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RESUMEN
El objetivo de esta investigacion consistié en caracterizar las principales fracciones proteicas presentes en las
semillas de chia (Salvia bhispanica) con el fin de analizar su desempefio como agentes con actividad superficial.
Las técnicas empleadas pueden agruparse, segin su proposito, en 3 distintos tipos, mismas que se realizaron
en orden cronolégico de acuerdo con lo siguiente: 1) caracterizacion fisicoquimica de las semillas de chia, 2)
extraccion y caracterizacion general de las fracciones de proteina de chia y 3) evaluaciéon de su actividad
superficial.
Los resultados obtenidos en el laboratorio mostraron que las semillas de chia poseen gran potencial para su
uso en el sector biotecnolégico debido a la importante cantidad de macromoléculas presentes, principalmente
carbohidratos, lipidos y proteinas. El contenido de este ultimo grupo de compuestos es de destacar, ya que
fue superior a lo tradicionalmente encontrado en los cereales de mayor consumo (como el maiz, trigo, etc.),
con el 20% del total del peso seco. Por su parte, los carbohidratos fueron el principal compuesto hallado en
las semillas, con el 39.3% del total, mientras que el contenido de aceite se ubic6 en 32.6%.
Una vez comprobado que la cantidad de proteinas presentes en las semillas era adecuada en términos de
rendimiento para llevar a cabo la extraccion, se procedi6 al fraccionamiento del b#/k usando como criterio la
solubilidad de cada fraccién en distintos solventes. A partir de lo anterior, se obtuvieron 4 fracciones
principales: albuminas (solubles en agua), globulinas (solubles en NaCl 1 M), prolaminas (solubles en etanol
al 70% v/v) y glutelinas (solubles en NaOH 0.2% v/v). La fraccién con el mayor rendimiento masico fueron
las globulinas, con 53.6% del total, seguido de las albuminas con 17.9%; las glutelinas y prolaminas, por su
parte, mostraron contenidos de 14.3% y 11.96%, respectivamente.
Cada fracciéon fue sometida a una serie de pruebas generales con el fin de caracterizar aspectos basicos de
cada grupo. En primer lugar, el analisis del peso molecular mediante dispersion estatica de luz revelé que las
proteinas presentan masas moleculares distribuidas en un intervalo amplio, siendo las albuminas la fraccion
de mayor peso (954 kDa), mientras que las globulinas, con 62.1 kDa, fueron la muestra con el menor valor
hallado. Un hecho significativo de esta prueba es que el presente trabajo es pionero en el analisis de proteinas
derivadas de chia mediante esta técnica.
El analisis de la estructura secundaria para cada fraccidon revelé que en todas las muestras existe una
preponderancia significativa de configuraciones de tipo flexible (como a-hélice y random coil o estructuras
aleatorias), las cuales en conjunto sumaron mas del 60% del total. Diversos autores han destacado
previamente la importancia de este tipo de disposiciones en la estabilizacién de sistemas dispersos debido a
su potencial para situarse en interfases, comparadas con estructuras del tipo hoja-g.
La caracterizacion termodinamica mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC) permitié establecer

conclusiones valiosas respecto a las muestras. En primer lugar, el analisis de los termogramas facilité la



visualizacion de distintos subtipos de proteinas dentro de cada una de las familias principales (albuminas,
globulinas, prolaminas y glutelinas), todas ellas teniendo temperaturas de desnaturalizaciéon por arriba de los
75 °C, encontrando un maximo de 122.9 °C para un subtipo de globulina. Ademas, todas presentaron
entalpias de desnaturalizaciéon superiores a lo reportado en estudios previos. Este hecho abre la puerta a
multiples aplicaciones para estas proteinas debido al interés creciente de desarrollar materiales capaces de
soportar temperaturas elevadas durante el procesamiento sin perder sus propiedades funcionales.

En la dltima etapa de la caracterizacién general se analizo6 la variacion de la solubilidad en agua como funcion
del pH para los 4 tipos de proteinas aisladas. Todas las muestras presentaron perfiles de solubilidad similares,
con valores maximos a pH’s alcalinos, mientras que los valores mas bajos se observaron alrededor de pH 3,
debido, muy probablemente, a la cercanfa con el punto isoeléctrico. La solubilidad maxima de estas muestras
se logré a pH 12, donde alrededor del 85% de globulinas se encontraban solubilizadas, mientras que las
glutelinas alcanzaron un limite del 70%.

La fase final de esta investigacién consistié en examinar algunos de los principales parametros que influyen
en la actividad superficial de proteinas con la intencién de analizar su potencial utilizacién como agentes
estabilizantes de sistemas emulsificados, asi como para la formacién y/o estabilizacion de espumas.

Se examino el perfil de hidrofobicidad de cada fraccién mediante cromatografia de interaccion hidrofébica
(HIC), método que, al igual que la técnica de DSC, permiti6 visualizar distintos subtipos de cada familia de
proteinas. Como era de esperarse, las albuminas y globulinas presentaron una mayor proporcioén de subtipos
hidrofilicos, mientras que en las prolaminas y glutelinas predominan aquellos de caracter hidrofébico. No
obstante, las 4 fracciones muestran un equilibrio en su nivel de hidrofobicidad, hecho que favorece
significativamente la actividad superficial. Por su parte, se comprobé que la capacidad de retencién de agua
no forzosamente esta ligada a los perfiles de solubilidad, ya que las muestras de perfil predominante
hidrofébico mostraron valores elevados en este parametro, lo cual es evidencia clara de que ambos
fenémenos, a pesar de estar influenciados por eventos similares, son funciones complejas de distintas
variables.

A través del analisis del potencial zeta se comprobd que las albuminas, prolaminas y glutelinas exhiben
predominantemente carga superficial negativa en un amplio intervalo de pH, de hecho, existe una tendencia
clara del aumento de ésta conforme se hace mas alcalino el medio, alcanzando valores maximos entre -25 y
-30 mV para las glutelinas. Por otra parte, esta tendencia se muestra muy débil para el caso de las globulinas,
las cuales no superaron los -5 mV en el intervalo de pH evaluado. Los puntos isoeléctricos determinados en
este test concuerdan con los valores minimos de solubilidad hallados alrededor de pH 3. La presencia de
grupos ionizables en la superficie de las proteinas influye de manera significativa en el desempefio que

exhibiran en los procesos de fabricacién de emulsiones y espumas, dado que la repulsioén electrostatica es



clave para la estabilidad de la fase dispersa, ademas de que se ha propuesto que aquellas proteinas cercanas a
su punto isoeléctrico son capaces de mostrar mayor actividad superficial.

Una de las caracterizaciones mas importantes consistié en estudiar la dinamica de adsorcion de las proteinas
en interfaces agua-aire y agua-aceite. Mediante el monitoreo de la tension interfacial se comprobé que las 4
fracciones analizadas disminuyen de forma notable este parametro en tiempos muy cortos. Asi mismo, el
analisis de los datos revel6 que el fendmeno global es complejo y consta principalmente de 3 etapas: a)
difusion desde el bu/k hacia la interfase, b) adsorcion y despliegue en la interfase y ¢) agregacién y reacomodo
dentro de la capa interfacial. Se calcularon las constantes dinamicas en cada etapa, en donde aquellas en las
que predominé una superficie hidrofilica mostraron mejor desempefo en un sistema agua-aire, mientras que

aquellas en las que el caracter hidrofébico prevalecia funcionaron de mejor manera en la interfase agua-aceite.



ABSTRACT
The objective of this research was to characterize the main protein fractions contain in chia seeds (Sakia
hispanica) in order to analyze their performance as agents with surface activity. The techniques used can be
grouped, according to their purpose, into 3 different types, which were carried out in chronological order
according to the following: 1) Physical-chemical characterization of chia seeds, 2) Extraction and general
characterization of chia proteins fractions and 3) Evaluation of their surface activity.
The results obtained in the laboratory showed that chia seeds have great potential for use in the
biotechnology sector due to a large number of macromolecules present, mainly carbohydrates, lipids, and
proteins. The content of the latter group of compounds is noteworthy since it was higher than that commonly
found within the higher consumed cereals, accounting for almost 20% of the total dry weight. On the other
hand, carbohydrates were the main compound found in the seeds, with 39.3% of the total, whereas the oil
content was 32.6%.
Once verified that proteins content in chia seeds was adequate to carry out the extraction procedure, we
proceeded to the fractionation of the bulk, using solubility in different solvents as criterion for fractionation.
In this sense, 4 main fractions were obtained: albumins (soluble in water), globulins (soluble in 1 M NaCl),
prolamins (soluble in 70% ethanol) and glutelins (soluble in 0.2% NaOH). Globulins was the fraction with
the highest yield with 53.6% of the total, followed by the albumins with 17.9%; while glutelins and prolamins,
displayed contents of 14.3% and 11.96%, respectively.
Each fraction was subjected to a series of general tests, in order to characterize basic aspects of each group.
First, the analysis of molecular weights by static light scattering revealed that these proteins have molecular
masses distributed over a wide range, albumins being the highest weight fraction (954 kDa), while globulins,
with 62.1 kDa, they were the sample with the lowest value found. A significant fact of this test is that the
present work is a pioneer in the analysis of proteins derived from chia by this technique.
On the other hand, the analysis of the secondary structure for each fraction revealed that in all samples there
is a significant preponderance of flexible type configurations (x-helix and random coil), which together
accounted for more than 60% of the total. Several authors have previously highlighted the importance of
this type of arrangement in the stabilization of dispersed systems due to their potential to be placed in
interfaces, compared with structures of the 3-sheet type.
Thermodynamic characterization carried out by using differential scanning calorimetry (DSC) allowed
establishing valuable conclusions regarding the samples. In the first place, the thermograms analysis
facilitated the visualization of different subtypes of proteins within each of the main families (albumins,
globulins, prolamins, and glutelins), all of them displaying denaturation temperatures above 75 © C, where a

maximum of 122.9 °C was shown by a globulin subtype. In addition, all of them showed denaturation



enthalpies superior to those reported in previous studies. This fact opens the door to multiple applications
for these proteins due to the growing interest in developing materials capable of withstanding high
temperatures during processing without losing their functional qualities.

In the last stage of the general characterization, the variation of water solubility as a function of pH in the 4
types of isolated proteins was analyzed. All the samples displayed similar solubility profiles, with maximum
values at alkaline pH's, while the lowest values were observed around pH 3, due, most likely, to the proximity
to the isoelectric point. The maximum solubility of these samples was achieved at pH 12, where around 85%
of globulins were solubilized, while glutelins reached a limit of 70%.

The final phase of this investigation was to examine some of the main parameters that influence the surface
activity of proteins, in order to use them as surface agents in the stabilization of oil/watet type emulsified
systems, as well in the formation and/or stabilization of foams.

The hydrophobicity profile of each fraction was examined by hydrophobic interaction chromatography
(HIC), a method that, like the DSC technique, allowed the visualization of different subtypes of each protein
family. As expected, albumins and globulins had a higher proportion of hydrophilic subtypes, whereas in
prolamins and glutelins predominates those of a hydrophobic nature. However, the 4 fractions showed an
equilibrium in their level of hydrophobicity, a fact that significantly favors surface activity. On the other
hand, it was found that the capacity of water retention is not necessarily linked to the solubility profiles, since
the samples of predominant hydrophobic profile showed high values in this parameter, which is clear
evidence that both phenomena, despite if they are influenced by similar phenomena, they are complex
functions of different parameters.

Through the analysis of the zeta potential, it was found that the albumins, prolamins, and glutelins exhibit
predominantly negative surface charge over a wide pH range, in fact, there is a clear tendency of the increase
in this as the environment becomes more alkaline, reaching maximum values between -25 and -30 mV for
glutelins. On the other hand, this tendency is very weak in the case of globulins, which did not exceed -5 mV
in the pH range evaluated. The isoelectric points determined in this test agree with the minimum values of
solubility found around pH 3. The presence of ionizable groups on the surface of the proteins significantly
influences the performance of proteins in the manufacturing processes of emulsions and foams since
electrostatic repulsion is key to the stability of the dispersed phase, in addition to that it has been proposed
that those proteins near their isoelectric point are capable of showing greater surface activity. One of the
most important characterizations involved in studying the protein adsorption dynamics in water-air and
water-oil interfaces. By monitoring the interfacial tension, it was verified that the 4 analyzed fractions
decrease this parameter in a very short time. Likewise, the analysis of the data revealed that the global

phenomenon is complex and consists mainly of 3 stages: a) diffusion from the bulk to the interface, b)
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adsorption and deployment at the interface and c) aggregation and rearrangement within the interfacial layer.
The dynamic constants in each stage were calculated, verifying that those in which a hydrophilic surface
predominated showed better performance in a water-air system, while those in which the hydrophobic

character prevailed worked better in the water-oil interface.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

La industria de los tensoactivos y emulsificantes es un sector sumamente dinamico y en constante
crecimiento. Tan sélo durante el afo 2012 esta industria gener6 alrededor de 2.1 billones de ddlares en
ganancias, mientras que para el presente afio las estimaciones apuntan a cerca de 2.9 billones en dividendos
(McClements & Gumus, 2010).

En este sentido, la investigacion en la generacién de materiales novedosos capaces de crear nuevas
oportunidades en el mercado, asi como la mejora de los ya existentes, es una actividad que ha experimentando
un creciente auge en los dltimos afios. Paralelamente, el vertiginoso crecimiento de la poblacién plantea serios
desafios debido a la necesidad de cubrir los requerimientos alimentarios, asi como el abasto de ciertos
productos comerciales que forman parte de la vida cotidiana para la sociedad. Muchos de estos productos,
tanto alimenticios, de cuidado personal, cosméticos, detergentes y productos farmacéuticos constan de
formulaciones que pertenecen a la categoria de los sistemas dispersos, tales como emulsiones y espumas;
estos son sistemas multifasicos termodinamicamente inestables que requieren de la adicién de agentes
tensoactivos y/o emulsificantes para alargar su vida util.

Algunas de las moléculas mas empleadas con este fin son las proteinas, tradicionalmente obtenidas a partir
de fuentes animales y, recientemente, algunas vegetales especificas, lo que aunado a la explotacién desmedida
de estas para aprovechar otros productos pone en serio riesgo la sustentabilidad ambiental ante la demanda
mundial que aumenta exponencialmente.

