y caracterizacion parcial de las proteinas de los
diferentes concentrados, por los siguientes métodos:

c.4 Filtracion en gel.

c.fj  Electroforesis en condiciones desnaturalizantes en presencia de dodecil
sulfato de sodio
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HIPOTESIS

Los diferentes métodos de extracciébn de proteinas de la semilla de amaranto
pueden modificar la estructura nativa de las mismas, dependiendo de las condiciones y
los agentes quimicos utilizados para la extraccion; algunas de estas modificaciones
tendran consecuencias -en el mejoramiento o disminucién de las propiedades

fisicoquimicas iniciales.
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MATERIAL Y METODOS

1. NATURALEZA DEL CONCENTRADO PROTEINICO.

La semilla de amaranto (Amaranthus hypochondriacus, tipo mercado) fue cultivada en la
estacién experimental del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP), Chapingo, México y de este grano por el sistema de clasificacion
neumatica (Sanchez-Marroquin, 1986) se obtuvo una harina proteinica con un contenido
de 28% de proteina cruda (HPA-28). Posteriormente la harina fue desengrasada por el
método de Soriano-Santos y col.. (1992}, obteniendo la harina proteinica (HPAD-29) que se
usé a lo largo del experimento. El anélisis bromatolégico de ambos materiales se efectué
por los métodos aprobados por la A.0.A.C. (1984) y se utilizé el factor 5.85 (NRC, 1984)
para la conversion del nitrégeno (N) a proteina o se consideré que 100g de proteina
contenian 17.0 g de N. Todos los reactivos utilizados en este experimento fueron grado

analitico.

1. OBTENCION DE LOS CONCENTRADOS PROTEINICOS.

En las Figs. 2 y 3 se muestra el proceso de solubilizaciéon del Nitrégeno para la
obtencion de los diferentes concentrados proteinicos por los métodos de:

1. Solubilizacién salina. En la Tabla 7 se muestran I_as concentraciones y fuerzas idnicas

de cada una de las disoluciones de NaCl y Na2S04 que se utilizaron para la extraccién del

N de HPAD-29. El N soluble en las disofuciones salinas (Fig. 2j, fue obtenido con
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extracciones sucesivas por el método modificado de Landry y Moureaux (1970). En cada
caso, se preparé una suspension al 4% (p/v) de HPAD-29 en las distintas disoluciones, que
se someti6é a agitacion magnética durante 60 min a 4°C. Posteriormente se centrifugo
durante 10 min a 42000 g en una centrifuga refrigerada Sorva11 RC-2B'y el sobrenadante
(SA) se guard6 para un anélisis posterior de N soluble (NTS). El residuo fue sometido a
nuevas extracciones de N soluble en las diferentes disoluciones salinas, bajo las
condiciones descrita arriba (tantas como fuera necesario} combinidndose los
sobrenadantes, hasta que no se solubilizara mas N. En esta medicion cualitativa se analiz6
la presencia de proteina solubilizada por el método de Bradford (1976). La extracci6n se
detuvo cuando el valor de absorbancia fue inferior al valor de la ordenada al origen, de

una curva patrén de albimina sérica bovina (ug proteina= 0.0080 Abs.595,, + 0.072)

evaluada por este método. Sin embargo, la cuantificacién del N extraido se realiz6 por el

método de Kjeldah! como se explicara posteriormente.

rakla > disolucionss empleadas en fa extraceion del vi's e @ haring proteinica te amavanta
odesengrasada lhwad-29) a tifeventes connentraciones y fueraas onicas
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1.1 Solubilizacién alcalina. La solubilizacién del N en &lcali (Fig. 2) se realizé
similarmente al método propuesto por Paredes-Lopez y col., (1988) con la siguiente
modificaciébn: una suspension de HPAD-29 al 10% en agua se ajusté con NaOH 0.4 M a pH
de 9, 10y 11. Cada una de las suspensiones se sometieron a tres extracciones sucesivas de
60 min cada una a 4°C, con agitacién magnética a cada valor de pH. Después de cada
extraccion, se centrifugé a 42000g por 20 min. El N soluble fue medido en el
sobrenadante (AA), mientras que el N insoluble en el dlcali, se midi6 en ei residuo.

1.2. Modificacién quimica (succinilacién). La succinilacién de las proteinas (Fig. 2) se
efecttio de acuerdo al método original de Choi y col., (1981}, en suspensiones al 10% (p/v}
de HPAD-29 en agua, manteniendo una relacién de anhidrido succinico-proteina cruda de
10 al 110%; el pH fue ajustado a pH 8,5 con NaOH 0,4 M; ¢! sobrenadante rico en proteina
se denominé SAS.

1.3. Extraccion acuosa. Esta extraccién (Fig. 2) se realizé para comparar la eficacia de la
extracciéon del N por los otros métodos de solubilizacién. La extraccion acuosa de las
protefnas se prepar6 de acuerdo a la modificacién del método original de Landry y
Moureaux (1970), similar a la solubilizacién de N en las disoluciones salinas (sobrenadante
SAW). En todos los casos, el concentrado proteinico (Fig. 3) se obtuvo por precipitacién
isoeléctrica de las proteinas, con acido tricloroacético (TCA) al 10% a los pH de 4 y 5
{Paredes-Lopez y col. 1988; Soriano-Santos y col. 1992). En este rango de pH precipitaron

mezclas proteinicas que se denominaron A, AA, AS y AW, que corresponden a los métodos
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de solubilizacién en disoluciones salinas, alcalinas, succinilacion y en agua,
respectivamente. E| precipitado resultante en cada caso, se separé por centrifugacién y se
secé6 a 40°C en una estufa de temperatura controlada. Finalmente, cada uno de los
materiales recuperados se pulverizaron a un tamaiio de malla nim. 60. Los concentrados
asi obtenidos se conservaron a 0°C en desecador hasta su analisis.

2. Andlisis del nitrégeno obtenido por los diferentes métodos de solubilizacion.- EI N
contenido en el material original HPAD-29 se consider6 como N total (NT} y el N soluble
obtenido en las diferentes disoluciones salinas, aicalinas por succinilacién y en agua (Fig.
2 y 3}, se distinguieron de la siguiente manera: el nitrégeno solubilizado por cada uno de
los métados se le denomind nitrogeno total soluble (NTS) y se midi6 directamente en los
sobrenadantes SA, SAA, SAS y SAW por el método de Kjeldahl (A.0.A.C., 1984). El NTS
incluye el N proteinico y el N no proteinico (NP + NNP). Los sobrenadantes SA, SAA 6 SAS
y SAW fueron tratados con TCA al 10%, obteniéndose un precipitado que fue separado por
centrifugacion. En los precipitados resultantes BA, BAA, BAS y BAW, se midi6 el NNP

sotuble en TCA al 10%. Ambas mediciones se realizaron por el método de Kjendhal.

V. EVALUACION DE LAS PROPIEDADES FUNCIONALES DE LOS
CONCENTRADOS PROTEINICOS DE LA SEMILLA DE AMARANTO.

1. Solubilidad.

Se prepar6 una suspension al 1% (pfv) de concentrado proteinico de amaranto en

agua destilada y se ajust6 en una serie de pH de 2 a 10 con NaOH 0.1 N 6 HCI 0.1N. La
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(A), (D)

HPAD-2

Suspensidn 4%
en NaCl 6 Na2504
Tabla 1. Agua pH 7

.

EXTRACCION  |(B)
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(pivyapH 9, 10
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.
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fanh. succinico
10-110%/prot.

!

agitacion
Fentrifugacion
sobrenadante residuo
SAS (NTS)

Figura 2. Solubilizacién del Nitrogeno de la semilla de amaranto en disoluciones salinas,
alcalinas, en agua y por succinilacién. ‘
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Cuantificacién
de Nitrégeno
NTS (NNP+NP)

sobrenadante sobrenadante obrenadante
SA, SAW SAS SAA

v

Ajustar a

P{ pH 4 6 5 con ¢
TCA 10%

Y

centrifugaciton obrenadantes
(NNP)

Precipitados
BA, BAW BAA
BAS (NP)

v

secado

pulverizado almacenamiento
a 0°C.

v

Determinaci6
de Nitrégeno
{NP)

Figura 3. Obtencién de concentrados proteinicos de la semilla de amaranto.
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suspension en el pH deseado se mantuvo en agitacién por 30 min a temperatura
ambiente. Las suspensiones se centrifugaron a 5000 x g durante 15 min en una centrifuga
Sorvall RC-5. En el sobrenadante se midi6 e! contenido de proteina solubilizada por el
método del colorante ligado a la proteina (Bradford, 1976), .previa elaboracién de una

curva patrén de alb@imina sérica bovina (Sigma Chemical Co., St. Louis MOj.

2. Absorci6n de aceite o agua.

A 0.5 g de concentrado proteinico se le afiadieron 5 mi de agua destilada o 3 ml de
aceite de girasol comercial (7,23 y se homogenizaron a méxima velocidad por 2 min.
Posteriormente se dejaron reposar por 30 min y se centrifugaron a 3500 rpm durante 25
min, en una centrifuga refrigerada Sorvall RC-2B. Finalmente se midi6 la cantidad de
agua o aceite no absorbida por el material y por diferencia con el volumen original
agregado, se obtuvo la cantidad de agua o aceite absorbido, la cual se expresé como mi

de agua o aceite absorbido por g de concentrado proteinico (Wang y Kinsella, 1976).

3. Emulsificacion
3.1 Formaci6n de emulsion.

Se utiliz6 el método de Wang y Kinsella (1976) con las siguientes modificaciones: se
preparé una suspensién 2.5% (p/v) de concentrado en agua desﬁ]ada y se mantuvo en

agitacion magnética  durante 10 min. Cada una de las suspensiones se ajustaron a una
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serie de pH de 2 a 10 con NaOH 0,1 N 6 HCI 0,1'N. Posteriormente se centrifugaron a 3000
rpm durante 5 min. El sobrenadante, que contenia la proteina solubilizada, se utilizé
para la formacion de la emulsién. Para la elaboracion de ésta, se tomaron volumenes
iguales del sobrenadante de la suspension y de aceite de girasol comercial (7,23 y se
homogeneizaron a una velocidad de 2ﬁ000 rpm, en un homogenizador Ultra Turrax Junke

Ika-werk durante 1 min.

3.2 Actividad de emuisificacion.

Una vez formada la emulsion, ésta se someti6 a centrifugacién a 1300 x g durante 5

minutos. La actividad de emulsificacién se obtuvo midiendo Ia altura total de la emulsién y -

la altura de la capa emulsificada que permanece después de la centrifugacion (Wang y

Kinsella, 1976).

% Actividad de  altura emulsién después de centrifugacion
emulsificacién= x 100
altura emulsién total formada

3.3. Estabilidad de emulsificacion.

Se midi6 la estabilidad de emulsificacién en presencia de calor, manteniendo la
emulsién formada en baiio maria durante 30 min. a 80 °C; pasado este tiempo, se enfrié a
chorro de agua hasta 15°C. Posteriormente la emulsion se centrifugé a 1300 x g durante 5

min. Para la evaluacién de ia estabilidad se midieron la altura de 1a emulsion antes del
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tratamiento térmico y la altura remanente de la emulsién después de la centrifugacion

(Wang y Kinselta , 1976).

% Estabilidad de Altura de la capa remanente de emulsion

emulsificacion= x 100
Altura inicial de la emulsion

4. Espumado.
4.1. Capacidad y estabilidad de espumado.

Estas propiedades se midieron segiin Kabirullah y Wills (1982) con algunas
modificaciones. Para cada concentrado obtenido previamente, se preparé una suspension
al 1% (p/v) de concentrado en agua destilada y se ajust6 a una serie de pH de 2 a 10. Para la
formacién de la espuma, se tomafon 50 ml de la suspension en el pH deseado, y se
sometieron a homogenizacién en un Ultraturrax T25 Janke & Kunkel a velocidad de 13500
rpm durante 90 segundos, posteriormente se midi6 el volumen de la espuma obtenida. La
capacidad de espumado se expreso de Ia siguiente manera:

% Capacidad de Vol. desp/mezclado - Vol. antes mezclado

espumado = x 100
Vol. antes mezciado

Una vez que se formé la espuma y se midi6 la actividad de espumado, la misma muestra

sirvio para evaluar la estabilidad; ésta se realizé dejando reposar por 30 min. la muestra
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con la espuma obtenida. Posteriormente se midi6 el volumen de la espuma remanente. La
estabilidad de espumado se expresd de la siguiente manera:
% estabilidad de Vol. desp. reposo - Vol. inicial

espumado = x 100
Voal. desp. mezclado - Vol. inicial

III. CARACTERIZACION QUIMICA PARCIAL DE LAS PROTEINAS PRESENTES EN LOS
CONCENTRADOS PROTEINICOS DE LA SEMILLA DE AMARANTO.

Para la caracterizacién quimica parcial de los concentrados proteinicos de la

semilla de amaranto se utilizaron los métodos que se describen en la Fig. 4.

1. Cromatografia de filtracién en gel .

De cada uno de los concentrados obtenidos se disolvieron muestras que contenian
100 mg de proteina en 9 ml de una solucién amortiguadora de fosfatos que se denominé
bufer A: 32.5 mM K2HPO4 2,6mM KH2PO4, que ademds contenia 0.4 M de NaCl, 20mM de
mercaptoetanol y 0,04% de azida de sodio, la cual tuvé una fuerza iénica de 0,5 y pH de
7,5. Para la filcracion en gel se utilizd una columna de dimensiones de 2.0 X 90 cm, la cual
se empaqueté con Sephadex G-200 (Pharmacia Fine Chemicals), de un rango de
fraccionamiento de peso molecular de 5 000 a 600 000 Daltons y se equilibré previamente
con 300 m! de bufer A. Para la determinacion del volumen vacio (Vo) y volumen total (Vt)

de la columna se utilizé Azul dextrano (PM 2000 kD) y Rojo de Fenol (PM 5kD).
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La muestra se aplicé a la columna y se eluy6 con el mismo bufer utilizando un flujo
de 20 mlfh. Se colectaron fracciones de 4 ml en un colector de fracciones (Gilson Fc 203B
Gilson Medical Electronics). En cada una de las fraccionés colectadas se midié la
absorbancia a diferentes longitudes de onda, esto es a 320 nm, longitud a la cual
absorben compuestos fendlicos; a 280 nm, donde absorben compuestos nitrogenados,
como proteinas, dcidos nicleicos; a 260 nm absorben acidos niicleicos y a 235 nin, donde
absorbe principalmente el enlace peptidico.

Se seleccionaron las fracciones que mostraron los picos mayores de absorbancia y
en éstas se midi6 el contenido de proteina por el método del colorante ligado a la
proteina {Bradford, 1976), previa la elaboracién de una curva patron de alblimina sérica
bovina (Sigma, Chemical Co, St. Louis Mo.). Las absorbancias fueron medidas en un
espectrofotometro Model UV-260 {Shimatzu Corp. Kyoto Jap6n).

En el caso de los concentrados proteinicos obtenidos por solubilizacién a pH de 10,
y a pH de 11 y el obtenido por succinilacién al 50%, se eluyeron en una columna de las
mismas caracteristicas antes descritas, pero en esta ocasién se utilizd una solucién
amortiguadora de Tris de pH 8.9 que contenia 37.6 mM de Tris, 40 mM de glicina,
ademis de 0.3 M de NaCl, azida de sodio 0.4% y 20 mM de 2-mercaptoetanol. Esta
solucién amortiguadora se denomind bufer B.

Para la determinacién de los pesos moleculares de las fracciones proteinicas

obtenidas se elabord una curva patréon de marcadores de peso molecular conocido: f-
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amilasa, 200 kD; Alcohol deshidrogenasa 150 kD; Albumina sérica bovina, 66 kD;

Anhidrasa carbénica, 29 kD y Citocromo ¢, 12,4 kD {Sigma Chemical Co. St. Louis Mo.).

2. Electroféresis

Para cada uno de los concentrados proteinicos, las fracciones de mayor
absorbancia a 280 nm y 595 nm, se seleccionaron y se aplicaron a geles de poliacrilamida
en presencia de dodecil sulfato de sodio (Sigma Chemicall Co. St. Louis Mo.), para el
anélisis electroforético de acuerdo al método de Laemmli {1970). Los geles contenian un
gradiente lineal del 10-20% de acrilamida (Sigma Chemical Co. St. Louis Mo.). Se aplicaron
50 ul de cada una de las fracciones seleccionadas. Los geles fueron teitidos durante toda la
noche con azul brillante de Coomasie R-250 (Sigma Chemical Co. St. Louis Mo.) en una
concentracion de 0.125% pjv en una mezcla de metanol 50%, acido acético glacial (10:1 vjv)
y se decoloraron con una soluci(’)ﬁ de acido acético glacial, etanol y agua {1,5:1:7.5 vjvjv}.
Para la determinacién del peso molecular de las subunidades se aplicaron muestras de 30
ul de una mezcla denominada Daiton Marck (Sigma Chemical Co.St. Louis Mo.).que
contenian polipéptidos de los siguientes pesos moleculares: 14, 20, 24, 29, 36, 45y 60 kD.

2. Cromatografia de intercambio I6nico.

Las fracciones obtenidas por filtracion en gel, con las lecturas de absorbancia a 280
nm y 595 nm mas altas, se colectaron y se dializaron en bolsas de membrana de celofén
Spectra 1,000 a 50,000 (Fisher Scientific, Co, USA) con dos cambios de agua destilada

durante toda la noche. Posteriormente, los dializados se aplicaron a una columna de
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intercambio i6nico DEAE-Sepharose 6B-CL (Pharmacia Fine Chemicals) de dimensiones de
1,5 x 30 cm, equilibrada previamente con 80 ml del bufer A, libre de NaCl (pH 7.5; p= 0.1).
Esta columna se eluy6 con un gradiente lineal de NaCl de 0 a 2.0 M a una velocidad de
flujo de 24 mi/h. Similarménte a la cromatografia de filtracion en gel, las fracciones
colectadas se monitorearon a las siguientes longitudes de onda:320 nm, 280 nm, 260 nm
y a 235 nm.
Las fracciones de las proteinas de los concentrados obtenidos por solubilizacién a

pH 10 y 11 y por succinilacién eluidas en filtracién en gel con el bufer B, se aplicaron a
una columna de Intercambio I6nico de las mismas caracteristicas, en este caso se utiliz6
bufer B, libre de NaCl, siguiendo el mismo procedimiento de las fracciones eluidas con el
bufer A. Finalmente de las fracciones que presentaron los mayores picos a 280 nm, se
tom6 una alicuota para el anilisis electroforético.

V1. Analisis estadistico.-

Los resultados de cada prueba se analizaron por ANOVA de una via y andlisis de Duncan.
También se realizd analisis de regresion lineal simple, por medio del paquete

computacional SAS (Statistycal Analytical System).
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v 4

Filtracién en gel Filtraci6n en gel.
phadex G-200, bufer A Sephadex G-200, bufer B
H 7.5 . columna 2x90cm.. pH 8.9, columna 2x90cm..

"

Monitoreo de la elucién Seleccibn de las
A 320, 280, 260, 235 nm | Xracciones proteinicas

'

Cuantificacion de proteina
P‘Iétodo del colorante ligado
a la proteina

' Diélisis en H20 electroffresis
[ destilada (24 hrs) (PAGE-SDS)
F N
Intercambio 6nico intercambio 6nico
DEAE-Sepharose 6B-CL DEAE-Sepharose 6B-CL
Bufer A (1,3x30cm) Bufer B 1,3x30 cm)
Manitoreo de las eluciones Seleccion de las Medicion de proteina
@320, 280, 260 y 235 nm. —’ fracciones proteinicas ———-’ por el método del colorante
ligado a la porteina

Fig.. 4. Diagrama de la secuencia de los métodos utilizados para la caracterizaciéon quimica de las
proteinas contenidas en los diferentes concentrados proteinicos de amaranto.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. PERFILES DE SOLUBILIDAD DEL NITROGENO DE LA SEMILLA DE AMARANTO.

1. Contenido de nitrégeno de la harina proteinica de la semilla de amaranto.

En la Tabla 8 se presenta el andlisis. bromatolégico de los materiales que se
emplearon en este estudio. Se observo que con el sistema de clasificacién neumética, se
obtuvo una concentracién de proteina cruda en base seca del 170% para HPA-28 y del 180%
para HPAD-29, con respecto al contenido del grano original. La razén de proponer la
obtencién de concentrados proteinicos de la semilla de amaranto, a partir de harinas
proteinicas obtenidas por clasificacién neumdtica, se debié a la complejidad que existe

¥
para concentrar las proteinas de la semilla de amaranto, a consecuencia de su bajo
contenido de proteina. Hasta el momenteo no existen valores de referéncia del contenido
proteinico de concentrados y aislados de diferentes fuentes vegetales, sin embargo, se ha
considerado, en granos como el cartamo y la soya, entre otros, los siguientes contenicos:
para una harina de aito contenido proteinico se considera de 50 a 60% para un
concentrado entre 60-80% y para un aislado mas de 80%. ‘Debido a que los concentrados
comerciales de soya contienen aproximadamente 70% de proteina cruda o NT, evaluada
por el método de Kjeldahl (Wolf, 1977}, los concentrados de la semilla de amaranto
deberdn presentar aproximadamente el mismo contenido. Originalmente, el frijol de soya
contiene alrededor del 30% de proteina cruda o NT, en comparacion al 16% de contenido
en el grano de amaranto. Al comparar el contenido de proteina cruda o NT de HPA-28 con

un concentrado proteinico de soya comercial, el primero s6lo representa el 73% de la
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proteina cruda del segundo, y esto representaria una desventaja para su comercializacion.
De la misma manera, un aislado comercial de soya contiene alrededor del 90% de proteina
cruda o NT y se esperaria que un aislado comercial de la semilla de amaranto tuviese un
contenido similar. Con el propésito de optimizar el proceso de aislamiento del N de la

semilla, un paso intermedio de concentracion del N, seria 1a obtenci6n en primer lugar de

‘un material con un contenido de proteina cruda o NT equiparable al del frijol de soya,

como sucede al obtener HPA-28 6 HPAD-29; esto presentaria la ventaja de una mayor
solubilizacién de N con menos material y menor volumen _de disolventes, siempre y
cuando el sistema de concentracién del N no modifique significativamente la estructura
nativa de las proteinas. Precisamente el sistema de clasificacion neumdtica, se ha
reconocido como uno de los métodos de concentracion proteinica que cumple esta

condicion (Myers, 1988).

Fabla 8. avalsis bromatologico os (6 semila te amaranto Y sus harinas profeivicas

DOMEONEVTE semilia de hpa-282 lpak293
amaranto!
57100 g
hemaulad 108 + 005 9.2+00 82+ 00
proteinadsnxks 8s) 192100 243+ 07 263+ 0%
extvarto sferen 68z 02 98+ 00 08+ 00
cenizas 29100 75+ 00 82+ 00
tllra cruna 45+ 00 98+ 00 103+ 00
eaviohinraros 608% 394 46.2

! semilia o amaranto.

2 harina pvorsivica te amaranto.

2 hawina pvoteinica te amaranto lesanyrasada

* pov niterancia

5 vepvesenta [a mesla 4 [ desviacion standkar te hres veplicas.
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2. Solubilidad del nitrégeno del concentrado proteinico de la semilla de amaranto.
2.1 Solubilidad en disoluciones salinas.

Los perfiles de solubilidad de NTS de HPAD-29 en disoluciones de NaCl o Na2S04 en
diferentes concentraciones y fuerzas ibnicas (u), se muestran en las Figs. 5 y 6
respectivamente. Cuando se utilizé NaCl, la mayor solubilidad de NTS se observé en el
intervalo dé concentraciones de 1 M a 2 M, ya que no se encontrd diferencia significativa a
p<0,05 (64% aprox. del contenido inicial de HPAD-29 que fue de 4,89 g N/100 g de HPAD-
29). Estos resultados fueron similares a los informados por Paredes-Lopez y col., (1988),
quienes observaron la mayor solubilidad de NTS del grano de amaranto eﬁ NaCl 1 M, pero
con un rendimiento menor {45,7+2 % para la harina desengrasada). Cuando se utilizé
Na2804 la mayor solubilidad de NTS se observé en una concentracién de 0,4 M, la
solubilidad de NTS fue de 55% aprox. En la Fig. 6a se puede observar que en ¢l intervalo de .
0.3 a 0,4 M con NaCl, se solubilizo aproximadamente el 45% de NTS de HPAD-29. Lo
anterior concuerda con lo que informaron Soriano-Santos y col., (1992), estos autores
observaron que la solubilizacion de N del grano de amaranto fue mis eficaz en uné
disolucién de Na2S04 (0,04 M), que en una disolucién de NaCl de concentracién mayor
(0,17 M). Si se analiza ia Fig. 6b, se puede observar que en el intervalo de concentraciones
entre 0,5y 0,6 M de Na2504, esta sal posee una mejor capacidad como solubilizante de
NTS, que cuando se utiliza NaCl en el mismo intervalo de concentraciones. Lo anterior se
explica porque para una misma concentracion de las sales monovalentes o divalentes, las

fuerzas i6nicas son diferentes, y en este caso mayores para todas las disoluciones de
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Naz2S04, a las mismas concentraciones de NaCl (Tabl.a 7). En las Figs. 5a y 5b, se puede
observar que la maxima solubilidad de NTS de amaranto, se obtuvo en un intervalo de u
de 1 a 1,5; tanto para NaCl como para Na2SO4. Cuando se considerd la concentracién y
naturaleza de la sal, se observé que a concentraciones bajas del Na2S04 se solubilizé mas
NTS, que con el NaC! (Figs. 6a y 6b). Este fenémeno de solubilidad est4 asociado al efecto
de la sal y no de la concentracién de fa misma (Figs. 5a y 5b). Se sabe teoricamente, que [a
solubilidad de las proteinas globulares es mayor en concentraciones bajas de sales
divalentes neutras como el MgCl y (NH4)2504, que cuando se utilizan sales monovalentes,
como el NaCl, NH4Cl y KC!. La u influye en la solubilidad de 1a proteina, de tal manera que
disminuye al aumentar la fuerza idnica y precipitan de una disolucién a p altas (Voet y
Voet, 1990j. La disminucién de la solubilidad de NTS, también s;e observd en este estudio,
a una p>2 de Na2S04. Se supone que a esta y, la influencia se ejerce sobre el almidén en
vez de las proteinas, puesto que se obtuvieron geles, que se creen fueron de almidéﬁ
modificado. Padhye y Salunke {1977) en sus estudios de extraccién de proteinas a partir de
Phaseolus mungo, mencionaron que el Na2S04 fue un mejor solubilizante de proteinas,
que el NaCl, aunque no se explicé la razén.

Los perfiles de solubilidad en disoluciones salinas‘del NTS de HPAD-29 o de la
semilla de amaranto, resultaron muy interesantes, ya que en los estudios de
caracterizacién y cuantificacién de las proteinas de amaranto, uno de los métodos mas
utilizados tradicionalmente, es el de Landry y Moureaux (1970), en este estudio se

recomienda la extraccién de las globulinas con NaCl 0.5 M (1=0,5).
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Si se toma en consideracion el perfil de solubilidades (Figs. 5a y 5b) para las proteinas del
amaranto, a esta | no se tendria una extraccion cuantitativa de NTS, puesto que la mayor
solubilizacidn, se presenta en el intervalo de (1 entre 1 a 1,5 para ambas sales. Por lo tanto
en este y como en otros trabajos (Soriano-Santos y col., 1992), se considera que hasta la
fecha no existe una cuantificacion precisa del fraccionamiento de las proteinas del
amaranto, porque estas proteinas poseen un perfil de solubilidad de NTS particular,
puesto que, es también a esta fuerza idnica donde se obtiene la mayor cantidad de NP y la
minima cantidad de N no proteinico (NNP), que son los componentes del NTS. Lo anterior
se sustenta en las observaciones que Osborne (Shewry y Miflin, 1983) realiz6 a.l extraer el
NTS (albdmina + globulina) en NaCl al 10% de harina de cebada, quien observé que la -
presencia de sales en otras fuentes vegetales hacen imposible la extraccion de la
verdadera fraccion de albiimina con agua. También es probable, que una extraccién
secuencial produzca una considerable contaminacion entre albimina y globulina y de
aqui la dificultad en la reproducibilidad de la separacién de ambas fracciones. Estas
dificultades de fraccionamiento, se evidencian por la presencia de polipéptidos comunes
en las dos fracciones detectadas por la electroforesis. La proporcion del NTS de una
semilla, en disoluciones salinas varia dependiendo del contenido de NT del grano.
También es probable que la desnaturalizacion durante el almacenamiento de la semilla o
durante la extraccién provoque, la insolubilidad de las proteinas solubles en sales y de ahi
su presencia en glutelinas (Shewry y Miflin, 1983).