También, un porcentaje importante de los emulsificantes y tensoactivos usados en el sector industrial son de
origen sintético, lo que recientemente se ha convertido en un asunto de interés debido a las preferencias por
parte de los consumidores, quienes demandan cada vez mas productos de origen natural en las principales
formulaciones que consumen.

Ante este panorama, es urgente que se apremie la investigacién cientifica con el fin de proponer nuevos
materiales que sean capaces de ofrecer alternativas viables en este sector. Bajo esta premisa, el presente
trabajo puso como objetivo principal caracterizar las propiedades superficiales de las proteinas de chia (Sakia
hispanica) para vetificar la factibilidad de su uso como estabilizantes de emulsiones tipo aceite en agua (O/W)

y espumas.
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CAPITULO 2

2.-ANTECEDENTES

2.1 Salvia hispanica L.

La chia (Salvia hispanica 1..) es una planta anual de la familia Lamiaceae que crece en extensas areas del oeste de
México y el norte de Guatemala. Las semillas de chia, junto con el maiz, frijoles y amaranto fueron de los
principales cultivos en las sociedades precolombinas (Olivos-Lugo e 4/, 2010).

Las semillas de chia son una fuente importante de nutrientes, tales como aminoacidos esenciales y acidos
grasos poliinsaturados. De hecho, el contenido proteico en estas semillas es mayor que el de la mayoria de
los cereales utilizados tradicionalmente, ya que contienen aproximadamente 19-23% (p/p), que es mayor a
la presente en el trigo (14% p/p), maiz (14% p/p), arroz (8.5% p/p), avena (15.3% p/p) y cebada (9.2% p/p)
(Sandoval-Oliveros & Paredes-Loépez, 2013). Los aminoacidos esenciales como la leucina, isoleucina y valina
comprenden 42.2-42.9% del total de aminodacidos presentes en dichas semillas; esta proporcién es mayor que
lo reportado en las semillas de oleaginosas mas comunes como la soya y el girasol (Timilsena e a/., 2016a).
Ademas, las semillas de chia contienen una elevada cantidad de acidos grasos omega 3 (p. ¢j. acido a-
linolénico), considerado un acido graso esencial. Dentro de este tipo de 4acidos grasos esenciales también se
incluyen los omega 6 (p. ¢j. acido linoleico) y omega 9 (p. ¢j. acido oleico), los cuales son moléculas vitales
para el organismo humano, debido a su incapacidad de sintetizarse dentro del mismo. Su presencia es
fundamental para mantener la salud mental y prevencion de enfermedades cardiovasculares e inflamatorias
(Timilsena e al, 2016b); por lo tanto, estas moléculas deben ser suministradas a través de la dieta en las
cantidades necesarias. En general, alrededor del 30-40% corresponde a materia lipidica, y de esta cantidad, el
85% corresponde a acidos grasos poliinsaturados (incluidos omega 3 y 6) (Timilsena ez al., 2016a).

No obstante, estos no son los unicos compuestos de interés presentes en estas semillas. En los ultimos afios
se ha reportado la identificacion de componentes de tipo flavonoide como la miricetina, quercetina,
kaempferol y algunos acidos cinamicos como el cafeico y clorogénico (cuya actividad antioxidante ha sido
demostrada hace ya varios afos), ademas de la presencia de un polisacarido con alto contenido de acido
urénico, cuya estructura quimica se conforma por una cadena principal de unidades B-D-xilopiranosil y o.-
D-glucopiranosil con ramificaciones de acido 4-O-metil glucopiranosilurénico que se comporta como
mucilago con una alta capacidad de retencién de agua (Vazquez-Ovando et al., 2010).

Las investigaciones que dieron lugar a los resultados mencionados anteriormente sentaron las bases para un
gran numero de trabajos posteriores cuyo objetivo fue analizar el papel de estas moléculas en el tratamiento
de padecimientos crénicos degenerativos. Como consecuencia de ello, se demostré que algunas de las

sustancias presentes en las semillas de chia poseen un amplio potencial en el tratamiento de enfermedades
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cardiovasculares, obesidad, regulacién del transito intestinal, niveles de colesterol y triglicéridos, asi como en
la prevencién de enfermedades como diabetes tipo II y algunos tipos de cancer (Bemelmans e a/., 2002;
Vazquez-Ovando ¢t al., 2010; Ixtaina ez al., 2011; Poudyal ez al., 2012; Jin ez al., 2012). Asi, a finales de los afios
90’s y durante la primera década del presente siglo surgieron investigaciones alrededor de todo el mundo
siguiendo la misma tendencia (Vuksan ez al, 2007; Fernandez ez al, 2008; Chicco et al., 2009); incluso
actualmente esta linea de investigacién continua siendo muy relevante (Marineli ¢f a/., 2015; Oliva ez al., 2013;
Orona-Tamayo ¢t al., 2015).

Sin embargo, es claro que las propiedades tecnofuncionales de este grupo de moléculas no estaban siendo
abordadas dentro del creciente nimero de investigaciones, como se demuestra en la cantidad de estudios
publicados si se compara con el enfoque médico-dietético. En realidad, el anilisis de las propiedades
tecnologicas de las moléculas presentes en las semillas de chia comenzé hace aproximadamente 10 afios. Asf,
en la primera etapa de esta nueva ola de investigaciones, la mayorfa de los trabajos cientificos trataron de
establecer las caracteristicas fisicoquimicas principales de los mayores componentes de las semillas de chia
(Vazquez et al., 2009; Capitani ez al., 2015; Olivos-Lugo e al., 2010; Sandoval-Oliveros & Paredes-Lopez,
2013). Posteriormente, se trabajé en la incorporacion de estos compuestos con la intencién de afiadir alguna
funcién particular dentro de un producto especifico, como en el caso de ciertos productos alimenticios que
han sido denominados alimentos funcionales (Fernandes ¢# a/., 2018; Zettel & Hitzmann, 2016; Ullah ez a/.,
2018). En este mismo contexto, diversos articulos de consumo masivo como alimentos, pasando por
productos de cuidado personal, hasta llegar a formulaciones farmacéuticas, pertenecen a la categorfa de
sistemas dispersos debido a su composicion. Una de las caracteristicas mas notables de esta gama de
productos es su estructura polifasica, lo que en muchas ocasiones involucra la incorporaciéon de moléculas
capaces de mantener la estabilidad del sistema por un cierto tiempo.

Las proteinas son compuestos capaces de anclarse en interfaces y de esta manera ayudar a mantener la
integridad del sistema en cuestién al disminuir la tension interfacial. Si bien las caracteristicas superficiales de
muchas proteinas han quedado elucidadas, para el caso de las proteinas vegetales, y en especial las de chia,
los mecanismos involucrados en su accionar cuando son incorporadas en este tipo de productos no se ha
descrito con detalle, a pesar de la existencia de reportes que describen la estabilizacién de emulsiones con
estas moléculas. Por lo tanto, en el presente trabajo se ha profundizado en aquellas propiedades que influyen
en la efectividad de un compuesto para ser considerado un buen agente superficial, y de esta manera, ofrecer
una alternativa viable al uso de materiales sintéticos y/o proteinas de origen animal en la industria

biotecnolégica.
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2.2 Proteinas
Las proteinas desempefan un papel fundamental en los sistemas biolégicos y abarcan todo tipo de funciones:
estructura, transporte, motilidad, defensa, reconocimiento, almacenamiento y la funcién catalitica que

realizan las enzimas (Galvez ez al., 2013).

2.2.1 Estructura
Las proteinas son polimeros altamente complejos constituidos a partir de 20 diferentes aminoacidos, las
unidades mas simples de la estructura quimica comun en todas las proteinas. Estas unidades estin
ensambladas a través de enlaces amida sustituidos. A diferencia de los enlaces glicosidico y fosfodiéster en
polisacaridos y acidos nucleicos, respectivamente, los enlaces amino de las proteinas son enlaces parciales
dobles, los cuales promueven la complejidad estructural de estos polimeros (Damodaran, 2008). En el nivel
mas elemental, las proteinas contienen 50-55% (p/p) de carbono, 6-7% (p/p) de hidrégeno, 20-23% (%) de
oxigeno, 12-19%(p/p) de nitrdégeno y 0.2-3% (p/p) de azufre.
La estructura de una proteina posee 4 niveles de complejidad:
1. Estructura primaria. Describe simplemente la secuencia de aminoacidos en la cadena polipeptidica.
2. La estructura secundaria describe las grandes subestructuras regulares que se forman cuando la
proteina se pliega. Existen dos tipos de subestructuras principales, estas son la a-hélice y la hoja-.
Ciertos aminoacidos se conocen como formadores de hélices (que incluyen, por ejemplo, metionina,
alanina y leucina), estos forman espirales apretadas (x-hélices) que se pueden unir mediante bucles
(secuencias cortas de aminoacidos con estructura suelta). Los puentes de hidrégeno entre el oxigeno
con doble enlace de un aminoacido y el hidrégeno amino del cuarto aminoacido siguiente a lo largo
de la hélice mantienen unida la estructura.
Por su parte, las hojas-$ se forman cuando las cadenas lineales de aminoacidos en el polipéptido se
orientan una frente a la otra en sentido paralelo (de grupo amino a carboxilo) o en direcciones
opuestas (antiparalelas, una va de amino a carboxilo y la otra en sentido contrario) a medida que la
cadena proteica se pliega. Los puentes de hidrégeno que se forman entre el oxigeno carboxilico y el
hidrégeno amino de los aminoacidos opuestos dan rigidez a la estructura. Estas cadenas se unen en
cada extremo por bucles o giros, resultando asf una estructura lineal plana denominada hoja B-plegada
o lamina .
3. La estructura terciaria es la estructura final que se forma a partir de las estructuras secundarias, es la
estructura tridimensional final de la proteina. Se mantiene estable mediante puentes de hidrégeno y
fuerzas de Van der Waals, interacciones hidrofébicas y puentes disulfuro. Algunas proteinas solo

funcionan cuando dos o mas cadenas polipeptidicas se unen para formar dimeros/trimeros, etc.,
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conocidos colectivamente como oligomeros. Estos pueden estar hechos de subunidades idénticas
(proteinas componentes) y llamarse homémeros, o diferentes subunidades y llamarse heterémeros.
4. La disposicién hecha por la formacién de oligdmeros se conoce como estructura cuaternaria. La

figura 1 resume los niveles de complejidad existentes en una proteina.

Estructura
primaria

Estructura

Pro cuaternaria

Ala
Asp

Lys Estructura Estructura
Thr secundaria terciaria

Asn \

Val J
Lys o o
Ala Q

Ala
Trp 3
Gly
Lys o-hélice
Val

Residuos Cadena polipeptidica Ensamblado de subunidades
aminodcidos

Figura 1. Niveles estructurales en proteinas (Cox & Nelson, 2017).

La funcién de una proteina esta determinada por su estructura mas que por su secuencia de aminoacidos.
Sin embargo, la secuencia de los aminoacidos es un factor clave para determinar la estructura final de la
proteina. Una proteina sin estructura fija se dice que esta en una formacion de espiral al azar (random coil),
esta tiene muy poca estructura regular y no posee actividad. Las proteinas funcionales tienen una estructura
muy regulada que se mantiene unida por puentes de hidrégeno y fuerzas de Van der Waals entre aminoacidos
cercanos, puentes disulfuro entre residuos de cisteina e interacciones hidrofébicas (Malvern Instruments,

2017).

2.2.1.1 Aminoacidos

Son moléculas pequefas con una estructura comun. Poseen un atomo de carbono unido a un grupo amino
y uno carboxilo, un atomo de hidrégeno y un cuarto grupo funcional (R). Este grupo funcional es variable y
es el que cambia en cada uno de los aproximadamente 20 aminoacidos que los sistemas biolégicos usan para
construir proteinas (Malvern Instruments, 2017). Los diferentes grupos funcionales en los aminoacidos les
confieren distintas propiedades. En el caso mas sencillo R=H (acido aminoacético o glicina), en los otros
aminoacidos R es un resto alifatico o heterociclico, que puede ser portador de otros grupos funcionales (ver

figura 2). El nimero total de aminoacidos existentes en la naturaleza es del orden de 200.
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Los aminoacidos se clasifican desde distintos puntos de vista. No obstante, la cadena lateral de los
aminoacidos es decisiva para las interacciones intra- e intermoleculares de las proteinas, por lo que se pueden
clasificar asf:

a) Aminoacidos con cadena lateral sin carga y apolar: glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina,
fenilalanina, triptéfano y metionina.

b) Aminoacidos con cadena lateral sin carga y polar: serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina, glutamina
¢) Aminoacidos con cadena larga cargada: acido aspartico, acido glutamico, histidina, lisina y arginina
Desde el punto de vista de la fisiologfa de la nutricién se pueden dividir en:

a) Aminoacidos esenciales: valina leucina, isoleucina, fenilalanina, triptéfano, metionina, treonina, histidina
(esencial para el lactante), lisina y arginina(semiesencial).

b) Aminoacidos no esenciales: glicina, alanina, prolina, serina, cisteina, tirosina, asparagina, glutamina, acido

aspartico, acido glutamico (Belitz ez a/., 2009).

2.2.1.2 Péptidos

Los péptidos se forman por unién de los aminodacidos entre sf a través de enlaces conocidos como peptidicos
entre el carbono del grupo carboxilo y el nitrégeno del grupo amino; cuando se forma el enlace se libera una
molécula de agua. En general, para la sintesis de péptidos es necesario bloquear los grupos que no deban
reaccionar. Una vez efectuada la sintesis, los grupos protegidos deben liberarse en condiciones tales que los
enlaces peptidicos permanezcan estables.

Los péptidos son nombrados de acuerdo con el numero de restos
aminoacidos, de esta manera se forman di, tri, tetrapéptidos, etc. El
término oligopéptidos es usado para aquellos con 10 o menos restos de
aminoacidos; los péptidos de alto peso molecular se denominan
polipéptidos. La transicion de polipéptido a proteina no esta definida
claramente, pero comunmente se asume como el limite un peso
molecular aproximado de 10 kDaj; es decir, se requieren cerca de 100
aminoacidos en la cadena peptidica para poder llamarla proteina. Los

péptidos se hallan profundamente distribuidos, frecuentemente tienen

Figura 2. Estructura general de un aminodcido.