El N no proteinico (NNP} solubilizado en disoluciones salinas en este y otros

informes, se registrd en altas cantidades entre 30 y 40% del NTS. A la fecha no se ha
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caracterizado la naturaleza quimica del NNP, pero se especula que incluye péptidos,
aminodcidos libres (amﬁos producto de una hidrélisis parcial de las proteinas) y
probablemente carbohidratos complejos, écido fitico, y compuestos fendlicos como el
4cido ferdlico, 4cido clorogénico, 4cido sindpico y sinapina, entre otros, que se solubilizan

junto con el NP en las disoluciones salinas (Myers, 1988).

2.2 Solubilidad en disoluciones alcalinas.

Otra caracteristica del NT de HPAD-29, fue que present6 una limitada solubilidad
en el &lcali. Paredes-Lopez y col., (1988} indicaron que la mayor solubilidad de las
proteinas del amaranto se obtuvo a pH 11. Por esta razén, en este estudio sélo se trabajé-
en un intervalo de pH entre 9y 11. Se encontré que la solubilidad de NTS de HPAD-29 en
el Alcali, aumenté al elevarse el pH. Se observé una solubilizacién de 60 al 70% de NT de’
HPAD-29 que correspondié al NTS. También se evalud el N insoluble en el alcali (NIR), en
este caso se midié en el residuo de HPAD-29, que result6 entre el 30 y 40%. EI NT de HPAD-
29 medido experimentalmente (NTS + N insoluble en dlcali del residuo) fluctio entre el
99,3+0,6% (Tabla 9). Lo anterior indicé que adin con la extraccién alcalina de NT de HPAD-
29, permanece insoluble una cantidad importante del NT de 1a harina. Lo anterior puede
deberse a la desnaturalizacion de las proteinas, durante el almacenamiento de la semilla o
por los disolventes durante la extraccion de NTS o por el desengrasado previo al que son

sometidos los materiales para la extraccion de proteinas (Shewry y Miflin, 1983).
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En cuanto al contenido de NP y NNP aistado en el NTS, en el intervalo de pH de
prueba, se observd que no hubo diferencia significativa entre los tres tratamientos
(p<0,05). El NP contenido en el NTS fluctué6 entre el 87% y 89%; y el NNP entre el 11% y
13%. Este dltimo quiza sea producto de la hidrélisis enzimatica parcial de las proteinas

durante la molienda previa de la semilla.

Falla 9. renolimintos e extraccion sl v te (@ havina profeinica de amaranto
desengrasada hipad-29) &n aleal a diferentes ph.

nach gepa/100q | gurs®100g [gquri 00y | et 00y
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a a [l a8
2b% ' 09 206 "+ 01 293+ 0) 526 106

1 opa. concentrank proteinico olrsnitld &n solullizacion alealina.
2 nrs nifvogaro Foral solulle en alcall

3 viv. itrogenc Insohilds en aloali residual

* ng. nitvogeno proteinico contenind £n 6l opa.

% [os resulranos son la metia * oe o Fves veglcas as menias ron @ misma &hea o son
significativamente titerantes Ip<0.05!

Se sabe que los tratamientos fuertemente alcalinos (pH >11) pueden modificar
ademds de algunas de las propiedades funcionales de las proteinas nativas, también
aminoacidos esenciales como la lisina y generar nuevos residuos de aminoacidos como la
lisinoalanina, lantionina y ornitinoalanina. Estos residuos Ae aminodcidos son
considerados t6xicos para el organismo. Sin embargo paradéjicamente, estos mismos

tratamientos pueden mejorar las propiedades funcionales de las proteinas. La naturaleza e
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intensidad del tratamiento aplicado sea alcalino o quimico, determinard las
modificaciones que se produzcan en estas propiedades {Cheftel y col., 1989). Por lo
anterior seria importante estudiar los cambios nutricionales de las proteinas, durante la
obtencién de los concentrados y aislados proteinicos y tratar de evitarlos en la medida de -

lo posible, si realmente se desea aprovechar al mdximo su alto valor nutritivo.

2.3 Modificacién quimica (succinilacidn).

La modificacién quimica que se reconoce mas efectiva para mejorar las propiedades
funcionales de las proteinas, entre ellas la solubilidad, es la succinilacién (Choi y col., 1982).
La Fig. 7 muestra el efecto de la succinilacién sobre HPAD-29, donde se observé claramente -
la relacién directa del aumento de la solubilidad de material soluble succinilado en relacion
al grado de succinilacién de HPAD-29. Sin embargo, aparentemente el contenido de NTS
disminuye al aumentar el nivel de succinilacién de HPAD-29. Por otra parte, si se relaciona
el contenido de NP con respecto al NTS por sﬁccinilacién (en cada nivel}, la relacién
permanece constante a partir del 40% hasta el 100% de succinilacion de HPAD-25. Lo
anterior quiere decir, que existe un limite de acilacién de las proteinas contenidas en HPAD-
29 entre 40% y 50% y a partir de este nivel se favorece la esterificacion del almidén
contenido en HPAD-29, con lo que se aumenta la solubilidad del material por succinilacién,
pero con el mismo c-ontenido de NTS y NP. Se puede observar que al aumentar la relacién
de anhidrido succinico-proteina cruda de HPAD-29, se podrian obtener concentrados
proteinicos con baja concentracion de almidon y por otra parte, materiales proteinicos

ricos en almidones modificados por esterificacion con anhidrido succinico. En la Fig. 8 se
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muestra el perfil electroforético de los diferentes grados de succinilacion, donde se aprecia
claramente, la disminucion del contenido de NTS en relacibn al aumento de la
succinilacion.

Delahaye y Gomez (1987) publicaron la obtencion de un material succinilado (1,4%
de succinilacién respecto al contenido de proteina cruda) a partir de semilla de amaranto,
con un rendimiento de 14% y un contenido de proteina cruda o NT de 67,1%. Ademds
sefialaron una modificacién del 42% de los grupos € amino de la lisina, como consecuencia
de ese nivel de acilacién. A pesar de que en este trabajo se realiz6 un barrido de acilacion
de las proteinas desde 10% al 110%, respecto al contenido de NT del HPAD-29, no se
registraron valores de recuperacion de NTS mayores al 55%, ain con una relacién de
anhidrido succinico-proteina cruda de HPAD-29 del 80%. En cuanto al NNP no hubo
regularidad en la cantidad extraida, pero la tendencia fue una disminucién del 40% al 20%
para los niveles intermedios entre 10% y 110% de succinilacién, respectivamente. Los
autores antes mencionados identificaron al material succinilado con propiedades
funcionales excelentes. Sin lugar a duda, seria interesante medir el grado de acilacion, de
manera que se cuantifique la posible disminucién del valor bioldgico de las proteinas,
como consecuencia de la disminucién de lisina disponible. Se sabe que atn cuando los
derivados de adicion de la lisina sean liberados de las cadenas polipeptidicas y absorbidas,
su aprovechamiento depende de ia presencia o ausencia de acilasas eficaces en el rinén o en
otros 6rganos de diferentes especies de animales. Asimismo se reduce la disponibilidad de
serina y treonina aunque definitivamente se ha reconocido a la succinilacién proteinica,

como un tratamiento que mejora las propiedades funcionales, principalmente solubilidad y
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actividad emulsificante de aislados proteinicos {Cheftel y col., 1989; Franzen y Kinsella,
1976).
3.0 Comparacién de los métodos de solubilizacién de Jas proteinas de HPAD-29.

En la Tabla 10 se pueden apreciar los rendimientos de NTS de HPAD-29, en las
mejores condiciones de aislamiento obtenidas en cada uno de los diferentes métodos de
solubilizacién, con referencia a una solubilizacién acuosa. Como puede observarse, una
solubilizacién acuosa rindié la menor cantidad de concentrado, pero con un mayor
contenido de NP de acuerdo al andlisis de Duncan (p<0,05); lo anterior se explica porque
las albiminas son solubles en agua y la semilla de amaranto es rica en esta fraccién
proteinica (Soriano y col., 1992). Los concentrados proteinicos que tuvieron mejores -
rendimientos en NP fueron los obtenidos por solubilizacién alcalina a pH de 10 y 11y con
la relacién anhidrido succinico-HPAD-29 al 50%, seguidos de la solubilizacién en NaCl IM y
Naz2504 0,4M en este orden. Se acepta tradicionalmente que el contenido de proteina en
los concentrados y aislados proteinicos, se expresen en términos de proteina cruda o NT.
Sin embargo, en este trabajo se hace hincapié en que el valor en proteina crdda, no
expresa la cantidad de proteina o N proteinico. Nutricionalmente hablando, lo anterior
quizid no tenga importancia, ya que ain el NNP puede aprovecharse en el organismo
humano, pues se compone, entre otras moléculas, por aminodacidos y péptidos. El
proposito es entonces, contar con concentrados proteinicos de caracteristicas quimicas y
funcionales bien definidas, que puedan ser utilizados como ingredientes en la formulaci6n
de alimentos. Ademés.’en la Tabla 10 se indican los porcentajes de concentracién de

proteina que se obtuvieron en cada uno de los métodos de extraccién utilizados; se pudo
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observar que cuando se empleé el método de solubilizacién en agua se present6 el mayor
nivel de concentracién con 253,74 %, en tanto que el método de succinilacion ofrecio la
menor concentracion de proteina, sin emba-rgd, este tratamiento ofrece los mayores
rendimientos en material concentrado, por lo que este método de extraccion, al presentar
un nivel medio de contenido proteinico, representaria el tratamiento que rindiera o
extrajera mayor cantidad de proteina, a partir de 100 g de harina integral (HPAD-29).

Los resultados refuerzan la idea, en el sentido de que las fracciones proteinicas de
la semilla de amaranto (albiminas, globulinas, prolaminas y glutelinas) se han
subestimado, en parte por la solubilizaciéon limitada en los diferentes disolventes
empleados y porque no se han considerado las posibles alteraciones que las proteinas’

puedan sufrir durante su extraccién.
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Por otra parte, en la Fig. 9 se muestra el perfil electroféretico en condiciones de
desnaturalizacién para los diferentes concentrados proteinicos obtenidos; cabe mencionar
que tanto la concentraci6bn como el volumen aplicado para el desarrollo del perfil
electroforético fue la misma. El peso molecular de los diferentes polipéptidos presentes
en cada concentrado se obtuvo a partir de la curva de regresién lineal logPM=-1,4(Rf) +
2,27, Los pesos moleculares de los diferentes polipéptidos detectados se indican en la
Tabla 11. En la linea b se muestra el perfil del concentrado obtenido por succinilacién,
donde se aprecia aunque tenuamente, tres bandas principales (I, IHl, IV); en tanto las lineas
¢ y d muestran el perfil de los concentrados obtenidos por solubilizacién en dlcali a pH de
10y 11, en los cuales se pudieron apreciar siete subunidades diferentes (I, II; I, IVV, VI y

V1), de las cuales cuatro se revelan como bandas muy intensas.

table N peso molecular calculacde pava (os diferentess polipeptidos presentes en los
perfiles sleerroforerinos ok (os conceniranos proteinicos te amaranto.

suldwitianes P;:{Z :l‘;i:) Elll:{;r
‘ 622
i 38.3
il 302
v 201
Y 1.2
ul 6
uli 109

La linea c, por su parte revela el perfil de las proteinas contenidas en el concentrado

obtenido por solubilizacién acuosa, que se supone son principalmente albfiminas, con
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Figura 9. Perfil electroforético de los concentrados proteinicos de la
semilla de amaranto , a) marcadores: o lactoalbimina, inhibidor tripsina,
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albimina sérica bovina. 14,2; 20; 29; 36; 45 y 66 kD, respectivamente; obtenidos por
solubilizacién en: b) succinilacién; ¢) alcali pH 10; d) dlcali pH 11; ¢) en agua, pH 7, f)
en Na2S04; g) NaCl.
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alguna fracciébn importante de globulin.as, en este perfil predominaron pequefios
polipéptidos (V1 y V1I) de peso molecular menor a 14,2 kD; también se puede apreciar una
banda muy tenue (IV) que corresponde a una fraccién de peso molecular mayor a 20 kD.
Esto altimo contrasta con lo que encontraron Gorinstein y col. (1991), quienes en un
estudio de fraccionamiento de las proteinas de varias especies de amaranto, analizaron el
perfil electroforético de la fraccién que reconocieron como albéiminas, y encontraron que
éstas se encontraban constituidas por varias subunidades principales, de un rango de peso
molecular de 10 a 37 kD. De igual manera, Konishi y col. (1991) al hacer un

fraccionamiento de athbiminas y globulinas, utilizando en forma alterna extracciones con

agua y disolucién de NaCl, presentaron el perfil electroforético de las albaminas, el cual-

estuvo constituido por cuatro fracciones principales de peso molecular de 56, 36, 26 y 22
kD. Por otra parte, la caracterizacion electroforética de las proteinas solubilizadas en las
disoluciones de NaCl y Na2S04, {lineas f y g) no mostraron diferencias apreciables en las
diferentes subunidades (I y IV), salvo que las proteinas solubilizadas en NaCl mostraron
con mayor intensidad la fraccion VII; de la misma manera, las subunidades Hl y IV de peso
molecular catculado en 20,1 y 30,1 kD respectivamente, se mostraron mas intensas en las
bandas correspon(!ientes a las proteinas solubilizadas en Na25S04. Los datos encontrados
en este trabajo difieren notablemente con lo publicado por autores como Gorinstein y col.
(1991), quiénes seialaron que las proteinas solubilizadas en disoluciones salinas como las
globulinas, las cuales separaron de las albaminas por dialisis y una posterior

centrifugacién, se componen de diferentes subunidades de peso molecular de 14 a 18 kD;

Cérdoba Salgado, 1005 . ©8



Revies ok soluailivan N roncenMyaos rol&inicos oe amaranto.. vesultanos

por su parte, Barba de Rosa y col. (1992), informaron que la fraccién proteinica de las

globulinas constaba de polipéptidos de peso molecular de 38 kD.
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I1. EVALUACION DE LAS PROPIEDADES FUNCIONALES DE LOS CONCENTRADOS “PROTEINICOS
DE LA SEMILLA DE AMARANTO

1. Solubilidad de los concentrados proteinicos de amaranto en funcién del pH.

Las curvas dé solubilidad de los seis concentrados proteinicos de amaranto y el de soya se
muestran en la Fig. 10. Para todos los concentrados se pudo observar una regién de minima
solubilidad en un rango de pH de 4-5, que corresponde a la zona donde se localiza el punto
isoeléctrico de las proteinas presentes en estos concentrados.

Al comparar la solubilidad del concentrado succinilado con el resto de los concentrados
proteinicos, se emcontré que éste presentd un valor minimo de solubilidad a pH 4; el
comportamiento a pH 4cido del concentrado modificado, se podria explicar por la alteracion
de los grupos amino cati6nicos, lo que puede provocar un corrimiento del punto isoeléctrico
{Barber y Warthessen, 1982). Asimismo, el concentrado proteinico obtenido por succinilacion,
present6 los valores mas altos de solubilidad en un rango de pH de 6-9, en comparacién con
los concentrados sin modificacién quimica. Este comportamiento es similar al que ya se ha
observado en proteinas miofibrilares succiniladas de pescado, con aislados modificados de
avena, en glutén succinilado de trigo, con aislados succinilados de girasol, en harinas
modificadas de frijoles saltarines {Psophocarpus tetragonolobus), asi como en aislados
succinilados de harina de semilla de algodén, (Groninger, 1973; Barber y Warthessen, 1982;
Narayana y Rao, 1984; Kabirullah y Wills, 1982, Choi y col., 1981a), en las que se ha observado

un aumento de la solubilidad del nitrégeno. El incremento en la solubilidad de las proteinas

Cordoba Salgado, 1905
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Figura 10. Solubilidad en funcion de! pH de los concentrados
proteinicos de amaranto obtenidos por diferentes métodos de
solubilizacion y de soya comercial..
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succiniladas, se le atribuye a la modificacién de }a carga neta de la proteina; aunque Choi y col.
(1982), sugieren que el incremento en la solubilidad de las proteinas, ademas del cambio en la
naturaleza electrostatica ocurrido en la molécula, se da por el aumento en ia fuerza iénica de
la suspensién proteinica, ocasionado éste por la adicién del anhidrido succinico. Por otra
parte, en el concentrado NaOH (pH-11) se cuantificé la mayor cantidad de proteina soluble
cuando se elevé el pH hasta 1'0 de la suspensién proteinica, en comparacién de todos los
concentrados estudiados. Por su parte, el concentrado proteinico comercial de soya tuvo mejor
solubilidad que los concentrados proteinicos de amarantoa pH 2y pH 6.

En general los concentrados proteinicos de amaranto presentaron valores altos de
solubilidad de proteina a pH alcalinos; lo anterior contrasta con el comportamiento de los
concentrados preparados a partir de ocra o ajonjoli, que presentan una mayor solubilidad a

pH’s extremos Acidos y alcalinos (Dench y col, 1981; Bryant y col. 1988).

2. Capacidad de absorcion de aceite y agua de los concentrados proteinicos de amaranto.

En fa Tabla 12 se presentan los resultados obtenidos de la mediciéon de estas
propiedades funcionales. De acuerdo al andlisis Duncan (p <0,005) realizado, se encontré que
los concentrados obtenidos por solubilizacién en disoluciones de NaCl 6 Na2504 presentaron
los valores mas altos de absorcion de agua, y simultineamente 1a menor absorcion de aceite.

Diferentes autores como Paredes-Lopez y col. (1986), Dench y col. (1981) relacionan esta
propiedad de absorcién con la estructura nativa de la proteina; de esta manera, cuando

midieron la absorcion de agua en los concentrados de cidrtamo  (Chartamus
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thinctorius) y ajonjoli (Sesamum indicum), explicaron los altos valores de absorcion de agua
a la preservacién de la estructura nativa de las proteinas de los diferentes concentrados
proteinicos, dado que para la preservacion de la misma, influyd el método de extraccién de
las proteinas. Paredes-Lopez y col. (1986) para la preparacién de los concentrados de
cartamo, recurrieron al principio de la formacién de micelas, el cual involucra a las
propiedades electrostaticas de las proteinas; el procedimiento implicé la solubilizacién de las

proteinas en disolucion de NaCl con una dilucién posterior en agua fria; las proteinas
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solubilizadas con este método forman micelas y precipitaron por una centrifugacion
posterior.

Por su parte, Dench y col. (1981) prepararon el concentrado de ajonjoli, por una
solubilizacion de .las proteinas en una disolucion de NaCl y posterior precipitacion
isoeléctrica de las proteinas con acido tricloroacético. De alguna manera, las condiciones que
describen estos autores son similares a las utilizadas, para la preparacion de los
concentrados obtenidos por solubitizacion en disoluciones de Na2504 y NaCl a diferentes
concentraciones, en este trabajo. Para que se preserve la estructura nativa de las proteinas,
se debe de asegurar que los fragmentos hidrofilicos situados en el exterior de la molécula,
intgractﬁen con las moléculas circundantes de agua; en tanto que los fragmentos
hidrofébicos, que se orientan al interior, estabilicen Ia molécula proteinica. En el caso del
concentrado NaOH (pH-11), se observd que éste presentd la absorcion mas alta de aceite,
junto con el concentrado NaOH (pH-10) a p<0,005. En cuanto a la absorci6én de agua, este
concentrado no present6 diferencias significativas (p <0,005) con el concentrado obtenido en
solucion de Na2S04. La alta capacidad de absorcién de aceite o de agua para cada
concentrado obtenido en NaOH, podria explicarse debido a una alteracion en la estructura
nativa de las proteinas, probablemente por desnaturalizacion de éstas. Los grupos
hidrofilicos e hidrofébicos se hayan expuestos irregularmente, debido a la modificacién de
su estructura, permitiendo la interaccién tanto con moléculas de agua como de aceite
(Paredes-Lopez y col. 1986). Shanmugasundara.m y col. (1989} cuando midieron la capacidad

de absorcién de la harina de maduca, indicaron que la alta absorci6én de aceite que

Cordoba Salgado, 1995 %
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encontraron en esta harina, se pudo deber a la naturaleza eléctrica de los aminoacidos no
polares.

Los valores de absorcién de agua de los conceﬁtrados de amaranto encontrados en
este trabajo, se asemejan a los observados en los aislados de ajonjoli que investigaron Dench
y col. (1981), aunque son mayores que los valores para aislados de cartamo estudiados por
Paredes-L6pez y col. (1986). En lo que concierne a la capacidad de absorcion de aceite, se
encontré que los valores observados para los concentrados de.amaranto SO menores en
comparacién con los aislados de ajonjoli y cartamo. Debe de anotarse que en la composicion
original de estas semillas, el contenido de aceite es mayor que en la semilla de amaranto, lo
que podria explicar en principio, una mayor afinidad de estas protefnas por el aceite. Por
otra parte, Das y Kinsella, (1990) indicaron que para una misma proteina, los valores de
absorcion de agua o aceite obtenidos pueden variar segin el equipo que se utilice para su
evaluacion.

3. Actividad y Estabilidad de emulsificacién de los concentrados proteinicos en funcién del
pH.

En la Fig. 11 se muestra ¢l perfil de actividad de emulsificacién en funcién del
incremento del pH, que presentaron los concentrados proteinicos de amaranto, asi como el
de soya. En el concentrado NaOH (pH-11) se observé a pH 4, la actividad mas alta de
emulsificacibn de todos los concentrados, cabe mencionar que a este mismo pH,
anteriormente se habia observado la minima solubilidad de nitrégeno (Fig. 10), para todos

los concentrados estudiados. En el concentrado succinilado por su parte, también se observo
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la mayor actividad de emulsificacién a pH 6 y pH 8, posiblemente debido a que en ese rango
de pH se ionizan los polipéptidos presentes en este concentrado, lo que permite una
apertura de éstos, a lo largo de la interfase aceite-agua, abatiendo la tensién superficial y
propiciando la formacién de la emulsién. Diversos fenémenos de inestabilidad como la
floculacion, la cual puede ser provocada por la brusca supresion de cargas eléctricas debido a
la modificacion del pH y la fuerza ionica, se pueden observar en los sistemas emulsionantes;
la floculacién provoca que aumenten las repulsiones electrostiticas entre las gotitas
emulsificadas; lo que explica de alguna manera, el comportamiento azaroso de la actividad
de emulsificacion de los concentrados proteinicos de amaranto en funcién del pH. Se sabe
que segin el pH, se puede producir la ionizacion de las cadenas laterales de los aminodcidos,
este cambio en la naturaleza eléctrica puede aportar fuerzas de repulsion electrostética que
favorecen la estabilidad de la emulsion.

Con la finalidad de determinar la relacion de alta actividad y alta estabilidad
emulsificante de los concentrados preparados, se realizé una prueba Duncan, que permiti6
localizar en relacion del incremento del pH, aquellos concentrados que poseian
simuitineamente la mayor actividad y estabilidad de emulsificacion. En la Tabla 13 se
presentan los resultados de esta prueba; se encontrd que a pH 2, el concentrado succinitado y
el concentrado obtenido por solubilizaciéon en agua, tuvieron los mejores valores promedios
(p<0,005) de actividad y estabilidad de emulsificacion; mientras que a pH 4, correspondi6 a
los dos concentrados obtenidos por solubilizacion alcalina, poseer la mejor actividad y

estabilidad a p<0,005; por otra parte, a pH 6 se observé nuevamente que el concentrado
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succinilado, junto con el concentrado obtenido por solubilizacién a pH 10, tuvieron la mas
alta actividad y estabilidad de emulsificacion; finalmente a pH de 8 y 10, el concentrado
succinilado y el de soya que se utiliz6 de referencia, tuvieron los promedios mas altos
(p<0,005). Se observé que cuando se midié la actividad de emulsificacién a pH de 8, no se
encontraron diferencias significativas (p<0,005) en estos dos concentrados. Por altimo, a pH
10, la actividad de emulsificaciéon del concentrado de soya fue mds elevada (p<0,005) en

comparacion a los concentrados de amaranto.

Fakla 13 prueba duncan gava @ actividad y estabiidad e emulsificacion o concentvaces
prolEinicos NE amaranto Y soua en funcion oel ph

merod o6 Gxfraccion | g - a8 [ a b a b a b
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okt 2 i 4 i oA 8 o 10
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De los resultados anteriores se puede concluir que la modificacion de las proteinas,
en este ¢aso por succinilacién, que se reconoce como vehiculo para el mejoramiento de las
propiedades funcionales, donde participa activamente la naturaleza eléctrica de las
proteinas, se mejord tanto la actividad como la estabilidad de emulsificacion, lo anterior
coincidi6 ampliamente con lo que encontré Franzen y Kinsella {1976) y Ma (1984), en aislados
succinilados de soya y con aislados succinilados de avena. Kabirullah y Wills (1982) indicaron
que los aistados proteinicos de girasol. modificados por diferentes agentes quimicos,
incrementaron la solubilidad, la absorcién en agua, y la actividad de emulsificacion, sin
embargo, hacen enfasis en la naturaleza de la maodificacién, ya que la acetilacién del mismo

material, aunque mejor6 las propiedades funcionales, lo hizo en menor medida.

4, Regresion lineal de la aaiﬁdad de emulsificacién en funcion del pH o 1a solubilidad.
Difefentes autores han tratado de explicar las propiedades emulsionantes,
considerando principalmente la solubilidad de las proteinas, o el pH en donde se desarrolla
la emulsién; de esta manera, Bryant y col. (1982) indicaron que el papel de la solubilidad de
la proteinas, es incierto. Sin embargo, Yasumatsu y col. (1972) asi como Volkert y Klun (1979)
encontraron que la proteina solubilizada se correlaciona positivamente, tanto con la
actividad como con la estabilidad de la emulsion. No obstante, Lah y Cheryan (1980) asi
como Dench (1982) reportaron que la solubilidad del nitréogeno no necesariamente estd
correlacionada con estas propiedades emulsionantes. Sin embargo, en este trabajo, los

resultados del andlisis de regresién lineal simple realizado, que se ilustran en la Tabla 14,
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indicaron que la actividad de emulsificacion del concentrado succinilado se puede explicar
por el pH o por l!a solubilidad en 79.62 % (p=0.0001). Resalta de estos resultados el
comportamiento del concentrado succinilado, dado que es el dnico de todos los

concentrados estudiados, donde se explica satisfactoriamente el comportamiento de la

ralle 14 analsis de regresion ieal simple para (@ capacidad de emulsificacion de concentvanos
profeivicos oe amaranta U soya. en Funeion el ph o [@ solulsilias

melono oe uropietad funcional  varlable coeficients de R
exracoion variable indeperdiente depevdlente  determinacion
sucrinianos0s% emulsifiracion i 7962 0.000"
solulbatlinzd 7962 0.000
aqua Ipk 2 emulstfioanion phd 80 ne!
soluballiclac! 20 ns.
waok pltio emulsificacion i 30 ns.
solulllivad 30 ns.
naald il smulsificacion A 50 ns.
solulallinac 18.20 ns.
naaso4 [0.4m} emulsiticacion fal 2801 00422 -
solulalliclan 1870 ns.
nael ) emulsiflcacion A 18.00 ns
solulalllcfac 5.90 ns.
SOUE comerclal smulsificacion ald 5519 0.0015
solulilivacd 3732 0015

| vio sivilfieativo & p<0.05.

actividad de emulsificacion en funcion del pH o la solubilidad; aunque la actividad de
emulsificacién del concentrado comercial de soya, también puede explicarse por el pH, pero

en un porcentaje de 55,19% a p=0,0015.