Esta

estructura  es  comiin en  fodos Jos acciones biologicas especificas (hormonas, toxinas y antibidticos

aminodcidos, €X€¢f0 en la prolina, que posee una peptidicos) (Belitz ez al., 2009).
estructura ciclica (Cox & Nelson, 2017).
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2.2.2 Fuentes principales

Las proteinas son capaces de desempefiar diversos roles en los alimentos cuando forman parte de estructuras

ingeridas como tales o al incorporarse como aditivos. Estas macromoléculas son de gran utilidad tanto en su

forma nativa como modificada por procedimientos quimicos o enzimaticos. Por ello, la industria

biotecnolégica continuamente explora la incorporacion de nuevas fuentes de proteinas; este proceso depende

de distintos factores, tales como la inocuidad y rentabilidad en la aplicaciéon de estas.

Los productos animales que aportan proteinas a la dieta humana son el huevo, la leche y la carne de diversas

especies, principalmente.

a)

b)

Proteinas del huevo. Su composicién varia si se considera el huevo fresco o almacenado. En
conjunto con los lipidos que se encuentran en el huevo proporcionan un alto valor nutritivo debido
a que su perfil de aminoacidos es similar al de las proteinas de suero de leche. Se les considera
alérgenos importantes, en especial las de la clara. Sun ez a/. (2004) constataron que la fraccién proteica
presente en la clara es altamente sensible a factores promotores de la desnaturalizacion,
particularmente pH y tratamientos térmicos; simultineamente exhiben gran potencial para asociarse
y crear geles con variadas propiedades reoldgicas, comportamiento que incumbe a otras moléculas,
como el tipo de azicar existente. Asimismo, pueden formar agregados y coagular segun las
condiciones de pH, temperatura y sales que intervienen en este proceso y de cuyas variaciones
dependera la rigidez de los geles (Azakami e# a/., 2005). Uno de los usos mas extendidos de las
proteinas de la clara es la formacién de espumas, que se logra tras la desnaturalizaciéon de los
polipéptidos y la formacién de una interfase aire/liquido relativamente estable propia de este estado
de dispersion. Los dafios térmicos a las proteinas ocasionan una reduccién del espumado, sobre todo
si se calientan a temperaturas superiores a 60 °C, pero la adicién de ciertas sales y sacarosa ejerce un
efecto protector. Cuando se calienta la espuma el aire se hincha y la estructura se mantiene si las
proteinas no han sufrido dano (Gélvez ez al., 2013).

Proteinas de la carne. El contenido proteico de estos tejidos es alto, cercano al 70% de la materia
seca, independientemente del tipo de animal del que provengan (porcinos, vacunos, ovinos, etc.). Los
tipos de proteina presentes se han clasificado en tres grandes grupos, de acuerdo con su funcién
biolégica y su solubilidad: proteinas contractiles o miofibrilares, proteinas sarcoplasmicas o solubles
y proteinas del estroma o insolubles.

Las proteinas miofibrilares son las que conforman estructuralmente el tejido muscular y, ademas, las
que transforman la energia quimica en mecanica durante la contracciéon y relajacion de los distintos
musculos. Son solubles en soluciones salinas concentradas. Las proteinas sarcoplasmicas también se

conocen con el nombre genérico de midgeno; son principalmente globulinas y albuminas, se
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d)

caracterizan por ser buenos agentes emulsificantes y retener una gran cantidad de agua, también
tienen la capacidad de coagular y formar geles. Las proteinas del estroma o insolubles conforman el
tejido conectivo fuerte en los tendones, la piel, el hueso y las capas mas rigidas que envuelven y
soportan los musculos.

La suavidad de la carne es una sensaciéon que se debe basicamente a factores fisicos y bioquimicos de
las proteinas miofibrilares y el colageno, los tratamientos térmicos afectan de manera distinta a cada
una de estas fracciones. La composicion de las fibras de los diferentes musculos esqueléticos es uno
de los factores mas importantes que afecta los eventos bioquimicos asociados con la conversion del
musculo a carne (Galvez ¢# al., 2013).

Gelatina. Es una proteina derivada de la hidrolisis selectiva del colageno, el componente organico
mas abundante en huesos y piel de mamiferos. En general, se busca obtener cadenas de alto peso
molecular que faciliten la gelificacion. La formacién de sus geles termorreversibles se afecta con el
pH, la fuerza iénica, la concentracién, el punto isoeléctrico de la proteina, etc. Por su naturaleza
quimica, esta proteina esta sujeta a reacciones de deterioro, como la hidrélisis por accién de acido,
enzimas y microorganismos, que pueden destruir la estructura tridimensional que conforma el gel.
Es importante recordar que por su bajo contenido de aminoacidos esenciales su calidad nutrimental
es baja (Galvez e al., 2013)

Proteinas de pescado. El contenido de proteinas en los peces es muy variable (alrededor de 12-
13% base humeda), y al igual que en la carne, estas se dividen en contractiles o miofibrilares,
sarcoplasmicas o solubles y proteinas del estroma o insolubles. En estos 3 grupos, entre el 70 y 80%
corresponden a globulinas, 10-20% de albuminas y entre 2-4% de queratinas y colageno. Si se refinan
las proteinas miofibrilares estas pueden formar geles entre 5 y 40 °C; sin embargo, la mayorfa de las
proteinas presentes en el pescado poseen baja funcionalidad; aunado a esto, existen otras limitantes
importantes para su aplicacion en productos especificos, tales como la alta susceptibilidad de su grasa
al deterior oxidativo y un sabor caracteristico sumamente marcado (Park & Reed, 2015). No obstante,
estudios recientes reportan que al trabajar con hidrolizados proteicos estos poseen buena solubilidad
en una amplia gama de fuerzas idnicas y niveles de pH; ademas de que contribuyen a la retencién de
agua, textura y propiedades emulsificantes cuando se incorporan en alimentos. De igual manera se
reportan buenas propiedades espumantes, resaltando el hecho de que los hidrolizados deben poseer
un tamafo molecular 6ptimo para garantizar la funcionalidad (Halim ez 4/, 2010).

Proteinas lacteas. El nivel de proteinas de la leche bovina esta entre 3 y 3.5%, de acuerdo con la
raza y alimentacion del ganado productor. Las proteinas lacteas se agrupan en dos grandes conjuntos:

las caseinas (80%) y las proteinas del suero (20%) (Galvez ez al., 2013). Las caseinas son por definicién
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las fosfoglucoproteinas que precipitan de la leche descremada a pH 4.6 y 20 °C, los grupos fosfato
por lo general esterifican a los hidroxilos de las serinas. Su estabilidad en el seno de la leche se debe
a su fuerte carga eléctrica negativa, que cuando se neutraliza en el punto isoeléctrico las vuelve
inestables. Practicamente todas las moléculas de caseina estan asociadas entre si e integran las micelas,
pero una pequefia cantidad se encuentra en solucién. Existen cuatro fracciones principales que se
diferencian por su movilidad electroforética: o, P, k y y. La mayotia tiene variantes genéticas en
algunas razas de vacas que se designan con las letras A, B, C y D; cabe aclarar que una variante
genética es una proteina que cambia su estructura primaria en solo unos cuantos aminoacidos. Las
caseinas tienen varias propiedades comunes: alto contenido de acidos glutimico y aspartico, el
aminoacido prolina esta distribuido de forma homogénea a lo largo de la estructura primaria y por
impedimentos estéricos provoca que no se formen hélices como estructura secundaria; contiene mas

aminodcidos hidr6fobos que hidréfilos; las caseinas o, B y ¥ son muy sensibles a la alta concentracion

de los iones calcio y precipitarian si no se contara con la caseina K, que cumple una funcién protectora
y estabilizadora; contienen regiones cargadas que les permite unirse electrostaticamente, presentan
regiones fosforiladas que facilitan sus interacciones con calcio. Todas las caseinas tienen secciones
con una hidrofobicidad alta que proviene de los aminoacidos aromaticos y alifaticos (Badui, 2013).

Las proteinas del suero son compactas, globulares, con un peso que varia entre 14,000 y 1,000,000

de Da y son solubles en un intervalo de pH muy amplio. En estado natural no se asocian con las
casefnas; constan por lo menos de ocho fracciones diferentes, entre las cuales destacan la f3-

lactoglobulina, la o-lactoalbimina, las inmunoglobulinas, la albimina bovina y las proteasas
peptonas. En general son muy sensibles a las altas temperaturas y en menor grado al pH 4cido
(contrario a lo que ocurre con las caseinas), debido a que estin muy hidratadas y no tienen carga
eléctrica externa; son las primeras proteinas de la leche en desnaturalizarse y su calentamiento libera
grupos sulfhidrilo que reduce el potencial de oxido-reduccién, lo que inhibe parcialmente las
reacciones de oxidacion. Contienen la mayoria de los aminoacidos y presentan un mejor balance de
estos que las propias caseinas (Badui, 2013).

Respecto a las propiedades funcionales, los caseinatos son muy solubles y extremadamente estables
al calor en un amplio intervalo de condiciones. Debido a su estructura anfifilica estas proteinas son
utiles en procesos de emulsificacion, retencién de agua, como agentes espesantes, espumado y
formacion de geles. En el caso de las proteinas de suero la solubilidad y actividad superficial pueden
verse mermadas en caso de desnaturalizacion; la presencia de lipidos interfiere durante el proceso de

espumado. Debido a que las formas no desnaturalizadas de las proteinas del suero son solubles bajo
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condiciones 4acidas, pueden tener aplicaciones en formulaciones de alimentos de tipo acido que

requieran solubilidad (Damodaran ez a/., 2008).

En el caso de las proteinas vegetales, éstas se obtienen principalmente de semillas de leguminosas, cereales,

oleaginosas y, en baja proporcién, de hojas verdes. Las posibilidades de aprovechamiento en la industria de

alimentos dependen de su resistencia al procesamiento y de la presencia de compuestos antinutricionales en

la fuente vegetal de interés. El alto nimero de proteinas vegetales ha llevado a diferentes esquemas de

clasificacion; inicialmente se agruparon en términos de su solubilidad con el procedimiento de Osborne, o

segun su funcion; los criterios mas recientes son de tipo genémico (Galvez ¢ al., 2013). Aunque existe una

cantidad importante de plantas utilizables para alimentacién, s6lo una fraccién pequena de estas se aprovecha

extensamente; sin embargo, existe la posibilidad de incrementar su valor agregado al obtener componentes

especificos de interés, rubro en el que los concentrados y aislados proteicos de distintas fuentes han

conseguido gran relevancia.

2)

b)

Proteinas de cereales. Las proteinas de reserva mas abundantes en los cereales se denominan
glutelinas, con una proporciéon aproximada del 12%, y en menor cantidad existen las albaminas y
globulinas, que sélo representan aproximadamente 15% del total, y cuyo peso molecular promedio
es de 12,000 Da.

En el caso del trigo, la capacidad de esponjamiento en la elaboracién del pan se debe principalmente
a sus proteinas. Las glutelinas del trigo reciben el nombre de gluteninas; las prolaminas, a su vez, el
de gliadinas, y ambas suman 85% de la fracciéon proteinica. Las gliadinas son solubles en etanol al
70% y representan 50% del total de las proteinas, se han dividido en cuatro grupos (a., B, ¥ y ®). Sus
cadenas simples tienen estructuras primarias con diferente composiciéon de aminoacidos y su peso
molecular varia de15,000 a 80,000 Da; su conformacion se estabiliza mediante enlaces disulfuro
intramoleculares. Por otro lado, se han identificado 15 gluteninas en forma monomérica con pesos
moleculares que van de 12,000 a 135,000 Da y que se caracterizan por un elevado nimero de enlaces
disulfuro que confieren gran estabilidad. Son insolubles en soluciones salinas neutras y en etanol al
70%, solubles o dispersables en acidos y en bases débiles (Galvez ¢z al., 2013).

Proteinas de leguminosas. Las principales especies que se explotan son: frijol (Phaeolus vulgaris),
chicharo (Pisum sativum), lenteja (Lens culinaris), gartbanzo (Cicer arietinum), cacahuate (Arachis hypogaea),
haba (Iicia faba) y soya (Glycine max). Existen, ademas, un gran nimero de especies no explotadas
que podrian introducirse como alimento o sus derivados generado productos de mayor valor
agregado (Galvez et al., 2013).

Las semillas de soya contienen en promedio 36-38% de proteinas. A pesar de que contienen mayor

cantidad de proteinas que otras fuentes vegetales, la calidad nutricional no es comparable con las de
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origen animal. Los aminoacidos con contenido de azufre son el limitante nutricional mas importante.
Las proteinas de soya son una mezcla polimoérfica compleja de polipéptidos y como muchas especies
de leguminosas contienen cuatro grandes grupos de proteinas: de almacenamiento, enzimas e
inhibidores enzimaticos, estructurales y proteinas de membrana. Estos grupos a su vez consisten
principalmente de globulinas (ver Fignra 3) divididas en dos subgtupos: glicina y B-conglicinina. Las
globulinas de soya difieren en sus propiedades funcionales, especialmente en la gelificacion; los geles
obtenidos a partir de glicinina son mas firmes que los obtenidos con B-conglicinina. La glicinina es
un hexamero con un peso molecular de 300-380 kDa y esta formada por la asociaciéon de seis
polipéptidos acidos y seis basicos, las subunidades acidas tienen un punto isoeléctrico de 4.5-5.5,
mientras que las basicas de 6.5-8.5. Cada subunidad esta compuesta de un polipéptido acido y un

basico conectados por un puente disulfuro. Por su parte, la B-conglicinina tiene un peso molecular

de 150-200 kDa, es una glicoproteina y un trimero compuesto de las subunidades o, o.” y B. Este
complejo sufre un proceso de asociacion-disociaciéon dependiente de la fuerza i6nica y el pH (Mojica
et al., 2015). La aplicacién de proteinas de soya en productos alimentarios se ha incrementado debido
a su disponibilidad, bajo costo y valor nutricional; actian como emulsificantes macromoleculares en
la formacion y estabilizacién de diversas dispersiones alimenticias (Mojica ef al., 2015).

Como otras leguminosas, el chicharo es rico en protefnas, con un balance adecuado de aminoacidos,
especialmente lisina. L.a mayorfa de las proteinas de chicharo son de almacenamiento; legumina y
vicilina representan alrededor del 65-80% del total extraible. La legumina tiene regularmente una
estructura hexamérica cuaternaria (ver Figuwra 4), mientras que la vicilina es un trimero con
subunidades de 50 kDa y constituye alrededor del 35% del total de proteinas contenido en los
chicharos. A la fecha, los productos con proteinas de chicharo son limitados en aplicaciones
alimentarias. Una de las mayores limitantes es que la funcionalidad de estas proteinas como
ingredientes son relativamente débiles comparadas con las de la soya. Sin embargo, es probable que
esto se deba al escaso conocimiento acerca de sus propiedades estructurales y funcionales. No
obstante, recientemente el interés por las propiedades tecnolégicas se ha incrementado, poniendo de
manifiesto que estas proteinas pueden presentar caracteristicas técnicas interesantes bajo condiciones
especificas; por ejemplo, Lian ¢f 2/. (2013) mostraron que la capacidad emulsificante de estas proteinas
es mejor bajo condiciones acidas que basicas, y que el método de extraccion de las mismas influye

considerablemente en sus propiedades finales.
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Figura 3. Estructura cristalina de la globulina 75 basica Figura 4. Estructura cristalina de la prolegumina, un tipo de
de la soya (Glycine max) (Y oshizawa et al., 2011) Globulina 118 presente en los chicharos (Pisum sativum 1..)
(Tandang-Silvas et al., 2010)

2.2.3 Fuentes emergentes

Las fuentes proteicas discutidas anteriormente son aquellas cuyo consumo masivo las ha colocado como las
principales, no solo en el area alimentaria, en donde ademas de las caracteristicas nutricionales, también se
explotan sus propiedades tecno-funcionales, sino también en algunos otros sectores en los que de igual
manera se aprovechan propiedades especificas de estas biomoléculas, como el sector farmacéutico, la
industria de cuidado personal, el sector bioenergético, etc.

Sin embargo, ante el crecimiento exponencial de la poblacién mundial, es imprescindible que se tomen las
medidas necesarias a fin de garantizar el suministro de estas importantes moléculas en los diversos sectores
que las demandan dentro de su cadena productiva. Para el afio 2050, la FAO ha estimado una poblacion
mundial aproximada de 9 billones de personas, lo que irremediablemente debera traer consigo nuevos
métodos de produccién y optimizacion de los ya existentes para garantizar los requerimientos globales. En
este sentido, es importante hacer notar que las proteinas de origen animal son las mas demandadas a nivel
mundial debido no solo a su calidad nutricional destacada, si no a las funciones especificas que aportan dentro
de diversos productos industriales, como ya se ha descrito anteriormente. Sin embargo, esta situacion tiene
un trasfondo critico debido a la gran cantidad de gases de efecto invernadero que se emiten a la atmésfera
como consecuencia de la actividad ganadera, asi como en la propia generacion de los alimentos de estos
animales, por lo que, de manera colectiva, la produccién de proteinas animales es una actividad altamente
ineficiente.

A pesar de que la investigacion sobre nuevas fuentes de proteinas es un campo en constante crecimiento, es
urgente redoblar los esfuerzos para explorar nuevas materias primas. El desarrollo de alternativas esta

encaminado a la generaciéon de opciones mas baratas, aumento de las caracteristicas de salud y mayor

sustentabilidad.
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Un tipo de proteinas que ha cobrado relevancia en los ultimos afios debido a sus caracteristicas son las de
origen vegetal. Si bien de manera global el aporte nutrimental generalmente es de menor calidad comparadas
con las de origen animal, existen ciertas especies cuyo aporte de aminoacidos esenciales ha destacado por
encima de otras (Olivos-Lugo 7 al., 2010). Las principales especies explotadas se han descrito ya en la seccion
anterior y actualmente se trabaja en la caracterizaciéon de nuevas proteinas vegetales que sean capaces de
satisfacer las necesidades del sector industrial (Soria-Hernandez ez al., 2015; Yoshie-Stark ez al., 2008;
Sandoval-Oliveros & Paredes-Lopez, 2013). Ademas, también se explora el uso de proteinas procedentes de
desechos del sector agroindustrial, lo que disminuirfa significativamente los costos de estos insumos (Gajanan
et al., 2016; Sagar ez al., 2018).

Por otro lado, diversos grupos de investigacion han centrado su interés en fuentes proteinicas poco
convencionales. A continuacién, se mencionan algunas de ellas cuyo uso, principalmente en el area
alimentaria, ha despertado gran interés en los ultimos afios.

a) Insectos. Esta es una de las fuentes mas atractivas debido a la diversidad de especies potenciales. Si
bien ciertas variedades de insectos han formado parte de la dieta de algunas culturas (principalmente
en Asia, Africa y Latinoamérica) desde hace cientos de afios, la composicién de estos se ha elucidado
hasta hace poco tiempo e incluso en algunos casos atn no se han caracterizado por completo. De
acuerdo con de Castro ef al. (2018), las principales especies que se consumen a nivel mundial son:
Coleptera (31%), Lapidoptera (18%), Hymenoptera (14%), Onrthoptera (13%) y Hemiptera (10%); en la
mayotfa de ellos, las proteinas son el principal componente, seguido de los lipidos y abundante
presencia de vitaminas y minerales, dependiendo también de la fase de crecimiento en la cual son
consumidos (huevos, larvas, crisalidas o adultos).

En principio todos los insectos pueden consumirse crudos, secos, triturados, texturizados,
pulverizados, extruidos, o conservados mediante liofilizacion; las proteinas por su parte pueden ser
aisladas antes de su uso final. Dado que el consumo de insectos en las culturas antiguas generalmente
consistfa en la captura de especies silvestres, con los riesgos sanitarios que eso implica, en la actualidad
se han establecido centros de crianza para variedades especificas a fin de explorar las oportunidades
que offrecen estas especies; ademas, existe un obstaculo cultural para la comercializacién en masa de
proteinas procedentes de insectos ya que ciertas especies se pueden considerar comestibles en algunas
regiones y en otras no lo son.

Spiegel ¢ al. (2013) sefialan que, en general, no se han reportado problemas de salud graves asociados
con el consumo de insectos, al menos fuera de Estados Unidos, aunque parece ser que las proteinas
procedentes de estas fuentes pueden mostrar alergenicidad cruzada con camarones y acaros del polvo

doméstico. Por su parte, otro estudio (Goumperis, 2012) destaca ciertos peligros potenciales para la
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alimentaciéon con insectos dentro de Estados Unidos, principalmente con ciertos compuestos
quimicos asociados con el medio ambiente o bien adquiridos por produccién auténoma. Por su parte,
Belluco ez al. (2013) analizaron la seguridad asociada al consumo de insectos europeos y no europeos,
concluyendo que no existen riesgos adicionales en comparacion con los productos animales que se
consumen habitualmente. A partir de esto, se puede concluir que los estudios relacionados con la
seguridad asociada al consumo de insectos y sus derivados aun es limitada y que, en general, los
riesgos potenciales dependen ampliamente del ambiente y los métodos de produccion.

Atendiendo a lo anterior, en 2010 el Codex Alimentarius dictaminé que la seguridad de insectos
comestibles no estaba plenamente estudiada debido a que estos son considerados alimentos indigenas
tradicionales y no productos comercializables a gran escala. Sin embargo, poco a poco se ha
manifestado la necesidad de establecer normativas mas claras para el aprovechamiento de estos
productos infrautilizados. Asi, en el afio 2016 la FDA establecié los requerimientos para la
comercializacién de insectos.

Si bien el hecho de que las proteinas sean el principal componente de los insectos presenta ventajas
importantes, existen ciertas cuestiones que limitan adn el uso de estas debido a razones culturales
mas que a argumentos bien fundamentados. No obstante, continda creciendo el numero de
investigaciones relacionadas con las aplicaciones potenciales de estas; por ejemplo, se ha determinado
que diversos péptidos procedentes de insectos presentan actividad antihipertensiva, antimicrobiana
y antioxidante (de Castro e al., 2018; Zielinska ez al., 2018). Respecto a las propiedades tecno-
funcionales de estas proteinas, se ha constatado que poseen solubilidades muy similares con algunas
leguminosas, con valores minimos alrededor de pH 3 y maximos en pH 11; ademas, poseen alta
capacidad de retencién de agua y aceite, elevada actividad emulsificante y capacidad de espumado
moderada, por lo que pueden ser utilizadas en formulaciones industriales que demanden estas
propiedades (Zieliniska ez al., 2018).

Como se puede apreciar, la mayoria de estos estudios son recientes, por lo que sera necesario ahondar
mas en esta cuestién a fin de conocer con mayor detalle las caracteristicas de estas proteinas. No
obstante, es claro que los insectos son una fuente proteica atractiva que muy probablemente destacara
en los préximos anos.

b) Algas. Pueden distinguirse 2 tipos principales: las microalgas y las algas marinas (macroalgas). Las
primeras son organismos unicelulares que pueden crecer en una amplia gama de condiciones
ambientales, mientras que las segundas son organismos multicelulares complejos que crecen en agua
salada. Cerca del 30% de la actual produccién de algas en el mundo es destinada a la alimentacién

animal (Spiegel ¢z al., 2013). Las microalgas destinadas para el consumo humano son, principalmente:
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Arthospira, Chlorella spp., Dunaliella salina y Aphanizomenon flos-agua. Algunos estudios muestran que
los riesgos para la seguridad relacionados con estas algas incluyen alérgenos, toxinas, patégenos,
metales pesados y pesticidas.

Por su parte, las algas marinas que son usadas para el consumo directo incluyen, entre otras: Ula
rigida, Monostroma sp., Entheromorpha sp., Laminaria sp., etc. No obstante, casi no se han realizado
estudios con la extraccién de proteinas a partir de estas especies para consumo humano. Bleakley &
Hayes (2017) reportan que algunas especies de algas contienen niveles de proteina similares a las
fuentes tradicionales como la carne, huevo, soya y leche; ademas, el cultivo de algas para la obtencion
de proteinas tiene varios beneficios respecto a las fuentes anteriores en términos de productividad y
valor nutricional. Sin embargo, el uso generalizado de algas marinas y microalgas esté limitado debido
a una serie de factores que incluyen: acceso y derechos de cosecha, estacionalidad y ubicacion
geografica de algas, asi como la disponibilidad de métodos de producciéon escalables para el
aislamiento de proteinas, etc. Los procesos actuales de aislamiento de proteinas de algas consumen
mucho tiempo y son econémicamente inviables.

Respecto a la calidad de las proteinas procedentes de algas, estas son reconocidas como fuentes
viables ya que cumplen con la composiciéon de aminoacidos esenciales recomendad por la FAO, no
obstante, el triptéfano y la lisina son aminoacidos limitantes en varios tipos de algas; también la
leucina e isoleucina son encontradas en bajas concentraciones en especies de algas rojas. Aunado a
esto, se cree que los fluorotaninos y el alto contenido de polisacaridos son los principales factores
que afectan negativamente la digestibilidad de ciertas clases de algas (Bleakley & Hayes, 2017).
Dentro de las principales aplicaciones industriales de este tipo de proteinas destaca el cultivo de
ciertas especies como complementos nutricionales, una practica que, al igual que los insectos, data
de cientos de anos en algunas regiones del mundo, ademas del aprovechamiento de estas en
formulaciones de alimentos funcionales. La alimentacion animal también ha encontrado un uso para
estas fuentes de proteinas, generando alimentos altamente nutritivos para diversas especies como
cerdos, peces y aves de corral. Relacionado con sus propiedades tecnologicas, un grupo de
glucoproteinas denominado lectinas han encontrado aplicaciones como agrupadores sanguineos,
antivirales, marcadores de ciertos tipos de cancer y objetivos para la administraciéon de medicamentos,
todo esto debido a su alta capacidad para agregarse con alta especificidad a carbohidratos. Otro grupo
importante son las ficobiliproteinas, moléculas altamente solubles en agua que han encontrado
aplicaciones en el etiquetado fluorescente, citometria de flujo, microscopia de fluorescencia e
inmunohistoquimica fluorescente, sin embargo, la principal aplicaciéon de estas es como colorantes

naturales para diversos productos alimenticios, asi como articulos cosméticos; también varias
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patentes sobre actividades benéficas para la salud han sido presentadas para aplicaciones
nutracéuticas como antioxidantes, antiinflamatorias, antivirales, antitumorales, neuroprotectoras y

hepatoprotectoras (Bleakley & Hayes, 2017).

2.2.4 Propiedades tecno-funcionales

La funcionalidad de una sustancia en tecnologfa de alimentos se define como toda propiedad, nutricional o
no, que interviene en su utilizaciéon. Este comportamiento depende de sus propiedades fisicas y quimicas, las
que se afectan durante el procesamiento, almacenamiento, preparaciéon y consumo del alimento. Las
propiedades funcionales permiten el uso de las proteinas como ingredientes en alimentos, aunque por lo
general se incorporan en mezclas complejas (Galvez e a/., 2013). Empiricamente las propiedades funcionales
de las proteinas son una manifestacion de dos aspectos moleculares: a) las propiedades hidrodinamicas, y b)
las propiedades de la proteina relacionadas con su superficie. Propiedades como la viscosidad, gelificacion y
texturizacion se relacionan con las primeras que dependen del tamafio, forma y flexibilidad molecular;
mientras que la humectabilidad, solubilidad, espumado, emulsificado y unién de sabores son propiedades
que se relacionan con la superficie de la proteina (Damodaran ¢ a/., 2008). Aunque existen diversos métodos

de clasificacion, de acuerdo con Cheftel ¢z a/., se consideran los siguientes grupos:

2.2.4.1 Unioén de sabores. Las proteinas son inodoras, pero pueden unir compuestos de sabor, y por ello
modificar las propiedades sensoriales de los alimentos. Varias proteinas presentan sabores indeseables, lo
que limita su uso en aplicaciones de alimentos; no obstante, la propiedad de ligar sabores que presentan las
proteinas tiene aspectos deseables, porque se pueden utilizar como acarreadores de sabor o modificadores
del sabor en alimentos procesados. Para que la proteina funcione como un buen acarreador de sabor, ademas
de unir fuertemente los sabores debe poder retenerlos durante el proceso y liberarlos durante la masticacion.
La afinidad por los compuestos del sabor varfa de acuerdo con el tipo de proteina y los cambios que sufra
durante el procesamiento del alimento (Damodaran ez a/., 2008).