Cordoba Salgado, 1965



o e

nevfies ok solulilidan Ne concsntvanios proreivicos tke amavanto. resulfavios

Los resultados encontrados para los restantes concentrados, en cuanto a su relacién
con el pH o la solubilidad, difieren con lo reportado por Paulson y Tung (1981) quienes
encontraron una relacion lineal de la actividad de emulsificacion de aislados succinilados de
canola, con respecto al pH. En tanto que Barber y Warthessen (1982) encontraron una
aparente relacion lineal entre la solubilidad y la actividad de emulsificacion de glutén acilado
de trigo. Se han desarrollado diferentes teorias para explicar ¢l mejoramiento de las
propiedades superficiales. Por ejemplo, Morr (1979), report6 que la desnaturalizacion de las
proteinas puede mejorar tanto las propiedades emulsionantes como las espumantes,
justifica que lo mds probable del mejoramiento en la funcionalidad, pueda deberse al
desenrrollamiento de la molécula proteinica, que provoca la exposicién de los residuos
aminoacidos hidrof6bicos, haciendo a la proteina mds amfifilica, orientandose en la interfase
aire/agua 6 aceitefagua. Mc Watters y Holmes (1979) reportaron que ¢ aumento en la
solubilidad del nitrégeno no necesariamente incrementa las propiedades emulsionantes y
sugieren que la propiedad emulsionante pueda ser debida a la composicion de la proteina
totaI-. que incluye ademas, compuestos solubles e insolubles, ademds de constituyentes no

proteinicos como carbohidratos, entre otros.

5. Capacidad y estabilidad de espumado en funcion del pH de los concentrados
proteinicos de amaranto.

En {a Fig. 12 se muestran los perfiles de actividad de espumado desarrollados por los

diferentes concentrados de amaranto y ef de soya, en funcion del incremento del pH. Se
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Figura 12. Perfil de 1a Capacidad de espumado de los
concentrados proteinicos de la semilla de amaranto y
soya en funcion del pH.
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encontré que los concentrados de amaranto y soya desarrollaron perfiles semejantes a los
que presentaron cuando se midié la solubilidad del nitrégeno, a excepcion del concentrado
obtenido por solubilizacién acuosa. El perfil de actividad que presenté el concentrado
obtenido en agua, se atribuye a la clase de proteina que se solubizé, en este caso albiminas
(Myers, 1988) que son abundantes en el grano de amaranto (Soriano Santos y col. 1992) y que
poseen por lo general buenas propiedades espumantes {Cheftel y col., 1989). Por otra parte,
el concentrado succinilado a pH cercano al neutro, pH 8, tuvo la mas alta capacidad de
espumado, mientras que en el concentrado NaOH {pH-11} se observé el valor mas alto de
capacidad de espumado a pH 10 de todos los concentrados estudiados..

Similarmente a la medicion de las propiedades emulsificantes, tambien para las
espumantes se realizé una prueba de Duncan (Tabla 15), que permiti6 relacionar los mejores
niveles de actividad y estabilidad de espumado en el rango de pH estudiado. Se encontrd que
el concentrado obtenido por solubilizacidon en agua, tuvo los mayores promedios de
capacidad de espumado a pH de 2 y 6 (p<0,005); en lo que se refiere a la estabilidad del
espumado no se encontraron diferencias significativas (p<0,005), entre los valores promedio
de este concentrado y el de soya. A pH 4, se observé nuevamente que el concentrado
obtenido en agua, presenté los promedios mds aitos de capacidad de espumado; por otra
parte, en lo referente a la estabilidad de espumado no se encontraron diferencias
significativas a p<0,005, en los valores promedios obtenidos por este concentrado, el de
soya y el obtenido por solubizacién a pH 11. A pH de 8, 1a prueba de Duncan indicé que no

existieron diferencias significativas a p<0,005, tanto en la capacidad como en la estabilidad
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de espumado de los concentrados obtenidos en agua y por solubilizacién a pH 11; finalmente

a pH 10 el concentrado NaOH (pH-11), observé la mayor capacidad de espumado (p<0,005)

de todos los concentrados, en tanto que en lo que concierne a la estabilidad, no se

encontraron diferencias significativas para este concentrado, el de soya, el concentrado

NaOH (pH-10) y el obtenido en NaCl 1M.
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6. Regresion lineal simple de la capacidad de espumado en funcion del pH o la
solubilidad.

De manera similar que para 1a actividad de emulsificacién, también para la capacidad
espumante se estimé pertinente la realizacion de un anélisis de regresion lineal simple, que
dilucidard que variable presente en la suspension proteinica tiene influencia sobre la
capacidad de espumado, de estos concentrados. Los resultados del analisis de regresion
lineal simple disefiado se muestran en la Tabla 16. Al analizar las variables independientes
estudiadas que puedan explicar la capacidad de espumado de los concentrados proteinicos
de amaranto, se encontré que a excepcién del concentrado obtenido en agua, el pH de la
solucién proteinica explica esta propiedad en 75.88%, 92.14% 95.31%, 92.79% 90.57% y
90.57%, para los concentrados preparados por succinilacion, en disoluciones de pH 10 6 11
en NazS0s4 0,4 M, NaCl 1M y el de soya, respectivamente, a p<0,005. Mientras que la otra
variable analizada, la solubilidad de las proteinas de los diferentes concentrados, explicé
relativamente la capacidad de espumado de los concentrados succinilado y el NaOH (pH 10),
con un porcentaje de 69.45% y 53. 05% respectivarﬁente, a p= 0,002.

También se observo que a excepcion del concentrado preparado por solubilizacion en
agua, los restantes concentrados observaron una tendencia de comportamiento similar al
perfil de solubilidad desarrollado, tal como se muestra en la Fig. 7. Esto concuerda con lo

reportado por Kinsella (1979), quién explicé que la formacion de espuma depeﬁde en gran

Cérdoba salgada, 1905
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parte de la solubilidad de la proteina. De acuerdo con lo anterior, los concentrados

proteinicos de amaranto tuvieron simultaneamente un

tabla 1. analsis de @ vegresion fineal simplc para @ capaciday oe espumadc en
roneentranos proteinicos te amarvanto U soya. en Funcion el ok o fa solulalidan

meronio de propisday funcional variable coefiviente te 8
a@xtraceian variable dependicne  Independiente  deFerminacion
U B | gspumanio ok 7588 0.0001
solullislac 6945  0000!
agua (i 2) ESPUMaN0 o 4030 0.010%
solulalfican 301 ns!
naok ipi10) ESpuMana i %214 0001
soluhililan £3.02 0.002!
naol (k-1 GSpUmana i 95.31 0,000
salulalliizs 3547 0019
NE2504(0.4M) EspUmanio fid 9279 0.0001
solulbaliicdact 3547 oM
nacl im) ESpunan i 2052 0.0001
soluilliodsol 3547 0019
soya comerelal espumanio oA 2057 0.000t
salubiliize 202 ns.

ns! vo sigrificarivo a p<00s.

punto convergente de minima capacidad de espumado y de solubilidad a pH 4. La espuma
que desarrolfa el concentrado obtenido por solubilizacion en agua, ain en ese pH,
probablemente se deba a que se requieran minimas cantidades de estas proteinas en

solucion para el desarrollo de la espuma. En la misma idea, Kinsella (1979) sugiri6é que la

Cordoba salgado, 1905
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actividad de espumado se ve beneﬁciada por procesos de desnaturalizacién o alteracién de la
estructura original, p.e. por tratamientos térmicos, uso de agentes desnaturalizantes,
modificaciones quimicas. También algunos compuestos contenidos en la fuente vegetal ,
como las saponinas, que actiian como surfactantes, tienden a favorecer tanto la capacidad

como la estabilidad de espumado (Shanmugasunduram y col. 1989).

Cérdoba salgado, 1965
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[Il. CARACTERIZACION FSICOQUIMICA PARCIAL DE LOS  CONCENTRADOS
PROTEINICOS DE LA SEMILLA DE AMARANTO.

1. Anélisis de los perfiles de elucion de las proteinas contenidas en los concentrados
proteinicos de amaranto por filtracion en gel y monitoreo por electroféresis.

a) Perfiles de elucién en disolucién amortiguadora de fosfatos de pH 7.5 de los concentrados
obtenidos en disoluciones de NaCl 1M; Na,50, 0,4 M y en agua.

En las Figs. 14a, 14b y 14¢ se muestran los cromatogramas de las proteinas
contenidas en fos concentrados proteinicos obtenidos por solubilizacién en disoluciones de
NaCl 1M, Na2S04 0,4M y en agua, respectivamente. Se puede observar que los tres perfiles
de elucién tuvieron gran similitud, ya que presentaron un pico de alta absorbancia cercano
al volumen vacio (Vo) de la columna, en cada caso, estos picos se denominaron fraccion-
INacy, fraccién-liNa2so4) o fraccion-lH20), cuyos pesos moleculares promedio fueron calculados
por interpolacién de la relacion VefVo de marcadores de peso molecular conocido en una
columna de Sephadex G-200, en bufer de fosfatos de pH 7,5 (Fig. 13); en los dos primeros
casos fue de 381 kD y de 338 kD para el siguiente. En todos los casos, las eluciones obtenidas
presentaron una apariencia turbia, blanquecina; caracteristica que habia sido reportada
anteriormente por Konishi y col. (1985), Marcone y Yada (1992) y Soriano Santos {1992} entre
otros. Por otra parte, en los tres perfiles se aprecié un pico de alta absorbancia, cercano al
volumen total (Vt) de la columna; estas fracciones se denominaron fraccion-Inaa), fraccion-
il(NaZSO4) el peso molecular promedio calculado para estas fracciones fue de 7,6 kD. En el caso
de las proteinas obtenidas por solubilizacién en agua, el segundo pico estuvo compuesto por

dos fracciones, que se denominaron fraccion-lliHzo) fraccion-IliH20), para las cuales se calculd
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log Peso Molecular

¢ deshidrogenasa

4

Anhidrasa
carbonica

1.5 A |- » {1 - S

log P.M.=-0,87(Ve/Vo) -3,74
0.5

TG B

o T { 1 ! !

1 2 5
Ve/Vo

Figura 13, Curva de calibracion para marcadores de peso
molecular, en columna de Sephadex G-200 ({1,5x90 cm)

En bufer de fosfatos pH 7,5.
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( x5 o
1I-(NaCl) a
Abs.
25
2 1I-(Na2S04)
Vo
1-(Na2504)
1.5
1
.5
\ !
0 10 20 » 40 50 &0 n 80
Abs.
25
Vo
2f I1I-(H20)
Br I-(H20)

II-(H20)
0.5

Nimero de fraccién

t‘-Abs.320nm -+ Abs. 280 nm -~ Abs. 260 nm = Abs. 595 nm [

Figura 14. Perfiles de elucion de la filtracion en gel (Sephadex G-200 1,5x50
cm) en bufer de fosfatos (pH 7,5) de los concentrados proteinicos obtenidos
por solubilizacion en: a) NaCl 1M; b} Na2804 0,4M, ¢) en agua (pH 7).

Volumen vacio: Vo.
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un peso molecular de 19,5 y 6,0 kD, respectivamente. La relacién Vo/Ve, asi como los pesos
moleculares calculados para las diferentes fracciones proteinicas obtenidas de los
concentrados proteinicos de amaranto se presentan en la Tabla 17.

Por otra parte, cuando se caracterizaron por electroféresis la fraccion-linacy, fraccion-
H(Na2so4) o fraccion-IiH20) eluidas de la columna de Sephadex G-200 (Figs. 15a, 15b y 15¢), se
identificaron polipéptidos de peso molecular menor a 14,2 kD para las dos primeras. De
manera particular en el monitoreo de las eluciones por electroforesis, fraccion-liiz0) y
fracciéon-lllz20), se observaron dos subunidades, que se denominaron ol y o2, las cuales
tuvieron un peso molecular menor a 14,2 kD. Lo que sustenta la observacién realizada
anteriormente, con respecto a que se trata de dos picos sobrepuestos.

Con respecto a trabajos previos sobre la caracterizaciéon por filtracién en gel de las
proteinas del grano de amaranto, se han encontrado informes de autores como Marcone y
Yada (1991), quienes aislaron las globulinas a partir de harina integral de amaranto,
utilizando una disotucién de fosfatos de pH 7.5; el cromatograma que obtuvieron fue similar
al de las proteinas del concentrado obtenido por solubilizacion en agua, que se presenta en
este trabajo. De igual manera, encontraron varias fracciones, una cercana al Vo y dos
sobrepuestas, éstas cercanas al Vt de la columna. También, la apariencia de la fraccién
cercana al Vo de la columna, la describieron como turbia y de alta absorbancia.

Por su parte Soriano-Santos (1992), reporté la solubilizacion de albOminas y
globulinas en disoluciones de Na2504 0,04 M, posterior a una dialisis; indic6é que obtuvo dos

fracciones, una que identifico como globulinas, en tanto que la segunda como albiiminas. En
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Mr.

45
36
29

20
14,2

£y

a a4 45 46 47 48 49 S0 51
namero de fraccion

Figura 15a. Perfil electroforético de la fraccién-llNvachy, proveniente de la elucién en
bufer de fosfatos (pH 7.5) de la columna de filtracién en gel {Sephadex G-200;1,5 x 90
cm) del concentrado obtenido por solubilizacién en NaCl 1M. a) marcadores de peso
molecular: albimina sérica bovina, albamina de huevo, gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa, anhidrasa carbénica, inhibidor de tripsina y a-lactoalbéimina, con
Mr de: 66, 45, 36, 29, 20 y 14.2 kD, respectivamente.