El mecanismo de unién del sabor a las proteinas depende del contenido de humedad de la muestra de
proteina, interacciones que normalmente no son covalentes. Las proteinas en polvo se ligan a los sabores
mediante interacciones de Van der Waals, puentes de hidrégeno e interacciones electrostaticas. El
atrapamiento fisico entre los capilares y hendiduras de la matriz solida del polvo puede también contribuir a
las propiedades de sabor. En alimentos liquidos o con alta humedad, el mecanismo de unién al sabor primero
involucra interacciones no polares del ligando con las zonas hidrofébicas o hendiduras sobre la superficie de
las proteinas. Ademas de las interacciones hidrofébicas, los compuestos de sabor con cabezas polares

también pueden interactuar con las proteinas via puentes de hidrogeno e interacciones electrostaticas.
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Después de la unioén a las regiones hidrofébicas de la superficie, los aldehidos y las cetonas pueden ser capaces
de difundirse al interior hidrofébico de la molécula de proteina (Galvez ef al., 2013).

Los sabores volatiles interactian con las proteinas hidratadas principalmente via interacciones hidrofébicas
y, por lo tanto, cualquier factor que las afecte, o que afecte la hidrofobicidad de la superficie, a su vez influira
en la unién del sabor. La temperatura tiene poco efecto en el proceso de unién al sabor, al menos que ocurra
un desplegamiento térmico de la proteina; esto sucede porque el proceso de asociacién esta impulsado por
entropia y no por entalpia. Las proteinas desnaturalizadas térmicamente presentan una mayor capacidad para
unir sabores; sin embargo, la constante de unién es generalmente mas baja, comparada con la proteina en
estado nativo. El efecto de las sales sobre la unién del sabor se relaciona con las propiedades de salting-in y
salting-ont, debido a que las sales que promueven la solubilizacién desestabilizan las interacciones hidrofébicas
y bajan la unién al sabor; lo contrario ocurre con las sales que producen salting-out. El pH afecta la union
del sabor porque tiene efectos sobre la conformacion, lo que favorece la unién al sabor a valores de pH
alcalinos mas que a acidos, ya que la proteina tiende a desnaturalizarse con mayor facilidad que en los

primeros (Galvez ez al., 2013).

2.2.4.2 Propiedades de hidratacion. El agua modifica las propiedades fisicoquimicas de las proteinas. La
gelificaciéon, coagulacién, emulsificacién, el espumado y algunas otras propiedades dependen de las
interacciones proteina-agua. Llas moléculas de agua se unen a diferentes grupos en las proteinas, como los
grupos cargados mediante interacciones ion-dipolo. Asi mismo, se unen al esqueleto del enlace peptidico, a
los grupos amida de Asn y Gln, y al grupo hidroxilo de los residuos Ser, Thr y Tyr por interacciones dipolo-
dipolo, o bien una “hidratacién” hidrofébica. La mayorfa de las proteinas cuentan con una monocapa de
agua con actividad acuosa (Aw) de 0.05-0.03, en tanto las multicapas de agua se forman en un rango de
actividad de agua de 0.3-0.7. El agua primaria se asocia primeramente con los grupos i6énicos, no se congela
y no toma parte en las reacciones quimicas como solvente: se le denomina agua ligada o tipo I. En una
Aw=0.9, las proteinas ligan arriba de 0.3-0.5 g agua/g de proteina. Los factores ambientales como pH, fuerza
i6nica, tipo de sales, temperatura y conformacion de la proteina influyen sobre la capacidad de estas para
ligar agua y presentan menor capacidad de hidratacién en su punto isoeléctrico, en el que predominan las
interacciones proteina-proteina. Por encima y por debajo del punto isoeléctrico se modifica la carga neta y
pueden hincharse y unir mas agua. En la mayoria de las proteinas a pH 9 y 10 se presenta la mayor capacidad
por la ionizacién del hidroxilo de los residuos de Tyr. Arriba del pH 10 disminuyen los grupos cargados
positivamente de los grupos g-amino de Lys, lo que se traduce en una reducciéon de la capacidad de ligar agua.
En una baja concentracién de sales (<0.2 M) se incrementa la capacidad de ligar agua y cuando hay altas

concentraciones de sales, gran parte del agua existente se liga a los iones de la sal y se deshidratan las proteinas.
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A medida que la temperatura se incrementa, disminuyen los hidrégenos unidos y la hidrataciéon de los grupos
i6nicos. Por tanto, una proteina desnaturalizada suele unir 10% mas de agua que su equivalente en estado
nativo, aunado al hecho de que se incrementa el area superficial de las proteinas, aunque también debe
seflalarse que se puede dar el fenémeno de agregacion, con el consiguiente incremento de las interacciones
proteina-proteina y por ende baja la capacidad de ligar agua.

No necesariamente existe una correlacion entre la capacidad de ligar agua y la solubilidad. Las proteinas
desnaturalizadas presentan baja solubilidad, a pesar de que unan la misma cantidad de agua que una proteina
nativa, lo que indica que la solubilidad depende también de otros factores termodinamicos. Para las
aplicaciones en alimentos la capacidad de retencion de agua es mas importante que la capacidad de ligarla, lo
que se traduce en la capacidad de las proteinas para embeber agua y retenerla contra una fuerza gravitacional

dentro de una matriz proteinica, como los geles de proteinas o en los musculos de carne o de pescado (Galvez

et al., 2013).

2.2.4.3 Propiedades interfaciales. Las propiedades de actividad superficial de las proteinas no dependen
solo de la relacién hidrofobicidad/hidrofilicidad, sino de la conformacién de la proteina. En ello se debe
considerar la relacion de la estabilidad/flexibilidad de la cadena polipeptidica y la adaptabilidad a los cambios
en el medio ambiente, asi como los patrones de distribucién de los grupos hidrofilicos e hidrofébicos en la
superficie de la proteina.

Las proteinas presentan en su superficie activa tres atributos deseables: a) capacidad para adsorberse
rapidamente en una interfase; b) capacidad para desplegarse rapidamente y reorientarse en una interfase, y c)
capacidad para interactuar con moléculas vecinas y formar peliculas viscoelasticas, incluso en la interfase. El
numero de segmentos peptidicos (componentes de una proteina) anclados en la interfase depende, en parte,
de la flexibilidad de la molécula: las que son altamente flexibles pueden realizar rapidamente cambios
conformacionales, lo que a su vez facilitara la adsorciéon de nuevos polipéptidos.

En una interfase, las cadenas polipeptidicas asumen una o mas de las tres diferentes configuraciones
siguientes: lineal, lazos y colas. Las lineales estan en contacto directo con la interfase, en tanto que colas y
lazos estan suspendidos u orientados hacia la fase acuosa. Mientras mas segmentos lineales haya, mas fuerte
es la union y disminuye la tensién interfacial.

La fuerza mecanica de una pelicula de proteina en una interfase depende de las interacciones de cohesividad
intermolecular, que pueden ser interacciones electrostaticas, puentes de hidrégeno e interacciones
hidrofébicas. Si ocurre polimerizacion interfacial de proteinas adsorbidas via reacciones de intercambio de
disulfuro-sulfhidrilo pueden aumentar las propiedades viscoelasticas. Se requiere de un balance adecuado de

las fuerzas de atraccion, repulsion e hidratacién para formar peliculas viscoelasticas estables (Galvez ef al.,
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2013). Una de las principales aplicaciones de las propiedades interfaciales de las proteinas es la estabilizacion

de emulsiones. Estas moléculas son las preferidas como surfactantes para formular emulsiones alimenticias

debido a que su superficie es activa y favorece la resistencia a la coalescencia, sin embargo, no puede utilizarse

en emulsiones agua/aceite debido a que no son solubles en este ultimo. Una gran cantidad de alimentos

procesados y naturales son emulsiones, por ejemplo: leche, yema de huevo, leche de coco, leche de soya,

mantequilla, margarina, mayonesa, productos untables, aderezos de ensaladas, helados, salchichas y pasteles;

en todos ellos, las proteinas son importantes agentes emulsificantes (Galvez ef al., 2013).

2.2.4.4 Factores que afectan las propiedades funcionales

a)

b)

Condiciones ambientales. Como es sabido, la solubilidad, estabilidad conformacional y reactividad
quimica de una proteina dependen fuertemente de diversas condiciones como temperatura, presion
(si es muy alta), pH (en relacién con el punto isoeléctrico), fuerza idnica (especialmente en rangos
superiores a 0.5 M) y la calidad del solvente. Esto ultimo depende de la naturaleza y concentracién
de pequenas moléculas de soluto presente; generalmente las concentraciones tienen que ser altas (al
menos 1 M) para causar efectos sustanciales. Estos solutos pueden ser 1) inorganicos o sales
organicas, donde el efecto depende particularmente de la naturaleza de la sal, 2) otros solutos que
afecten sustancialmente la naturaleza del agua y 3) solventes organicos, como alcoholes.

Es importante mencionar que estas condiciones son importantes no sélo en la etapa en que las
proteinas son agregadas con el fin de aportar alguna funcionalidad, sino que también pueden afectar
en gran medida en el periodo de procesado y almacenamiento.

Pureza. Una formulacién de proteinas puede contener diversas sustancias, ademas de la proteina
central de interés. En general, el contenido total de proteinas varfa entre 60 y 98% de materia seca;
las variaciones incluyen:

1) Variantes genéticas, por lo que, en principio, varfa en propiedades. Ademas, grupos originados en
la modificaciéon postraduccional en la célula, como glacido o fosfato, varfan en nimero y posicion.
2) En general se trabaja con mezclas de proteinas; incluso una “proteina tnica” contiene otras
proteinas como impurezas. A menudo también estan presentes algunas enzimas.

3) Las preparaciones de proteinas incluyen muchos otros componentes, siempre incluida el agua.
Algunos de estos pueden afectar marcadamente las propiedades funcionales, como los compuestos
fenolicos a menudo encontrados en preparaciones de origen vegetal, que pueden interactuar
fuertemente con proteinas, en parte a través de enlaces covalentes. Ademas, los cationes divalentes

se pueden asociar fuertemente con algunas proteinas y afectar su estabilidad conformacional.
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Las preparaciones también pueden contener componentes reactivos, tales como azucares reductores,

lipidos oxidados, nitritos, sulfitos, etc.

Cambios durante el procesado y almacenamiento. Durante el aislamiento, purificacion,

concentrado y almacenado de preparaciones proteicas numerosas reacciones pueden ocurrir y las

propiedades del producto final pueden depender de su historial, especialmente de la temperatura. La

mayortfa de las reacciones solo ocurren cuando la proteina esta en solucién, durante el almacenado

en estado seco se producen muy pocos cambios si la actividad de agua es lo suficientemente baja; sin

embargo, el proceso de secado en si mismo puede inducir reacciones. Algunos de los cambios mas

importantes son:

1)

2)

3)

4

Protedlisis. Los enlaces peptidicos pueden romperse, lo que altera en gran medida las propiedades.
Existen numerosas enzimas que pueden hidrolizar los enlaces peptidicos, la velocidad de hidrolisis
dependera del pH y temperatura, no obstante, la mayoria de las enzimas pueden ser desactivadas
mediante tratamiento térmico. Por otro lado, a muy altas temperaturas (alrededor de 120 °C),
algunos enlaces pueden romperse por hidrolisis quimica.

Desnaturalizacién de proteinas globulares. Esto involucra desplegamiento de la cadena peptidica,
por lo tanto, pérdida parcial de la estructura nativa. Algunos agentes que causan desnaturalizaciéon
incluyen: temperaturas y pH’s extremos, calidad del solvente, altas presiones, altas
concentraciones de surfactantes o lipidos polares y adsorcién sobre superficies hidrofébicas.
Renaturalizaciéon. En ciertas ocasiones el proceso de desnaturalizacion es deseado, no obstante, la
cadena polipeptidica puede replegarse, pero no en su forma nativa. Esto dltimo se previene con
algin otro cambio, que ocurre después de la desnaturalizaciéon. Se han considerado varios factores
como los responsables, por ejemplo, la agregaciéon debido a enlaces hidrofébicos, cambios cis-
trans de enlaces peptidicos (especialmente de los enlaces que implican el N de la prolina), etc. Sin
embargo, ambas reacciones pueden revertirse lentamente; en consecuencia, la renaturalizaciéon
generalmente se previene mediante cambios en los enlaces covalentes que se producen después
de la desnaturalizacion.

Reacciones de grupos de las cadenas laterales. La Tabla 1 presenta un panorama general de las

principales reacciones que tienen lugar en los grupos de las cadenas laterales proteicas.
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Tabla 1. Posibles reacciones de grupos de cadenas laterales en proteinas. Los nombres hacen referencia al

residno aminodcido en la cadena polipeptidica (Walstra & Van 1 liet, 2003).

Reaccion Observaciones’
Asparagina + H.O ——» Acido aspartico + NHy" +++ T moderada
Glutamina + H,O — Acido glutdmico + NHy" ++ T moderada
Lisina + Glucosa ——» Productos de Maillard ++ T moderada
Cisteina —» Dehidroalanina + H,S T muy alta
2 Cisteina <~ Cistina + 2 Alto potencial redox
Ra-S-S-Rs + Re-S° —» Re-S-S-Rp + Ra-§ ++ Desnat. por calor
Cisteina + Dehidroalanina ——» Lantionina Ty pH elevados
Lisina + Dehidroalanina ~ —— Lisino-alanina + H,O Ty pH clevados
Histidina + Dehidroalanina —» Histidino-alanina + H,O T clevada
Asparagina + Lisina — Isopéptido + H,O Ty pH elevados
Glutamina + Lisina —» Isopéptido + H,O Ty pH clevados

“El nimero de signos + indica la abundancia de la reaccion, el resto de observaciones denotan las condiciones necesarias para que ocurra la reaccion.
T es la temperatura.

d) Modificacion deliberada. Esto se lleva a cabo con la finalidad de alterar propiedades funcionales
especificas y a menudo implica modificaciones en los grupos laterales para afectar la reactividad
quimica, pero también puede ser util modificar las fuerzas de interaccion débiles (por ejemplo,
alterando las proporciones de los grupos polares e hidrofébicos); ademas, la masa molar puede
modificarse mucho mediante entrecruzamientos y proteolisis.

La modificacion generalmente tiene mas de un efecto. A menudo, la conformacién proteica, o al
menos la estabilidad conformacional, es alterada. Estas modificaciones pueden realizarse mediante
tratamientos quimicos, enzimaticos, o por manipulacion genética. La mayorfa de las reacciones
quimicas conducen a productos bastante heterogéneos, en los cuales las modificaciones se producen
hasta cierto punto por una cuestiéon de azar y a menudo mas de un tipo de grupo lateral es reactivo.
Por su parte, las reacciones enzimaticas pueden ser algo mas especificas, pero aqui también se obtiene
una mezcla; si se desea una preparacién mas homogénea, se necesita el aislamiento de especies
moleculares especificas, lo que generalmente no es facil. Otra variable es la conformaciéon de la
proteina en la etapa de modificacion, por ejemplo, una proteina globular en su estado nativo es

bastante resistente a la hidrolisis enzimatica, y solo grupos laterales en la superficie de la molécula
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pueden ser modificados. Una molécula de proteina mas o menos desplegada tiende a ser mucho mas
reactiva, especialmente con respecto a la modificacion de grupos laterales hidréfobos.

En contraste, la modificacién genética conducira, en principio, a un producto homogéneo; ademas,
cualquier residuo de aminoacido puede eliminarse, agregarse o intercambiarse por otro. En esta etapa,
esto es hecho principalmente con fines de investigacion, aunque ocasionalmente se aplica para alterar
las propiedades de las proteinas a granel.

Algunas modificaciones quimicas y enzimaticas aplicadas en la practica son: glicosilacion,
fosforilacion, alteracion de grupos cargados, acilacion, protedlisis y entrecruzamiento (Walstra & Van

Vliet, 2003)

2.3 Actividad superficial

La actividad superficial puede definirse como la capacidad de ciertos materiales para disminuir la tension
interfacial entre dos fluidos o entre un fluido y un sélido; el término “interfase” hace alusién a la frontera
entre 2 fases inmiscibles. La disminucion de la tension interfacial estd, desde luego, ligada a la adsorcion de
estos materiales en la interfase, fenémeno altamente complejo y que se abordara mas adelante.

Los materiales que exhiben actividad superficial se conforman de moléculas que contienen regiones tanto
polares como no polares, es decir, son anfifilicas o anfipaticas. Las proteinas, cuya estructura se ha comentado
ya previamente, son sustancias poliméricas en las cuales la actividad superficial esta ligada directamente a sus
caracteristicas estructurales, por lo que la diferencia en actividad superficial entre estas surge principalmente
debido a variaciones en las mismas. Las propiedades que presumiblemente influyen en la actividad superficial
estan todas relacionadas fundamentalmente con la secuencia de aminoacidos, es decir, su estructura primaria,
que se encuentra en funcién del tipo de proteinas, pero al mismo tiempo varia ampliamente entre ellas (Brash

& Horbett, 1987).

2.3.1 Tension interfacial

La tension interfacial es una medida de la energfa libre requerida para incrementar el area de una interfase en
una cantidad unitaria y usualmente es reportada en unidades de J/m?* (o0 N/m) (McClements, 2015). Este es
un fenémeno que, en el nivel molecular, resulta de la diferencia en energfa entre las moléculas en una interfase
fluida cuando se compara con sus contrapartes en el bu/k. Es igualmente correcto describirlo como una
medida de cuanta energia se requiere para formar una unidad de area de interfase entre dos liquidos
inmiscibles (Berry e# al., 2015). El origen de la tensién interfacial es el balance de las interacciones entre

moléculas localizadas en la interfase. Cuando un soluto con actividad superficial esta presente, la tension
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interfacial se reduce debido a que este puede ayudar a minimizar el contacto termodinamicamente
desfavorable entre los distintos tipos de moléculas en la interfase (McClements, 2015).

La tension interfacial es un concepto de suma importancia en la ciencia de coloides, describiendo fenémenos
tan diversos como la formacion, forma y estabilidad de gotas liquidas, el costo de energia superficial en la
formacion de una emulsion y la fuerza aplicada por un puente liquido capilar. La determinacién de la tension
interfacial permite deducciones con respecto a la composicion quimica de las interfaces de fluidos y la
adsorcion/desorcion de solutos con actividad supetficial. Aunado a esto, la medicién de este pardmetro
puede aportar informacion valiosa sobre el emulsificante o tensoactivo en cuestién y sus propiedades
interfaciales, como la concentracién en exceso en la superficie, actividad superficial, concentracion micelar
critica, tasas de adsorcién y reologia interfacial (McClements, 2015); asi, el calculo preciso de la tension

interfacial es de importancia critica en la ciencia e industria.

2.3.1.1. Métodos de caracterizacion

El proposito de esta seccién es presentar un panorama general sobre los distintos métodos que existen
actualmente para evaluar la tension superficial e interfacial; descripciones mas detalladas pueden encontrarse,
por ejemplo, en los trabajos de Rusanov ez a/., (1996) y Adamson e7 al., (1997). Se hace mencién tnicamente
de los métodos tradicionalmente empleados para medir la tensiéon interfacial, estos son utilizados de manera
cotidiana en los laboratorios de quimica superficial. Dicha comparacién ofrece una guia para seleccionar el
método experimental adecuado en el monitoreo de la tension interfacial en sistemas liquido-fluido,
incluyendo sistemas con surfactantes, liquidos viscosos o metales fundidos. La descripciéon de algunas
técnicas emergentes, asi como las ecuaciones involucradas en el calculo de la tension interfacial para cada
una de ellas son descritas en el trabajo de Drelich ez a/., (2000).

Antes de ahondar en ello, es preciso aclarar que estos dos conceptos en realidad se refieren al mismo
fenémeno descrito previamente; sin embargo, por definicién, cuando se habla de tension superficial se hace
referencia a una interfase gas-liquido, mientras que la tension interfacial trata con una interfase liquido-
liquido. Asi, a partir de ahora ambos fenémenos seran incluidos bajo el término “tension interfacial”,
especificando en su momento la composicién del sistema en cuestion (agua-aire, agua-aceite, etc.).

Estas cantidades son medidas usando instrumentos analiticos llamados tensiémetros; existe una amplia
variedad de estos quipos capaces de proveer informacioén acerca de las propiedades superficiales y las
interfaces. Estos instrumentos difieren segun el principio fisico bajo el cual operan, su disefio mecanico, si
las mediciones son estaticas o dindmicas y si son capaces de medir tensién superficial, interfacial o ambas.
Las mediciones estaticas se llevan a cabo en superficies e interfaces que se consideran en equilibrio, mientras

que las mediciones dinamicas suceden bajo condiciones de no equilibrio.
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Métodos clasicos
Grupo I: Medicién directa usando una microbalanza (métodos basados en la medicion de una
fuerza)
Para medir directamente tensiones interfaciales, una microbalanza, un plato, anillo, barra, u otra sonda de
forma simple es puesta en contacto con la interfase. Si la sonda es completamente humedecida por uno de
los liquidos, este se adherira a la sonda y subira como resultado de la fuerza capilar, incrementando el area
interfacial e impulsando una fuerza que tiende a tirar de la sonda hacia el plano de la interfase. Esta fuerza
restauradora esta directamente relacionada con la tension interfacial y puede medirse con una microbalanza.
La fuerza (F) actuando a lo largo de la linea de contacto trifasica es exactamente igual al peso del menisco
liquido que se encuentra sobre el plano de la interfaz fluido-fluido. Esta fuerza medida es usada para calcular
la tension interfacial:

v = F/p cosO
donde p es el perimetro de la linea de contacto trifasica y 0 es el angulo de contacto medido para el menisco
liquido en contacto con la superficie del objeto (Drelich e a/., 2006). Las dos principales técnicas basadas en
este principio son las siguientes:

a) Anillo de Du Noiiy. Este método se usa cominmente para medir tensiones interfaciales estaticas
de liquidos. El aparato requerido para llevar a cabo este tipo de medicién consiste en un recipiente que
contiene el (los) liquido (s) para analizar y un anillo que esta conectado a un dispositivo de medicién de fuerza
sensible. El recipiente es capaz de moverse hacia arriba y hacia abajo de forma controlada, mientras que la
posicion del anillo se mantiene constante. Inicialmente, el recipiente se coloca de modo que el anillo quede
sumergido justo debajo de la superficie de el liquido que se analiza. A continuacion, se baja el recipiente
lentamente y se registra la fuerza ejercida sobre el anillo, este generalmente se fabrica de platino o aleacion
de platino-iridio de radio de 2-3 cm; el radio del cable varfa de 1/30 a 1/60 del didmetro del anillo
(McClements, 2015; Berry ¢# al., 2015).

El método del anillo de Du Nouy a menudo se usa en un modo de "desapego". El recipiente se baja hasta
que el liquido que se adhiere al anillo se rompe y el anillo se separa del liquido. La fuerza ejercida sobre el
anillo en el desprendimiento es aproximadamente igual a la tensién superficial multiplicada por la longitud
del perimetro del anillo: F = 4nRy, donde R es el radio del anillo. En la practica, esta fuerza tiene que ser
corregida, porque la tensién superficial no actia completamente en la direccion vertical y porque parte del
liquido permanece adherido al anillo una vez que se ha desprendido: ' = 4nRyB, donde 3 es un factor de
correccion que depende de las dimensiones del anillo y la densidad de los liquidos involucrados (McClements,

2015).
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Figura 5. Esquemas de diversas técnicas experimentales utilizadas para monitorear la tension interfacial

(Drelich et al., 20006).

b) Placa de Wilhelmy. Este método se usa normalmente para determinar la superficie estatica o las
tensiones interfaciales de los liquidos. Sin embargo, también se puede usar para controlar la cinética
de adsorcion, siempre que la acumulaciéon del emulsionante en la superficie sea lenta en comparacion
con el tiempo de medicién, por ejemplo, para soluciones diluidas de biopolimeros. El aparato
consiste en un recipiente que contiene el liquido que se analizara y una placa, que esta conectada a
un dispositivo de medicion de fuerza sensible. El recipiente es capaz de ser movido hacia arriba y
hacia abajo, mientras que la placa permanece estacionaria. El recipiente esta posicionado de manera
que el liquido simplemente entra en contacto con la placa, es decir, la parte inferior de la placa es
paralela a la superficie de el liquido a granel. Parte del liquido sube por los bordes de la placa, ya que
esto reduce la termodinamicamente desfavorable area de contacto entre la placa y el aire. La cantidad
de liquido que se mueve hacia arriba de la placa depende de su tensién y densidad superficial. Si el
dispositivo de medicién de fuerza se pone a cero antes de llevar la placa en contacto con el liquido
(para tener en cuenta la masa de la placa), entonces la fuerza registrada por el dispositivo es igual al

peso del liquido que se adhiere a la placa. Este peso se equilibra con la componente vertical de la
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tension superficial multiplicada por la longitud del perimetro de la placa: F=2(1+L)ycos0; donde 1y
L son la longitud y espesor del plato y 6 es el angulo de contacto. Por lo tanto, la tension superficial
de un liquido puede determinarse midiendo la fuerza ejercida sobre la placa. Los platos a menudo
estan construidos con materiales que dan un angulo de contacto cercano a 0, como platino o platino-
iridio, ya que esto facilita el analisis (cos0=1). La placa Wilhelmy también se puede usar para

determinar la tension interfacial entre dos liquidos (McClements, 2015).

Grupo II: Medicién de la presion capilar

Dado que la tension interfacial siempre es positiva entre fases inmiscibles, esta siempre tiende a disminuir el
area de la interfaz. Esta inclinacién da lugar a una diferencia de presion entre los fluidos en ambos lados de
una interfaz curva, con la presién mas alta en el lado concavo de la interfaz. La diferencia de presion produce
fenémenos tales como transporte capilar, formacién de burbujas y gotas, etc. La diferencia de presion a
través de una interfaz curva se puede medir de varias maneras (por ejemplo, usando un sensor de presion u
observando una elevacién capilar) y luego se puede usar para calcular la tension interfacial con la ecuacion
de Young-Laplace si se conocen los radios de curvatura. El método mas comun y probablemente uno de los
mas antiguos en este grupo de técnicas de medicion de tension interfacial es el de la maxima presion de
burbuja.

a) Maxima presion de burbuja. El método se usa para medir las tensiones supetficiales estaticas o
dinamicas de liquidos. El aparato requerido para llevar a cabo este tipo de medicién consiste en un
tubo capilar vertical cuya punta esta sumergida debajo de la superficie del liquido que se analiza. El
gas es bombeado en el tubo, que causa un aumento en la presioén y resulta en la formacién de una
burbuja al final de la punta. La acumulacion de presién en el tubo se controla utilizando un sensor
de presion dentro del instrumento. A medida que la burbuja crece, la presién aumenta hasta que
alcanza un maximo cuando la burbuja se hace hemisférica y la tensién superficial actda en una
direcciéon completamente vertical. Cualquier crecimiento adicional de burbujas mas alla de este punto
causa una disminucién en la presién. Finalmente, la burbuja formada se separa de la punta y se mueve
a la superficie del liquido, y luego otra burbuja comienza a formarse y el proceso se repite. La presion
maxima de burbuja se relaciona con la tensién interfacial usando las ecuaciones descritas por Drelich

et al., (2006) (McClements, 2015).

Grupo III: Analisis del balance entre las fuerzas capilares y gravitacionales
Los métodos basados en el analisis de los efectos capilares (distintos de la forma de una gota o menisco)

como la elevacion capilar y el volumen o peso de caida, se encuentran entre los métodos de mediciéon de
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tension interfacial mas antiguos en uso. Una variedad de modernos instrumentos han reemplazado estas

técnicas en la mayorifa de los laboratorios. Se proporciona una breve resefia de dos técnicas que aun podrian

ser atractivas para los investigadores que tienen acceso limitado a la instrumentacién moderna.

a)

b)

M¢étodo de elevacion capilar. La base para el método es medir la altura h del menisco en un tubo
de vidrio redondo cuyo radio interior (r) es conocido r (ver ilustracién 5). Para tubos de pequefo
diametro (es decir, r <<h) la forma del menisco es esférica y la tension interfacial puede ser calulada
usando la siguiente ecuacién: y = (A pght) /(2cos0). Drelich ez a/., (2006) han desarrollado ecuaciones
para el caso en el que el menisco no es esférico.