9
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66 * a—

45
36
29
20
14,2

Ty 1

a 47 48 49 50 S§1 52 53 54 55

numero de fraccion

Figura 15b. Perfil electroforético de la fraccién-Il(Na2so4), proveniente de la elucién
en bufer de fosfatos (pH 7.5) de la columna de filtracién en gel (Sephadex G-200;1,5 x
90 cm) del concentrado obtenido por solubilizacién en Na2S04 0,4 M. a) marcadores
de peso molecular: albamina sérica bovina, albiimina de huevo, gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa, anhidrasa carbénica, inhibidor de tripsina y o
lactoalbiimina, con Mr de:.66, 45, 36 29, 20 y 14.2 kD respectivamente,
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frucacn I} AGUA

o
!E\

a 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56

nimero de fraccion

Figura 15c. Perfil electroforético de la fraccion-ll-H20) proveniente de la elucién en
bufer de fosfatos (pH 7.5) de la columna de filtraciéon en gel (Sephadex G-200;1,5 x 90
cm) del concentrado obtenido por solubilizaciéon en Agua {pH 7). a) marcadores de
peso molecular: albiimina sérica bovina, albimina de huevo, gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa, anhidrasa carbénica, inhibidor de tripsina y a-lactoalbimina, con
Mr de:.66, 45, 36, 29, 20 y 14.2 kD respectivamente.
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Pabla 17. pesos molenularss calculados oe f@s difeventes fracriones
proteivicas okteninas poy filtracion en 3el en una columng te sephadeEx §-
200 15 % 90 om) con un bufer de clurion e fosfatos de ph 25 e los
coneentranos profeinicos de @ semilla de amavanto. |

poneentrano fraceion Fracoion-i Fravrion-i
merono te UQ./VE ' Va U0, UE mr. U0,/ VE mr.
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los cromatogramas que presenté para las globulinas, se distinguieron tres picos de alta
absorbancia, uno ubicado cerca al Vo de la columna, coincidiendo también en sefialar que
esta fraccién tuvo una apariencia turbia y de muy bajo contenido de proteina; en tanto que
las dos restantes fracciones, las report6 con un peso molecular de 365 y 181 kD. Por otra
parte, e! cromatograma que encontré de las albiiminas, se caracterizé por la presencia de
tres picos de alta absorbancia, dos de ellos sobrepuestos y cercanos al Vt de la columna, el
peso molecular que calculé fue de 239, 190 y 115 kD. Por su parte, Mora-Escobedo y col.
(1990) en otro trabajo de caracterizacion de las proteinas del grano de amaranto,
solubilizaron las proteinas en disoluciones de NaCl 0,5M, e indicaron obtener dos fracciones
proteinicas, las cuales definieron como albminas y globulinas. En este sistema de
fraccionamiento se obtuvieron cromatogramas similares al trabajo de Soriano-Santos (1992),
donde se solubilizaron las globuiinas y albiminas en disoluciones de Na2S04 0,04M. El
cromatograma de las albiminas que presentaron, contiene dos picos de alta absorbancia,
para los cuales calcularon un peso molecular de 81 y 12 kD. Por otra parte, en lo ciue se
refiere a las globulinas, el cromatograma que reportaron consistio de tres fracciones
principales, dos de ellas con peso molecular de 260 y 17 kD. En tanto que la tercera la
reportaron como una fraccion de alto peso molecular de apariencia turbia, que también
omitieron, debido al bajo contenido proteinico que presenté al medir la proteina por el
método de Bradford (1976). Aunque Barba de la Rosa y col. (1992) aislaron las globulinas del
grano de amaranto por solubilizacion en bufer de Na2HPO4 (pH 7); el extracto crudo

{albiminas y globulinas) se dializ6 y las globulinas se precipitaron por centrifugacién.
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Reportaron un peso molecular aparente de la fraccién que reconocieron como globulinas de

166 kD.

b) Perfiles de elucién en disolucién amortiguadora de fosfatos de pH 7,5 de los concentrados
proteinicos NaOH (pH-10); NaOH (pH-11) y succinilado.

En las Figs. 16a, 16b y 16¢ se muestran los perfiles de elucion de las proteinas
contenidas en los concentrados NaOH (pH-11), NaOH (pH-10), asi como el succinilado,
respectivamente. De manera particular, en los perfiles de elucién correspondientes a los
concentrados obtenidos por sdlubilizacién alcalina, (Figs. 16a y 16b) se observ6 un pico de
alta absorbancia cercano al Vt de la columna, el cual se denomind, segiin el caso, fraccién-
Hanaon-10) 0 fraccibn-Hanaon11); el peso molecular aparente calculado para estos polipéptidos
fue de 7,8 kD. Cabe mencionar que en las diferentes ocasiones en que realizé la
cromatografia, se apreciaron las fracciones que se indicah. aunque las lecturas a 280, 320y
260 nm de las fracciones colectadas fueron altas, pero constantes desde la fraccién uno, no
distinguiéndose aigin otro pico bien definido.

Por su parte, en el perfil de elucion de las proteinas del concentrado succinilado, que
se ilustra en la Fig. 16¢c, se pudieron apreciar dos picos de alta absorbancia. El primero de
ellos, que se denominé fraccion-fasucc-50), se identific6 como un pico de relativamente baja
absorbancia, cercano al Vo de la columna; para esta fraccién se calcul6é un peso molecular
aparente de 466 kD, aunque cabe indicar que esta fraccion presenté baja cantidad de

proteina, cuando se midié por el método de Bradford (1976). Por otra parte, a la extrema

Cordoba Salgado, 1995 %
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Figura 16. Perfiles de elucién de filtracion en gel (Sephadex G-200, 1,5 x
90cm) en bufer de fosfatos {pH 7.,5) de los concentrados proteinicos
obtenidos por solubilizacién en disoluciones de: a) NaOH (pH 10); b} NaCH
(pH 11) y ¢) por succinilacién 50%. Volumen vacio: Vo.
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derecha del cromatograma se ubicé una segunda fraccion que se distingui6é cromatograma
se ubico uﬁa segunda fraccion que se distinguié cromatograma se ubicé una segunda
fraccién que se distinguié como fraccion-Hasucc30), cuyo peso molecular calculado fue de
7,60 kD. |

¢} Perfil de elucién en disoluciéon amortiguadora de Tris y glicina de pH de 8,9 de los
concentrados NaOH (pH-10); NaOH (pH-11) y succinilado.

Cuando se realiz6 la electroféresis dé las fracciones de mayor absorbancia obtenidas
en filtracion en gel en bufer de fosfatos de pH 7,5, no fue posible evidenciar nitidamente las
bandas de proteina, adn cuandc estas se tifieron con plata. Una posible respuesta se
encontré al analizar el perfil de solubilidad que presentaron las proteinas contenidas en
estos concentrados en funcién del pH, donde se aprecié que a pH aproximadamente de 7.5,
estos concentrados presentaron una solubilidad de 10 a 15%. Esta solubilidad limitada podria
justificar la baja resolucion de las proteinas de estos concentrados en las distintas
cromatografias. Tomando en consideracion lo anterior, se procedi6é a eluir las muestras en
un bufer de pH alcalino, como el bufer de Tris y glicina de pH 8,9.

En las Figs. 17a, 17b y 17c se muestran los perfiles de elucién de las proteinas de los
concentrados NaOH (pH-10), NaOH (pH11) y el succinilado, respectivamente. Se puede
apreciar que los cromatogramas de las Figs. 17a y 17b, tienen gran similitud, ya que en

ambos se distinguieron dos fracciones de similar perfil de elucion. En ambos casos, la

28
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Figura 17. Perfiles de elucion de filtracion en gel (Sephadex G-200
1,5x90cm) en bufer de Tris (pH 8,9) de los concentrados proteinicos
obtenidos por solubilizacién en disoluciones de: a) NaOH (pH 10); b) NaOH

(pH 11) y ¢) por succinilacién 50%. Volumen vacio: Vo.
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fraccion-linaon-10y 0  la fraccion-linaon-11) se localizé cerca al Vo de la columna; para estas
fracciones se calculé un peso molecular promedic de 375 y 381 kD, respectivamente.

Con respecto al andlisis electroforético de estas fracciones, en la Fig. 18a se presenta
el perfil electroforético de la fraccion-linaon-10), donde se apreciaron dos bandas con peso
molecular de 60,25 kD y de 24,43 kD, respectivamente. Por su parte, el analisis
electroforético de la fraccion-linaon11y (Fig. 18b), mostr6é que los polipéptidos presentes en
las ban&as tuvieron un peso molecular de 33,72 kD para la primera, y para la segunda de
25,23 kD, segiin }a ecuacién de la curva de regresion lineal (log PM = -1.4(Rf) + 2,27)

" elaborada para tal efecto.

Por otra parte, en cada cromatograma se distinguié una segunda fraccion de alta
absorbancia cercana al Vt de la columna, que se denominé segln el caso, fraccién-Hinaon-10)
o0 fraccion-llnaon-11) ; en ambos casos estas fracciones tuvieron un péso molecular de 7,76
kD.

Con respecto al cromatograma de las proteinas succiniladas, (Fig. 17c), éstas tuvieron
un pico de alta absorbancia a 280 nm, en un punto cercano al Vo de la columna, el cual se
denominé fraccién-lsuees0). Para las proteinas contenidas en esta fraccion se calculd un peso
molecular de 381 kD. Cabe mencionar que esta fraccion tuvo una apariencia turbia, similar a
la fraccién-lvacy, fraccion-lnazsosy o la fraccidn-lpzo.  Sin embargo, la absorbancia que
present6 la fraccién-lisuccsoxy, con respecto a la fraccién-linzon.10) 0 la  fraccion-Hinaow-11), fue

aproximamente tres veces superior, aunque la alta absorbancia a 260 y 320nm, se puede

Cordoba Salgado, 1905 00
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Figura 18a. Perfil electroforético de la fracci6n-l[(NaOH-10), proveniente de la
elucion en bufer de Tris (pH 8,9), de la columna de filtracién en gel {Sephadex G-
200;1,5 x 90 cm) del concentrado NaOH (pH 10) a) marcadores de peso molecular:
albamina sérica bovina, albimina de huevo, gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa, anhidrasa carbénica, inhibidor de tripsina y «-lactoalbtimina, con
Mr de: 66, 45, 36, 29, 20 y 14.2 kD respectivamente.
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Figura 18b. Perfil electroforético de la fraccion-Ii(NaOH-11), proveniente de la
elucién en bufer de Tris (pH 8.9) de la columna de filtracién en gel (Sephadex G-
200;1,5 x 90 cm) del concentrado NaOH (pH-11}, a) marcadores de peso molecular:
albamina sérica bovina, albGmina de huevo, gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa, anhidrasa carbénica, inhibidor de tripsina y a-lactoalbtimina, con
Mr de: 66, 45, 36, 29, 20 y 14.2 kD, respectivamente.
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deber a 1a interferencia de diversos compuestos, como la sinapina, el acido sinapico, acido
fitico, acido ferdlico, como lo han indicado otros autores (Soriano-Santos, 1992).

Con respecto al analisis electroforético de la fraccion-Isuccsos) (Fig. 18c), éste revel6 que
estaba constituida por dos grupos principales de polipéptidos. En el primer grupo se
distinguieron un par de bandas, de alto peso molecular, calculados en 65.53 y 64.26 kD,
respectivamente; y otro grupo de polipéptidos, cuyos pesos moleculares calculad0§ fueron de
29,03, 27.64 y 25.61 kD.
~ Por otra parte, a la extrema derecha del cromatograma de filtracién en gel (Fig. 17c),
también se pudo distinguir otro pico de menor absorbancia, que se denominé fraccion-
liisuccsow), para el cual se calcul6 un peso molecular de 5,61 kD. En la Tabla 18 se presentan las

relaciones de VojVe, asi como los pesos moleculares calculados para estas fracciones,
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Mr.
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14,2
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nimero de fraccién

Figura 18c. Perfil electroforético de la fraccion-llisucc50%), proveniente de la elucion
en bufer de Tris (pH 8.9) de la columna de filtracién en gel (Sephadex G-200;1,5 x 90
cm) del concentrado succinilade a) marcadores de peso molecular conocido:
albmina sérica bovina, albimina de .huevo, gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa, anhidrasa carbénica, inhibidor de tripsina y a-lactoalbimina, con
Mr de: 66, 45, 36, 29, 20 y 14.2 kD, respectivamente.
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Al comparar los cromatogramas de filtracién en gel (Fig. 16¢ y 17¢) de las proteinas del
concentrado succinilado en los dos sistemas de bufer de elucion ( bufer A, de pH 7.5 y bufer
B de pH 8,9), se puede observar que mientras la fraccién de alto peso molecular (fraccién-
Iasucesoy fraccion-lisuccson) aumenta su solubilidad y por lo tanto su resolucién en el sistema de
elucion de bufer de pH 8,9, la fraccién de bajo peso molecular (fraccién-Haswcso o fraccion-
Hisuccsox)) disminuye su solubilidad y resolucion. La disociacion y reasociacion de muchas
proteinas oligoméricas de plantas ha sido documentada, y se han atribuido a los cambios en
el pH, lo que puede medificar 1a distribucién de cargas en la superficie 0 cambios en la
fuerza i6nica que pueden mejorar o debilitar las interacciones de carga atractivasfrepulsivas
entre las unidades que componen las proteinas oligoméricas (Marcone y Yada, 1991), como
parece que ocurre con las globulinas del amaranto, que se han reconocido como proteinas
oligoméricas {Konishi y col. 1985; Marcone y Yada, 1991)

Con respecto a 1a solubilidad de globulinas y albiminas en funcién del pH, Soriano
Santos y col. (1992) al medir la solubilidad de las fracciones que reconocieron como
albiminas y globulinas en disoluciones de NaCl 0,4 M, indicaron que las globulinas son mas
solubles en funcién del incremento del pH. Aﬁadieron que las giobulinas presentaron valores
superiores al 90% de nitrégeno solubilizado en un intervalo de pH de 9 a 10. En tanto que las
albiminas, en el mismo intervalo de pH presentaron menores valores de solubilizacién (<

del 25% de nitrégeno solubilizado).
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2. Andlisis de los perfiles de elucion de las proteinas contenidas en los concentrados
proteinicos de amaranto por cromatografia de intercambio iénico.

a) Perfiles de elucién de la fraccion-nec), fraccién-Ina2soy y fraccion-luzo), disolucion
amortiguadora de fosfatos de pH 7,5.