Dado que los tubos de vidrio son faciles de limpiar con acidos, bases, y solventes organicos, y debido
a que muchos de los liquidos humedecen perfectamente la superficie del vidrio, el término cosf en
la ecuacién anterior a menudo sera igual a la unidad. El método de elevacion capilar puede ser una
de las técnicas mas precisas utilizadas para realizar mediciones de tension superficial. Los problemas
asociados con la técnica estan relacionados con la fabricacién de un tubo capilar desnudo uniforme
y la determinacion precisa de su didmetro interno. Ademas, este método no es muy conveniente para
medir la tension interfacial entre dos liquidos (Drelich ef a/., 2006)

Caida de volumen o peso. El método de volumen de caida se usa para medir tensiones superficiales
e interfaciales de liquidos por un método de separacion. El liquido por analizar se bombea a través
de la punta de un tubo capilar vertical cuyo extremo sobresale hacia el aire o hacia un liquido
inmiscible. Una gotita se desprende de la punta del tubo capilar cuando la fuerza de separacion
(debido a la gravedad) se equilibra con la fuerza de adhesiéon (debido a la tensién superficial o
interfacial). Para medir la tensién superficial, la punta debe apuntar hacia abajo en el aire, mientras
que medir la tension interfacial, la punta puede apuntar hacia arriba o hacia abajo, dependiendo de
las densidades relativas de los dos liquidos que se analizan. Si el liquido en la punta tiene una densidad
mas alta que el medio que lo rodea, la apertura de la punta queda hacia abajo y la gota se mueve hacia
esa direccion una vez que se separa. Por otro lado, si el liquido en la punta tiene una densidad menor,
entonces esta queda hacia arriba y la gota se mueve en esa direccién cuando se desprende. El volumen
de las gotas se puede determinar usando una jeringa graduada o pesandolas usando una balanza
sensible (una vez que se conoce la densidad del liquido). Al igual que con otros métodos de
desprendimiento, el area de la superficie de la gota se expande rapidamente durante el proceso, y por
lo tanto, el método no es adecuado para analizar liquidos que contienen emulsionantes cuyo tiempo
de adsorcién es comparable al tiempo de desprendimiento. Para obtener resultados confiables, es

mejor llevar la gota lentamente al proceso de desprendimiento; se ha reportado que la precisién de
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esta técnica ha sido mejor que 0.1 mN m™. McClements (2015) detalla las ecuaciones para el calculo

de la tensién interfacial con este método.

Grupo IV: Analisis de gotas distorsionadas por la gravedad

La tension interfacial hace que las interfaces se comporten como membranas elasticas que siempre tienden
a comprimir el liquido. En la ausencia de otras fuerzas (por ejemplo, en gravedad cero), la superficie del
liquido tiene una tendencia natural a crear formas esféricas para minimizar el area interfacial por unidad de
volumen de liquido y, por lo tanto, minimizar el exceso de energfa de la interfaz. La forma de una interfaz
en un campo gravitacional depende de la competencia entre el capilar y la fuerza gravitacional efectiva. Las
técnicas de analisis de una interfaz curva son particularmente atractivas para los investigadores porque no
requieren instrumentacion avanzada. La configuracion experimental requiere una camara con una lente de
bajo aumento para grabar la forma de la gota. La tension interfacial se puede calcular facilmente a partir de
las dimensiones de la gota colgante, la gota sésil o el menisco liquido extraidos de la imagen fotografica y
mediante el uso de soluciones numéricas. Los instrumentos modernos, sin embargo, usan analisis de imagen
mediante software, cuya funcién es hacer coincidir todo el perfil de caida al mejor ajuste de la curva tedrica;
estos avances mejoraron significativamente la precisiéon de las técnicas y redujeron el tiempo de la medicion,
proporcionando una oportunidad para el analisis de la interfaz a través del tiempo.

a) Meétodo de la gota pendiente. En un método simple, dos parametros de la gota colgante que deben
determinarse experimentalmente son el didmetro ecuatorial (D) y el diametro (d) en la distancia D
desde la parte superior de la gota. La tension interfacial se calcula a partir de la siguiente ecuacion:

v =AogD?/H

La técnica de caida colgante, como otras técnicas para medir la tension interfacial, requiere limpieza
extrema para obtener buena calidad y resultados reproducibles. Aqui la aguja utilizada para suspender
la gota debe limpiarse bien y se debe evitar la escalada de la interfaz sobre la superficie exterior de la
aguja. Las agujas de acero inoxidable o vidrio son relativamente faciles de limpiar con 4acidos, bases,
y los solventes organicos que se usan con mayor frecuencia en los laboratorios. Se recomienda el uso
de agujas con un diametro inferior a 0,5D, sin embargo, el diametro de la aguja no debe ser demasiado
pequeno porque esto reduce el valor de d y, en consecuencia, la precisiéon de la determinacion de la
tension interfacial (Drelich e a/., 20006).

b) Método de gota sésil. Este método se basa en el analisis del perfil de la gota sobre un sustrato
solido. Se recomienda que los sustratos utilizados en este método se mojen poco con la gota, es decir,
deberfa tener un angulo de contacto mayor de 90 grados. En un enfoque experimental simple,

primero se necesita localizar el ecuador de la gota, y luego medir la altura desde la parte superior de
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la gota hasta su ecuador (z.). Para una caida sésil muy grande, una expresion analitica para la tension
interfacial es la siguiente:

V= (Aggz’) /2
Desde un punto de vista practico, a menudo es dificil localizar con precisién el ecuador de la gota y
medir z.. Aunque la gran caida es casi plana, ubicar la parte superior de la gota a veces es
experimentalmente dificil. Se debe reconocer, sin embargo, que no se requieren gotas grandes si las
dependencias tabuladas de los parametros de forma de gota se basan en el analisis de Bashford-

Adams (Drelich ez al., 2000).

2.3.2 Origen de la actividad superficial en proteinas

2.3.2.1 Estructura y conformacién molecular

El rol de la estructura proteica en la actividad superficial todavia no se comprende en su totalidad; el factor
mas importante aqui es la estabilidad conformacional. Dependiendo de la rigidez de la molécula y la
naturaleza de la interfase, las proteinas pueden desplegarse en la capa interfacial o retener su estructura
terciaria. Las proteinas con una estructura rigida mantenida por enlaces intramoleculares generalmente
retienen su conformacioén nativa y los rearreglos estructurales no contribuyen al proceso de adsorcion. Por
su parte, las moléculas proteicas mas flexibles se someten a rearreglos estructurales en la interfase y pueden
ser mejores agentes superficiales que sus contrapartes rigidas debido a que es posible que se establezca un
mayor contacto con la superficie o interfase y porque la ganancia de entropfa configuracional favorece la
adsorcion.

Finalmente, las proteinas con estructura cuaternaria pueden mostrar una mayor actividad superficial en
relacién con las estructuralmente analogas monoméricas debido al incremento en el nimero de puntos de
contacto con la superficie a causa de la presencia de subunidades enlazadas no covalentemente. Mediciones
de la actividad superficial relativa de las subunidades de hemoglobina en comparacién con el conjunto
tetramérico puede proporcionar un test interesante de esta idea (Brash & Horbett, 1987; Magdassi &

Kamyshny, 1996).

2.3.2.2 Carga supetficial

La carga eléctrica, asi como su densidad y distribucién en las moléculas proteicas influyen fuertemente en la
actividad superficial debido a que muchos de los aminoacidos ionizables residen en el exterior de estas. Estos
aminoacidos con carga deben, por lo tanto, entrar en una alta proximidad con la superficie en el proceso de

adsorcion.
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Experimentalmente, las proteinas se caracterizan por exhibir gran actividad superficial cerca del punto
isoeléctrico debido a la minimizacién de la repulsion electrostatica entre las moléculas adsorbidas de carga
idéntica; este comportamiento es especialmente evidente en las superficies sin carga. Sin embargo, se ha
concluido que la disminucién de la adsorciéon a pH's lejos del punto isoeléctrico se debe a rearreglos
estructurales de las moléculas adsorbidas, mas que a la repulsion electrostatica.

En la adsorcion en superficies idnicas el factor principal es, quizas, la carga neta opuesta a la molécula que
puede contribuir a la parte entalpica de la energfa libre de adsorciéon. Al mismo tiempo, una distribucion no
uniforme de partes ionizables en la superficie de una proteina pueden conducir a interacciones electrostaticas
atractivas entre estas regiones y la superficie incluso cuando la carga neta de la proteina es del mismo tipo
que la superficie. El rol de la carga superficial proteica es especialmente importante y probablemente
predominante en interfaces con cargas ionicas fijas, como queda demostrado por la facilidad de adsorcion
de proteinas en matrices ionizadas. La adsorcion a este tipo de superficies es fuertemente afectada por el

grado de carga opuesta en la proteina y el nivel de competicién proporcionado por iones con carga similar.

2.3.2.3 Tamafio de molécula

El tamafio es un factor determinante de la actividad superficial en proteinas dado que estas y otras
macromoléculas forman maltiples puntos de contacto cuando se adsorben en superficies (por ejemplo, 77
puntos en el caso de moléculas de albumina y 703 en el caso de fibrinégeno adsorbido en silice). El anclaje
multipuntual usualmente causa adsorcion irreversible; las tasas de desorcion son, por regla, mucho mas bajas
comparadas con las de adsorcién y en muchos casos es casi imposible alcanzar el equilibrio al desorberse las
proteinas. En otras palabras, la formacién de uno o varios enlaces con la superficie incrementa la probabilidad
de adsorcién de sitios vecinos en la misma molécula. Por el otro lado, la desorcién de una proteina requiere
del rompimiento simultaineo de un gran nimero de enlaces y, por razones cinéticas, el equilibrio no es
alcanzado; esto se debe a una diferencia considerable entre las energfas de activacion para los procesos de
adsorcion y desorcion.

No obstante, el tamafo claramente no es un factor primordial en las diferencias de actividad superficial entre
proteinas. Por ejemplo, a pesar de que la hemoglobina parece tener mayor superficie activa respecto al
fibrinégeno, el peso molecular de la primera es aproximadamente 1/5 del segundo (65,000 y 330,000,
respectivamente), mientras que, en el caso de la albimina, el peso molecular de esta es equivalente con el de
la hemoglobina, siendo la primera mucho menos activa superficialmente. Aunado a esto, se ha visto que
ligeras variaciones en la secuencia de aminoacidos de la hemoglobina causan diferencias significativas en la
actividad superficial, aunque estas variantes tengan el mismo peso molecular (Brash & Horbett, 1987,

Magdassi & Kamyshny, 1996).
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2.3.2.4 Hidrofobicidad

Las diferencias quimicas que se originan debido a los contrastes en la estructura primaria son también muy
importantes dado que el balance de aminoacidos polares, no polares y con carga en las cadenas laterales
determina la actividad superficial de proteinas en un sistema particular. Esta naturaleza anfipatica de las
moléculas proteicas permite que se unan con superficies de naturaleza quimica distinta.

Una propiedad muy importante en este contexto es la hidrofobicidad, que influye directamente en la
adsorcion y reorientacion de las moléculas en una interfase y en muchos casos se correlaciona con su
actividad superficial. Para una superficie particular, algunas proteinas pueden tener mas residuos aminoacidos
que favorezcan la unién con el tipo de sitios de adsorcion prevalentes en dicha superficie y, en consecuencia,
se potencialice su actividad superficial. En general, la idea de que las proteinas poseen una region central
hidrofébica sugiere que aquellas con mayor grado de hidrofobicidad pueden desempenarse de mejor manera
en ciertas supetficies/interfaces, en vista de la importancia de las interacciones hidrofébicas en las
interacciones proteinas-interfase.

Por dltimo, ya que la solubilidad de una proteina en el bu/k es una funcién compleja de su composicion
quimica global, y dado que la adsorciéon puede ser considerada como un proceso de insolubilizacién o
separacion de fases, puede ser que las diferencias en solubilidad sean importantes indicadores de diferencias
en la actividad superficial. Sin embargo, tomando como ejemplo a la hemoglobina, su alto indice de
solubilidad es un punto en contra de esta idea ya que esta proteina ostenta elevada actividad superficial (Brash
& Horbett, 1987; Magdassi & Kamyshny, 1990).

Evidentemente, en muchos casos el efecto de cada factor dificilmente puede ser evaluado, y las diferencias

en actividad superficial son funciones complejas de sus propiedades moleculares.

2.3.3 Absorcion y desorcion de proteinas en interfaces

La adsorciéon es un fenémeno mediante el cual atomos, iones o moléculas de gases, liquidos o sélidos
disueltos son atrapados o retenidos en una superficie. Las interacciones superficiales de proteinas resultan en
altas concentraciones locales de las mismas alcanzando aglomeraciones mas de 1000 veces mayores
comparadas con la soluciéon del bu/k. Este mecanismo depende de la disponibilidad de las moléculas proteicas
para la interaccién con el sustrato, mismas que pueden unirse por uno o mas de los principales mecanismos
de transporte: difusién, conveccion térmica, flujo y transporte acoplado (como la combinacién de difusion y
conveccién). Una vez que estan presentes en la superficie, las moléculas de proteina pueden interactuar con
el sustrato a través de fuerzas intermoleculares, como enlaces idnicos, interacciones hidrofébicas e
interacciones de transferencia de carga. En contraste con su importancia en la estabilizacion de estructuras

de proteinas, el enlace de hidrégeno no juega un papel importante en las interacciones proteina-superficie.
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Debido a que el agua es muy efectiva para formar enlaces de hidrégeno, es tan probable que forme enlaces
de hidrégeno con una superficie como lo harfan los aminoacidos en la molécula de proteina. Exactamente
qué fuerzas intermoleculares gobiernan la interaccion proteina-superficie dependera de la proteina y
superficie particular, incluso con una solucién que contiene un unico tipo de proteina, la capa de proteina
adsorbida es probable que sea heterogénea. A medida que las moléculas se adsorben a una superficie limpia,
existen pocas limitaciones en su interaccion con el sustrato, y cada molécula puede formar muchos contactos
con la superficie. Conforme la superficie se ocupa, sin embargo, hay menos area disponible para la adsorcion
de las moléculas de proteina posteriores; en consecuencia, las moléculas en orientaciones diferentes podrian
unirse a la superficie, aunque se hacen menos contactos proteina-sustrato. Las orientaciones diferentes
también pueden permitir que la proteina evite o minimice las interacciones repulsivas con biomoléculas
unidas previamente; ademas de las razones del area de contacto disponible, las proteinas pueden existir en la
superficie en diferentes estados de orientacion debido a la heterogeneidad de la molécula de proteina y la
superficie; es posible que se necesiten diferentes orientaciones para producir funcionalidades
complementarias en la superficie y en las proteinas con alta proximidad (Dee e7 a/., 2003).

Para una interfase fluido/fluido, y de acuerdo con la ecuacién de Gibbs para sistemas ideales, la adsorcion
de moléculas clasicas con actividad superficial en interfaces fluidas decrece la tensién interfacial segin lo
siguiente:

do = -I'RTdnC,

I' = (1/RT)(1/dnCy)

donde o es la tension interfacial, I' es el exceso de la sustancia con actividad superficial (concentracion
superficial) en la interfase, C;, es la concentracion en el bulk, y I'T= oo- 6 es la presion superficial.