De la filtracion en gel de los concentrados proteinicos de amaranto, se obtuvieron
diferentes eluciones que se denominaron fraccion-knecy, fraccién-Inazsos) y fraccién-luzo).
Posterior a un procedimiento de dialisis, estas fracciones se aplicaron a una columna de
intercambio aniénico, DEAE-Sepharose 6B-CL. En las Figs. 19a, 19b y 19c se muestran los
perfiles de elucién de la fraccidn-Inacy, fraccion-lnazsos y fraccién-lmzo), provenientes de los
concentrados obtenidos por solubilizacion en NaCl 1M, en Na2504 0,4M y en agua (pH 7),

respectivamente. Por una parte, los cromatogramas de la Fig. 19a y 19b, tuvieron como
caracteristica comin, la presencia de un pico de alta absorbancia (), que eluyé en

concentraciones de 0,1-0,15 M de NaCl, para ambos casos. También se pudo observar que en
la elucién de la fraccién-Ivazsos) (Fig. 19b) se tuvo un conjunto de lecturas a 235 nm que se
mantuvo alta, hasta una fuerza iénica de 1,5. La lectura a 235 nm considera la presencia y
cantidad de proteina solubilizada, pues es en esta longitud donde absorbe el enlace
peptidico. De hecho, Whitaker y Granum (1980} desarrollaron una expresién que permite
conocer la cantidad de proteina presente en cada elucion, a partir de la lectura de los
coeficientes de extincion obtenidos a 280 y 235 nm, sin necesidad de emplea.r algin método
de medicion cuantitativo de proteina, como podrian ser el método del colorante ligado a la
proteina (Bradford, 1976) o el método de Lowry. Por otra parte, cuando se eluy6 la fraccion-

20, se tuvo como rasgo caracteristico, 1a presencia de cuatro diferentes grupos de
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perfilas de solulllivad de concentrados prorénicos e amavanto vesulratios
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Figura 19. Perfiles de elucién en intercambio i6nico {DEAE-Sepharose 6B-CL,
1,5x30 cm) de la fraccion-inacy, b) fraccion-iNa2s04) y €) fraccion-iH20). £ fraccién £
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proteinas que eluyeron a diversas fuerzas i6nicas (Fig. 19¢). Se lograron distinguir dos
fracciones principales (7, /A, que eluyeron en un intervalo de fuerza iénica de 0,2-0.25 M de
NaCl. También se pudieron distinguir tres fracciones mas, que se presentaron en un intervalo
de fuerza i6nica de 0,8-1,7 M de NaCl. En todos los casos, la primera fraccién (4 eluida en

cada uno de los casos por la crométograﬁa de intercambio idnico, tuvieron una apariencia
turbia y amarillenta, ademas de bajas lecturas de absorbancia a 280 y a 595 nm. Cabe
recordar que las fracciones-Ivaci, Nazso4 ¢ H20), que provienen de la filtracion en gel; autores
como Konishi y col. (1985), Mora-Escobedo y col. (1990); Marcone y Yada (1991), Soriano
Santos (1992); no la consideran como fraccién componente de las globulinas del amaranto,
precisamente por el bajo contenido proteinico que presentaron, cuando se evalué por el
método de Bradford (1976).

b) Perfiles de elucién de la fraccién-linacy, fraccion-llinazso4) y fraccion-llmzo), en disolucién

amortiguadora de fosfatos de pH 7,5.

En las Figs. 20a, 20b y 20c se muestran los perfiles de elucién en columna de
intercambio iénico de la fraccion-linacy, fraccion-linazsosy y fa fraccion-llnzo), obtenidas
previamente por filtracién en gel. Se puede observar que las proteinas solubilizadas en las
disoluciones de NaCl y Na2504, tuvieron cromatogramas muy similares; ya que en ambos

casos se presentd un pico principal de fuerte absorbancia (7, en todos los casos), que eluy6 en

un intervalo de fuerza ionica de 0,20-0,25 M de NaCl; mientras que con las proteinas
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contenidas de la fraccién-llmz0), se pudieron apreciar al menos tres picos princip;ales (£ ii, ifg
(Fig. 20c), que eluyeron a fuerza i6nica de 0,2 a 0,4 M de NaCl. Es iniportante observar que las
lecturas de las absorbancias a 320 y 260 nm de los tres cromatogramas fue alta, lo que
presume la presencia de diferentes compuestos no proteinicos, pasiblemente compuestos
fendlicos, acido fitico, acido clorogénico, acido sinapico, sinapina, etc. que estan presentes en
concentrados proteinicos de otra fuente vegetal y que absorben en la regién ultravioleta
(Soriano-Santos, 1992).
¢) Perfiles de elucion de la fraccion-lnaon-10), fraccion-Ivaoway, y la fraccion-lsueson, en
disolucién amortiguadora de Tris y glicina de pH 8,9.

En las Figs. 21a, 21b y 21¢ se muestran los cromatogramas obtenidos de la elucion en

la columna de intercambio i6nico de las fracciones-kNaon-10, NaOH-11 y Succsos, provenientes de la

filtracion en gel en Sephadex G-200, de los concentrados correspondientes. En los tres
cromatogramas se tuvo como caracteristica comdn un pico de alta absorbancia (4 a fuerzas
ionicas bajas de aproximadamente 0,1-0,2M de NaCl. La fraccién (4 de la fraccion-Inaon.10)

(Fig. 21a), se caracteriz6 por su baja absorbancia a 280 nm; la magnitud de ésta,
correspondi6 aproximadamente a la tercera parte de la absorbancia que se tuvo para el resto

de los cromatogramas. También en este mismo perfil de elucién se pudo distinguir un

segundo pico, que se denomind (/) las proteinas de este pico se eluyeron de la resina

anibnica, hasta que el gradiente de fuerza idnica alcanzé una concentraciéon molar de 0,8 de

NaCl. Asimismo, en la Fig. 21b se presenta el perfil de elucién en gradiente correspondiente a

Cardoba salgado, 1995 m
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la fraccién-lnaon-11), en el cual destaca la presencia de un pico inico de alta absorbancia (/b);

este grupo de proteinas presentaron baja afinidad a la resina ani6nica, pues s6lo se necesit6
llevar el gradiente de NaCl hasta una concentracién de 0,1-0,2 M, para removerlas de ésta.
Finalmente, en la Fig. 21¢ se presenta el cromatograma de la eluci6n correspondiente a la

fracci6n-lisucesex, en el cual se aprecian dos picos de alta absorbancia. El primero de ellos,
denominado (i), tuvo como caracteristica principal presentar el valor de absorbancia mas
elevada de todas las fracciones eluidas; se observé que para eluir las proteinas contenidas en
esta fraccidn, se necesité emplear una fuerza i6nica muy baja, cercana a 0,2 M de NaCl; en
tanto que el pico de menor absorbancia (/g se present6 cuando la elucién alcanz6 la fuerza

ibnica correspondiente a 1,8 M de NaCl.

d) Perfiles de elucién de la fraccion-linaonao, fraccion-livaon11), y fraccién-lisucsson), en
disoluciébn amortiguadora de Tris y glicina de pH 8,9

Con respecto a la elucion en la columna de intercambio i6nico de la fraccién-linaot-10.
NaOH-11 y  Succ50%), obtenid;ls previamente por filtracion en gel de los concentrados
correspondientes, se obtuvieron los perfiles de elucion que se muestran en las Figs. 22a, 22b
y 22c. Para dos de los casos, se pudo observar como caracteristica comiin del pico (b 6 k), la
presencia de un regién de alta absorbancia a 280 nm. La fraccién #a/ correspondiente a ia
fraccion-Minaon-10), (Fig. 22a), se hizo evidente cvando la fuerza i6nica fue de 0,1 M de NaCl.

Por su parte, en el cromatograma de la fraccién-linaon11), se apreciaron dos picos de alta
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absorbancia; el primer pico (j aparecié cuando la fuerza i6nica fue aproximadamente de 0,1

M de NaCl. Una caracteristica que llama la atencion es el elevado valor de absorbancia que
tuvo esta fracci6n. En tanto que el segundo pico {/#, que tuvo una menor absorbancia, se

present6 cuando la fuerza ionica fue méas elevada, (1,8 M de NaCl). Finalmente, el perfil de
elucion (Fig. 22¢} de la fraccion-lsucsox, presenté un pico dnico (), que tuvo como
caracteristica principal eluir a fuerzas iénicas de 0,1M de NaCl. También fue caracteristico de
estas eluciones, que las lecturas a 320 y 260 nm fueron muy bajas, esto representa un indicio
de que tuvo menos interferencia de otros compuestos.

Una caracteristica que compartieron los picos principales de todas las eluciones, sin
considerar el pH de la disolucion amortiguadora, con la cual se formé el gradiente de elucion
para las proteinas, fue una alta absorbancia a 280 nm a fuerzas i6nicas muy bajas. Para todos

los casos, la fraccién (/) obtenida de esta cromatografia, que puede ser considerada por su

alta absorbancia, como la fraccion principal, se obtuvo cuando la elucion presenté fuerzas
iénicas menores de 0,3 M de NaCl. En diferentes estudios, como el que realizé Soriano
Santos (1992), donde se detalla el fraccionamiento. de las globulinas y las albaminas del
grano de amaranto, se menciond en términos generales, que la elucién en gradiente de éstas,
se efectiio a fuerzas iénicas menores a 0,4M de NaCl. De manera particular, en el caso de las
globulinas, Konishi y col. (1985) y Soriano-Santos (1992) informaron que las diferentes
fracciones que obtuvieron, presentaron una baja afinidad a una columna de Celulosa DE-52,

las cuales fueron removidas con un gradiente de fuerza iénica de 0-0,4M de NaCl. Asimismo,
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“Barba de la Rosa y col. {1992) observaron que cuando se aplicé la fraccién correspondiente a
la globulina proveniente de una filtracion en gel (Sephacryl $§-300), a una columna de DEAE-

Sepharose 6B-CL obtuvieron tres picos principales que eluyeron a 0.13, 0.17 y 0.2 M de NaCl.
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IV. RELACION DE LOS METODOS DE EXTRACCION DE LAS_PROTEiNAS, LAS PROPIEDADES
FUNCIONALES Y LA CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LOS CONCENTRADOS
PROTEINICOS DE LA SEMILLA DE AMARANTO.

Al analizar las diferentes propiedades funcionales estudiadas en funcién de la
naturaleza de los métodos de extraccion de las proteinas, empleados en la preparacion de
los diferentes concentrados, se observé que los métodos reconocidos por su efecto
desnaturalizante sobre las proteinas, como es la solubilizacién en alcali 6 la modificacion
quimica pueden provocar alteraciones en las propiedades originales de las proteinas. Esto
ocurri6 en los concentrados obtenidos por solubilizacién en dicali a pH 10 6 11, asi como en
el conce_ntrado preparado por succinilacién. De tal manera, que estos concentrados
presentaron valores mds elevados de las propiedadeé funcionales que el resto de ellos, como
se puede observar en la Tabla 19. Aunque que hay que anotar que los valores mé4s altos de
las propiedades estudiadas se dan a pH alcalinos, y precisamente en esta region confluyen
una serie de factores que dan pie a la expresion de estas caracteristicas funcionales; uno de
estos factores es el aumento de la solubilidad que tuvieron los concentrados en relacion al
incremento del pH de la solucién, ademds que estos concentrados presentaron la mayor
cantidad de proteina solubilizada de todos los concentrados estudiados. Al analizar en
particular la alta capacidad de espumado que mostré el concentrado obtenido por
solubilizacién a pH 11, ésta puede justificarse tomando en consideracién lo que argumenté
Cheftel y col., (1989), quién indicaron que la capacidad de espumado aumenta segin lo hace

la viscosidad y se sabe que ésta a su vez lo hace en funci6n del aumento del pH. De lo
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anterior se puede hacer la inferencia de que la propiedad estudiada en este concentrado se
puede explicar apropiadamente, considerando tanto la cantidad de proteina solubilizada

como la viscosidad en la solucién proteinica.

Fabla 19 grinciosles proplsdades Ffuncionales o s concevirados profeivicos oe

amaranfo.
ronrevtranio aksortion tie | aksorcion de | actividad de | raparida
im&totlo e agua aceire Emulsion tle sofulailivia
sxlvaccion ESKUMEN0
agus A » i@ - . g2 4 6.8y
10 1t
nacl imi pH 2 @)
NE2804 (0.4M a2 &l
Aok 1pik 101 (bt > (&) o ¢ 4 0@
viaak (olt 1 (@2 @ ik o1& o 10 i3 i 810 @ K 810 i3l
sucriniano 80% - 2 e8y10 |[pleysm |dieBE
&)

@ ivolica las metias mas altas sequv un analisis te thanean | R<0.008)

Una posible explicacién de la polifuncionalidad que presentaron estos concentrados
podria atliibuirse a la clase de proteinas presentes en estos. Las condiciones de preparacion
de estos concentrados sugieren que se han solubilizado la mayor parte de las proteinas
presentes (albiiminas, globulinas, prolaminas y glutelinas) en la semilla de amaranto. Una

evidencia que apoya lo anterior es el perfil electroforético (Fig. 9) de estos concentrados,
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donde el niimero e intensidad de las bandas sugieren una alta concentraci6n de diferentes

tipos de proteinas.

En el caso del concentrado proteinico obtenido por modificaciébn quimica, en este
caso se realiz6 la acilacion de l;s proteinas con anhidrido succinico, éste present$ la mayor
actividad emulsibnante. capacidad de espumado y de solubilidad en un rango de pH cercano
al valor neutro, como se puede observar en la Tabla 19. Diversos autores (Franzen y Kinsella,
1976; Choi y col. 1981; Paulson y Tung, 1988} atribuyeron el aumento, principalmente de las
propiedades superficiales (aquellas donde desempeia un papel muy importante la tension
superficial en las interfases aguafaire 6 aceitefagua) debido al cambio de la carga neta de la
proteina, provocado por el agente acilante; la insercién de éste resulta en un aumento de la
repulsién entre las cadenas polipeptidicas generando el desdoblamiento de la molécula; de
esta manera los polipéptidos resultantes, que son de naturaleza lineal y largos pueden
acomodarse en las diversas interfase aguafaire 6 aceitefagua, actuando como estabilizadores
de 1a emulsién, al orientar sus fragmentos polares en el componente no polar de ia emulsi6n
y simultdneamente ocurre un fenémeno similar con los fragmentos no polares con la parte
polar del sistema emulsionante. Esta nueva disposicion de la molécula proteinica se
manifiesta en la capacidad de espumado, provocando un abatimiento de la tensidn
superficial, lo que resulta en la prevencién de la coalescencia entre las redes proteinicas que

contienen las burbujas de aire. Este método de extraccién ha sido ampliamente reconocido
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como promotor del mejoramiento de diversas propiedades funcionales, tal como se

demostrd en este estudio.

Ademds de los cambios en la naturaleza eléctrica ocurrida en la molécula proteinica,
es necesario analizar la clase de proteinas présentes en este concentrado. Los diferentes
cromatogramas de filtracion en gel (Fig. 16c y Fig. 17¢) permitieron conocer que la
composicién de las proteinas esta dada principa!menté por dos fracciones de peso molecular
distinto. Las diferentes fracciones 1 obtenidas en cada cromatograma tuvieron un peso
molecular elevado (466 y.381 kD), en tanto que las fracciones Il tuvieron un peso molecular

que se ubic6 en el rango de 5,6 a 7,6 kD.

Por otra parte, los concentrados preparados por métodos reconocidos por preservar
la estructura nativa de las proteinas, como es la solubilizacion en agua o en disoluciones
salinas, en este caso Na2S04 y NaCl, presentaron sélo dos propiedades funcionales (Tabla 19).
El concentrado obtenido por solubilizaci6on en agua, presentdé los mejores valores de
capacidad de espumado en casi todo el rango de pH estudiado, de todos los concentrados en
estudio. Se ha discutido anteriormente que esta propiedad se debe principalmente a las
albiminas; éstas pueden ser proteinas globulares de bajo peso molecular, con una gran
capacidad de formar redes, abatir la tension superficial aire/fagua y atrapar burbujas de aire.
Por este método de extraccion se solubilizaron una gran cantidad de albaminas presentes en

la semilla de amaranto, segin se pudo constatar en el cromatograma de filtracién en gel de
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las proteinas de este concentradd; en éste se apreciaron tres fracciones principales, de las
cuales las fracciones Il y I, de peso molecular calculado en 19,5 y 6,0 kD respectivamente,
representaron la mayoria de las proteinas solubilizadas, asi lo confirmé el registro de las
lecturas del ensayo de la prueba del colorante ligado a la proteina (Bradford, 1976). Asi
también el perfil electroforético de este concentrado que se ilustra en la Fig. 9 representa
una evidencia mas del tamaiio relativamente pequefio de esta clase de proteinas, al presentar
una gran cantidad de polipéptidos de peso molecular menor a 14,3 kD, como lo sugiere la

intensidad de 1a banda.

Por otra parte, los concentrados obtenidos por solubilizacién salina, en este caso en
disotuciones de Na2504 0,4M y NaCl 1M, tuvieron como caracteristica principal presentar la
" absorcion de agua més alta. Se podria argumentar que cierta cantidad de agua puede quedar
atrapada por otro tipo de maléculas, principalmente carbohidratos; esto puede suceder y
verse reflejado en el incremento de la absorcién de agua, aunque en contraparte, también
sucede que una fraccién de las proteinas contenidas en este concentrado se solubilizaron. De
la informacién que se recopilé de las caracteristicas fisicoquimicas, se encontré que las
proteinas contenidas en este concentrado se encontraban conformadas por dos grupos
principales; uno de peso molecular de 381 kD y el restante de 6,7 kD. Ambos cromatogramas
presentaron rasgos de similitud con diferentes investigaciones anteriomente reportadas (
Marcone y Yada, 1991; Soriano-Santos, 1992; Mora-Escobedo y col. 1992). En estos trabajos

se habian llegado a conclusiones tan importantes, como saber que las globulinas del grano
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de amaranto, son moléculas oligoméricas. Estos autores emplearon varios métodos para el
fraccionamiento de las diferentes clases de proteinas presentes en la semilla de amaranto; no
obstante que los métodos empleados en la solubilizacion de las proteinas en esta
investigacion, se asemejan parcialmente a los que utilizaron los autores arriba citados, la
similitud de los cromatogramas permite afirmar que las proteinas contenidas en estos
concentrados han preservado su estructura nativa. Aunqué las proteinas totales presentes en
estos concentrados son principalmente una mezcla de globulinas, solubles principalmente en
disoluciones salinas, y de una fraccién de albiiminas que se solubilizaron en la disolucién

salina.

Finalmente en la Tabla 20 se relacionan tanto la funcién mdas relevante de los
concentrados, con las caracteristicas fisicoquimicas mas importantes evaluadas en este

trabajo.
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No obstante las perspectivas de aplicacién que tienen los diferentes concentrados
proteinicos obtenidos en esta investigacién, es imprescindible el disefio de experimentos
donde se analice la calidad nutrimental de estos. De esta manera se podra ponderar la
alteracién ocurrida debida al proceso de extraccion, que sufrieron en su calidad original las
proteinas de la semilla de amaranto. Se sabe que los tratamientos fuertemente alcalinos
pueden modificar ademds de algunas de las propiedades funcionales de las proteinas nativas,
témbién aminoacidos esenciales como la lisina y generar nuevos residuos de aminoacidos
como la lisinoalanina, lantionina y ornitinoalanina. Dependiendo de la severidad del
tratamiento alcalino, puede ocurrir la racemizacién de varios aminoécidos, junto con la B-
eliminacién de cisteina, cistina y residuos fosforilados y glicosilados de serina y treonina. Los
productos de la P-eliminacién, a partir de la treonina son dehidroalanina vy
metildehidroalanina. Estos derivados son muy reactivos en presencia de varios grupos
nucleofilicos, como los grupos g-amino, sulﬁhidril. imidazol, indol y guanidinio de los
aminoécidos.l Estas reacciones causan entrecruzamientos intra e intermoleculares en las
proteinas, originando un nuevo rearregio de la molécula proteinica. Este rearregio puede
originar  nuevas propiedades funcionales, ademds de producir un descenso en Ia
digestibilidad de las proteinas, incluyendo productos que pueden considerarse mutagénicos
{Feeney y Whitaker, 1988). Enk el caso del tratamiento de modificacién quimica, el nucleéfilo

por excelencia es la lisina, que puede sugerirse una pérdida del valor nutritivo, segiin sea la
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extensién de la acilacién ocurrida;.aunque en contrasentido se produzca la generacién de

nuevas propiedades funcionales.
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CONCLUSIONES

a) La influencia de la fuerza i6nica sobre los perfiles de solubilidad del Nitrégeno total
soluble, Nitrégeno proteinico 6 Nitrégeno no proteinico de HPAD-29, podrian
emplearse tanto para la optimizacién de la extraccion de las proteinas solubles en NaCl
6 Na2504 de la semilla cruda de amaranto, con fines de fraccionamiento; asi como para
la obtenci6n de concentrados proteinicos (ricos en albiiminas y globulinas), que posean
propiedades funcionales caracteristicas.

b) Aunque generalmente la calidad nutrimental de un concentrado o aislado proteinico
se expresa en términos de proteina cruda (N total), seria conveniente normalizar tanto
el contenido de nitrégeno proteinico (proteina verdadera), como el método de
solubilizacién, el cual daria como resultado un ingrediente con propiedades
funcionales especificas.

¢) El nitrégeno no proteinico presente en los concentrados contribuiria como fuente
adicional de nutrimentos (aminodcidos, péptidos, carbohidratos, entre otros). Ambos
atributos ampliarian la posibilidad de aplicacion de éstos concentrados como materia
prima en la formulacién de alimentos,

d) La extraccién de las proteinas de amaranto por disoluciones alcalinas (pH 10 y pH
11), asi como la modificacion quimica, por reacciéon de succinilacién resultaron los
métodos mas eficientes para la obtencién de los concentrados proteinicos. Sin
embargo, aunque ¢l rendimiento del concentrado proteinico obtenido por disoluci6n
acuosa fue bajo, el contenido de proteinas fue casi del 100%, a diferencia de los
concentrados obtenidos por solubilizacién alcalina, que estuvieron comprendidos en
un rango de 50 a 70%.

e) Se utilizd como paso inicial para la concentracién de proteinas el sistema de
clasificacion neumdtica, seguido de un método de solubilizacién de proteinas, para
lograr una mayor concentraci6én de las mismas; sin embargo, aGn empleando los
métodos de solubilizacion de proteinas mas eficientes, reconocidos para otros
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materiales vegetales, como el frijol de soya, con el que se obtiene una concentracién de
proteina promedio del 70%, esto no sucede de la misma manera para las proteinas de
amaranto, dado que queda alrededor de un 30-40% de proteina insoluble, debido a
diversos factores, que aun no se investigan.

f) Las propiedades funcionales de los seis concentrados analizados, se relacionaron con
el método de extraccién de proteinas respectivo; esto quiere decir que las fracciones
proteinicas fueron distintas en cada uno de los casos, lo que se reflej6 en las
propiedades funcionales desarroliadas en cada caso. Los concentrados proteinicos
obtenidos a pH alcalino presentaron los valores mas altos de las propiedades
funcionales, que el resto de los concentrados proteinicos ensayados. Sin embargo, para
el caso de cada uno de los concentrados restantes, estas se caracterizaron por
presentar por lo menos una propiedad funcional, que se desarrollé mejor al resto de
los concentrados analizados.

g) Los perfiles de elucién de los concentrados proteinicos obtenidos por los diferentes
métodos de solubilizaciébn mostraron que la composicion de proteinas en cada uno de
ellos fue diferente, lo que ademds se pudo reafirmar cuando estos perfiles se
compararon con sus perfiles electroforéticos. Fue caracteristico en todos los casos, a
excepcion del concentrado modificado quimicamente por succinilacién, que el
principal grupo de proteinas obtenidos por los diferentes métodos de solubilizacion
son catalogados como de bajo peso molecular; no asi para el caso del concentrado
obtenido por succinilacién, en donde se identificé un conjunto principal de proteinas
de alto peso molecular.

h} Al caracterizar la naturaleza eléctrica de las proteinas de todos los concentrados
protefnicos analizados, coincidieron en presentar una naturaleza eléctrica débil, debido
a que su elucién completa se obtuvo en concentraciones de NaCl bajas entre 0,1 y 0,4
M.
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ACTA DE EXAMEN DE GRADO

TLAS 0P/

("DENOMSINACION DE LA TESIS h
PERFILES DE SOLUBILIDAD Y

CARACTERTZACION FISICOQUIMICA

DE CONCENTRADOS PROTEINICOS DE

LA SEMILLA DE AMARANTO.

En México, D. F. se presentaron a las._11:00

del dia 14 __del mes de LJULIO
IZTAPALAPA

horas

del afio_1995

de la Universidad Auténoma

en la Unidad

Metropolitana, los suscritos miembros del Jurado.
DR. JORGE SORIANO SANTUS;

DRA. ISABEL GUERRERO LEGARRETA;

DRA., GABRIELA RODRIGUEZ SERRANO Y

DR. GUSTAVO VINIFGRA GONZALEZ

bajo la Presidencia del prlmero y con caracter de Secretario

el ltimo se reunieron para proceder al examen de grado de

R

tro en: BIOTECNOLOGIA
MARCO AURELIO CORDOBA SALGADO\

!;

presenté una comunicacléry\c\iek (Q§ultados, cuya deno-

-

minacion aparece al margen y de acuerdo con el articulo 33
fracmones R I, It y V dei Reglamento de Estudios de Posgra-

G b ol f"}h Ml

do de esta Universudad, los n |em ros del Jurado resolvieron:
7

Acto continuo, el Presidente del Jurado comunicé al interesa-

do el resuitado de la evaluacién y, en caso aprobatorio, le fue

tomada la protesta.

DRA. TSABEL GUERRERO L.-

P

/

ey //&Z%rf‘ /‘W.‘?ﬁ
PR. TUSTAVO VI G.

e

El suscrito Director de Divisién de__6:B-S. ~ hace
constar que las firmas que aparecen son auténticas y co-
rresponden a los sefiores Miembros del Jurado cuyos nom-
bres aparecen en esta acta.

DR. JORGE S SANTOS DRA. GABRIELA RODRIGUEZ 5
\. J J ,
r 77 -
\_/ ( W
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UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

A QUIEN CORRESPONDA:

Por la presente se hace se hace constar que el alumno MARCO AURELIO CORDOBA SALGADO con
matricula 92352071 cubrié los 240 créditos correspondientes al Posgrado de Maestria en Biotecnologia
aprobando ei Examen de Grado el dia 14 de julio de 1995 con Ia tesis titulada:

“Perfiles de solubilidad y caracterizacién fisicoquimica de concentrados proteinicos de la semilla de
amaranto”.

El Acta de Examen de Grado y el Certificado de Estudios Profesionaies se encuentran en tramite en la

Direccion de Sistemas Escolares.

A solicitud del interesado y para los fines que estime convenientes, se extiende Ia presente en la Ciudad de
México, Distrito Federal a los veintisiete dias del mes de julio de mil novecientos noventa y cinco.

ATENTAMENTE

UNIDAD IZTAPALAPA

COORDINACION DE SISTEMAS ESCOLARES

Av. Michoscén y la Purisima, Col. Vicentina, 09340 México, D.F. Apdo. Postal 85-632, 08000 México, D.F,,
Tels.: 724-4880 y 724-4883
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DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD
Departamento de Biotecnologia

A QUIEN CORRESPONDA:

Por medio de la presente hago constar que el DR. JORGE
SORIANQ SANTOS fué director de la tesis de Maestria titulada
"Perfiles de solubilidad y caracteristicas fisico-quimicas
de aislados proteinicos de la semilla de amaranto", del
alumno MARCO AURELIO CORDOBA SALGADO, quienestuvo inscrito
en la Maestria de Biotecnologfa de esta Unidad.

Se extiende la presente para los fines que al interesado
convengan, en la Ciudad de México, D.F. al primer dfa del
mes de febrero de mil novecientos noventa y seis.
Atentamente

"CASA ABIERTA AL TIEMPO"

cuus&(c)

RARDO SAUCEDO CASTANEDA
ador de la Maestrfa en Biotecnologia

'aca
UNIDAD IZTAPALAPA
Av. Michoacén y La Purisima, Col. Viceniina, 09340 México, D.F. Tel.: 724-4800 TELEFAX: (5) 612 0885
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