La adsorcion en una interfase de fluidos puede ser descrita por 3 procesos consecutivos: 1) difusion de la
molécula desde el bu/k hacia la interfase y fijacién en la misma, 2) penetraciéon de nuevas moléculas dentro
de la capa adsorbida, y 3) rearreglo molecular de las particulas adsorbidas (esta etapa es muy importante en
el caso de proteinas). Para los ultimos 2 procesos existen barreras de energfa; si la difusién es el mecanismo
limitante, la ecuacién de Ward & Tordai (1946) es atil para evaluar el sistema (Magdassi & Kamyshny, 19906).
La desorcion es el reverso de la adsorcion; las moléculas previamente unidas a una superficie se separan y
vuelven a la fase masiva. Para que ocurra la desorcion, todos los contactos entre la proteina y la superficie
deben romperse simultaneamente. Aunque esta bien caracterizado para moléculas pequefas como gases, la
desorcién de proteinas es lenta o inexistente, a menos que se realicen cambios drasticos en el entorno

interfacial, como un aumento de la fuerza idnica, un pH reducido y el uso de agentes caotrépicos o
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detergentes, la adsorcion de proteinas es en gran medida irreversible debido a la necesidad de una disociacion
simultanea de todas las interacciones entre molécula y superficie. La dificultad o improbabilidad de la
interrupcién simultanea de todos los contactos se incrementa ain mas para grandes proteinas, que pueden

formar un mayor nimero de enlaces con la superficie (Dee ez al., 2003).

2.4 Surfactantes y emulsificantes

Los agentes con actividad superficial o surfactantes son moléculas o iones capaces de adsorberse en
interfaces. La estructura molecular de estas sustancias esta compuesta por 2 partes: una porcion hidrofilica,
capaz de orientarse hacia el agua o a otros liquidos y sélidos relativamente polares, y una parte hidrofébica o
lipofilica capaz de orientarse hacia una fase oleosa, liquidos o sélidos no polares y/o aire.

Por su parte, un agente emulsificante es un compuesto que se concentra en la frontera de dos fases
inmiscibles, usualmente agua y aceite, disminuye la energfa libre interfacial, reduce la tension interfacial entre
las fases, y forma una pelicula o barrera alrededor de las gotitas de la fase dispersa o discontinua a medida

que se forman, evitando la coalescencia de estas.

2.4.1 Clasificacion y caracteristicas

a) Polimeros solubles en agua. Pueden ser agrupados segin su origen o de acuerdo con su carga
eléctrica. Basados en su origen, existen 3 clases de polimeros solubles en agua: naturales (agar, pectina,
polipéptidos, proteinas, etc.), derivados de celulosa o semisintéticos (metilcelulosa,
carboximetilcelulosa, etc.) y sintéticos (vinilpolimeros, carbomeros y polietilenglicoles). Segun su
carga eléctrica se clasifican en no cargados y aniénicos, los catidnicos son poco comunes.

Algunas de sus caracteristicas son: favorecer emulsiones O/W, aumentan considerablemente la
viscosidad. Otras caracteristicas dependen de la estructura particular de cada molécula.

b) Surfactantes aniénicos y detergentes. Los primeros se clasifican en jabones “suaves” y “duros”.
Los primeros son sales de dcidos grasos en el que el ion positivo es univalente, como Na" y K, los
acidos grasos mas utilizados son estearico, palmitico, oleico y laurico. Son solubles o dispersables en
agua, usualmente forman emulsiones O/W con un pH bisico.

El segundo grupo son sales de acidos grsos en el que el ion positivo es divalente o trivalente, se
forman de la reaccion de Ca(OH ):en solucion de Ca(OH), tépica con acido oleico. Son solubles en
aceite e insolubles en agua y forman emulsiones W/O.

Los detergentes son sales de alquilsulfatos, sulfonatos, fosfatos y sulfosuccinatos, un ejemplo es el
lauril sulfato de sodio. Son muy hidrofilicos y siempre forman emulsiones O/W, son mas estables en

ambientes acidos.
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d)

2)

Surfactantes catidonicos. Son compuestos cuaternarios de amonio, muy hidrofilicos, no son buenos
emulsificantes, pero son utiles como agentes antimicrobianos.

Sélidos finamente divididos. Estos son generalmente soélidos inorganicos hidréfilos finamente
divididos. Cuando estos sélidos se encuentran en un estado muy fino de subdivision, tienden a no
ser facilmente humedecidos por liquidos y se orientan en las interfaces, formando una barrera a la
coalescencia. Los ejemplos mas comunes de este tipo incluyen a las arcillas coloidales bentonita y
Veegum y los hidréxidos metalicos, como el 6xido de magnesio y 6xido de zinc.

Surfactantes naturales no iénicos. Estos incluyen alcoholes de acidos grasos, tales como alcohol
estearilico y alcohol cetilico, grasa de lana o cera de lana y sus derivados, alcoholes de lana y colesterol
y derivados de otras ceras naturales, tales como espermaceti y cera de ésteres de cetil). Estan
disponibles como fracciones de los productos naturales o sus versiones sintéticas.

Surfactantes sintéticos no id6nicos. Estos son ésteres complejos y éster-éteres derivados de
polioles, 6xidos de alquileno, acidos grasos y alcoholes grasos. La porciéon hidrofila de estas moléculas
consiste en grupos libres hidroxilo y oxietileno; la parte lipofilica tiene hidrocarburos de cadena larga
de acidos grasos y alcoholes grasos. Aunque reciben una designacién quimica basada en el
componente primario, estos son mezclas realmente complejas de derivados estrechamente
relacionados. Por ejemplo, el monooleato de sorbitan, también conocido como Span 80, es una
mezcla, pero el componente principal es monooleato de sorbitan. El polisorbato 80 (Tween 80) es
monooleato de polioxietileno 20 sorbitan; el 20 indica que hay aproximadamente 20 moles de 6xido
de etileno por cada mol de sorbitol y anhidrido de sorbitol. Los tensoactivos no iénicos cominmente
utilizados incluyen diversos Spans, Tweens, Arlacels y Mytjs.

Son compuestos neutros y estables en un amplio rango de pH, tolerantes al calor y relativamente
insensibles a la presencia de altas concentraciones de electrolitos.

Tensoactivos anfotéricos o zwiteridnicos. . Estos surfactantes pueden ser anidnicos, catiénicos o
no i6nicos en solucién, dependiendo del pH del medio. Son generalmente ligeros, como la lecitina,
lo que hace que algunos de ellos sean especialmente adecuados para su uso en productos y preparados

farmacéuticos.

2.4.3 Métodos experimentales para evaluar el desempefio de surfactantes y emulsificantes

Los agentes tensoactivos, como humectantes, emulsionantes, limpiadores o agentes espumantes, asumen un
papel importante en la mezcla de liquidos o cuando entran en contacto con sustancias sélidas. Las preguntas
que requieren un analisis de la interfaz estan asociadas con el desarrollo, la optimizacion y la dosificacion
correcta de estas moléculas. Algunas de las cuestiones que necesitan ser respondidas para entender la

potencial funcionalidad de estas sustancias son: ¢como reduce ducha sustancia la tensién interfacial en
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distintos ambientes (por ejemplo, sistemas aire-agua o aire-aceite) ?, ;qué tan rapido actia? jen qué porcentaje

mejora la humectacion? gexiste una tendencia a la estabilizacion de espumas y emulsiones? ¢cual es la

naturaleza de la espuma y/o emulsién que se forma? Para responder estas y otras preguntas relacionadas con

la funcionalidad tanto de tensoactivos como emulsificantes, algunos de los test de mayor aplicacién son los

siguientes:

a)

b)

d)

Mediciéon de la tension interfacial. Es un parametro importante para muchos procesos. Por
ejemplo, en muchos casos las superficies y particulas hidrofébicas estan mal humedecidas debido a
la alta tensién superficial del agua; los tensoactivos reducen la tensiéon superficial y de este modo
mejoran la humectacion de las superficies solidas y la dispersabilidad de los polvos. Previamente se
describieron los métodos mas comunes para medir este parametro, asi como las ecuaciones
involucradas en el calculo de este.

Concentracion micelar critica. Provee informacioén importante acerca de los surfactantes; es la
concentracion en la que la superficie esta completamente cubierta con moléculas de surfactante. Por
encima de esta concentracion, se producen agrupaciones de moléculas denominadas micelas en la
solucién. Entre otras cosas, las micelas son responsables del efecto limpiador de un agente
tensoactivo, ya que pueden incorporar y movilizar sustancias hidréfobas. La medicion de la CMC
permite conocer la concentraciéon de tensoactivo en la que comienza a presentarse el efecto de
limpieza. Por encima de la CMC, la tensién superficial no se reduce mas cuando se agrega mas
surfactante. En el caso de los agentes humectantes, por lo tanto, no tiene sentido utilizar una dosis
superior a la CMC por razones de costo y consideraciones ecoldgicas. La dosificaciéon de un agente
tensoactivo como agente humectante puede optimizarse midiendo la CMC.

Medicion de la tension interfacial entre liquidos. Dado que emulsionantes y tensoactivos
reducen la tension interfacial entre fases que no son solubles entre si, estos son capaces de mejorar
la capacidad de mezcla. Al mismo tiempo, facilitan que se formen pequefias gotas y actien para
estabilizar la emulsién, ya que ralentizan o evitan la fusién de las gotitas. La tension interfacial de un
liquido con respecto al agua es una medida de su hidrofobicidad. Por lo tanto, la medicién de este
parametro se utiliza para garantizar la calidad de los liquidos con los que no es deseable una mezcla
de fases con agua.

Tension interfacial dinamica. Las superficies e interfaces se forman a gran velocidad en diversas
aplicaciones y procesos de produccion. Sin embargo, los surfactantes y emulsificantes necesitan una
cierta cantidad de tiempo para la difusion y la adsorcion; por lo tanto, la tension interfacial depende

de cuanto tiempo ha transcurrido desde que se formé un nuevo limite de fase. En consecuencia, la
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tension interfacial puede ser considerablemente mayor con procesos dinamicos que en el estado
estacionario, esta situacioén afecta significativamente la eleccién correcta y la dosis de un surfactante.
Medicion del angulo de contacto. La medicion del angulo de contacto se usa para responder las
siguientes preguntas: 1) el efecto sobre la humectacion al agregar surfactantes y 2) humectabilidad de
sélidos que contienen surfactantes.

El angulo de contacto es una indicaciéon del grado en que se mejora la humectacién de un liquido
mediante la adicion de un agente tensoactivo. Las mediciones a altas o bajas temperaturas, la humedad
controlada o la dindmica de dosificacién flexible simulan de manera flexible las condiciones de su
proceso de humectacion. Dado que los sélidos se mezclan frecuentemente con surfactantes para
mejorar la humectabilidad del agua (un ejemplo de esto es el uso de surfactantes para promover y
acelerar la disolucion de tabletas), el cambio en el angulo de contacto con respecto al tiempo es
particularmente importante para investigar el efecto del tensoactivo, esta dependencia de tiempo
refleja la velocidad con la que estas sustancias se adsorben en la interfaz con el liquido y actian para
mejorar la solubilidad.

Reologia interfacial. Las investigaciones reolégicas de superficie aumentan el conocimiento a
detalle de los surfactantes en las siguientes areas: 1) movilidad de los surfactantes, 2) estabilidad de la
pelicula, 3) estabilidad de la espuma y 4) estabilidad de la emulsion.

La reologia interfacial investiga el cambio en la tensién superficial o tensién interfacial en funcion de
la velocidad y el grado de cambio del area de la interfaz. Los instrumentos de reologia superficial
miden cantidades tales como la elasticidad de la interfaz (médulo de almacenamiento) y la viscosidad
de esta (médulo de pérdida), estas cantidades permiten sacar conclusiones relacionadas con la
movilidad de los tensoactivos y la estabilidad de las peliculas liquidas, asi como de las gotas en las
emulsiones. Los resultados también pueden correlacionarse con frecuencia con parametros de
espuma tales como la velocidad de drenaje y la estabilidad de la burbuja de espuma. El conocimiento
de la reologia interfacial aumenta la profundidad del conocimiento del comportamiento de los
tensoactivos en emulsiones y espumas, esto puede contribuir a la optimizacién de productos y

procesos en los que los surfactantes desempefian un papel crucial.
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CAPITULO 3

3.-JUSTIFICACION

Como se ha mencionado, las semillas de chia (Salvia hispdanica 1..) poseen excelentes cualidades nutrimentales,
particularmente en cuanto al aporte de acidos grasos y aminoacidos esenciales se refiere, por lo que no es de
extrafiarse que la demanda de las semillas de esta planta se haya incrementado considerablemente en el
mercado de alimentos funcionales en los ultimos afios.

Sin embargo, las propiedades tecnoldgicas de las proteinas nativas de la chia han sido poco estudiadas. Hasta
hace poco tiempo, el enfoque que permanecia en el estudio de estas semillas era unicamente con fines
nutrimentales y algunas aplicaciones ajenas al sector alimentario (pinturas, barnices, piensos para ganado,
etc.). No obstante, en tiempos recientes se ha renovado el interés por las propiedades funcionales que
comparten un gran numero de proteinas vegetales, incluidas las de la chia, como consecuencia de la
diversificacion en las necesidades y exigencias de los consumidores. Particularmente el area de las emulsiones
y sistemas dispersos en general ha tomado gran auge debido a la elevada cantidad de productos comerciales
que caen dentro de esta categoria. El origen de los emulsificantes utilizados en este tipo de productos ha sido
replanteado y en la actualidad se desea sustituir un gran nimero de compuestos usados como tales debido a
su origen sintético. En tiempos recientes se ha desarrollado una tendencia ampliamente marcada dentro del
area biotecnolégica para encontrar sustitutos de origen natural a estos materiales empleados
tradicionalmente, todo desarrollado a través de procesos sustentables. Este hecho, sumado al incremento
exponencial del mercado de alimentos funcionales o nutracéuticos, han redireccionado a la industria con el
proposito de ofertar productos novedosos y de calidad que cumplan con las expectativas de los
consumidores.

De esta manera, el presente trabajo pretende analizar las propiedades superficiales presentes en las diversas
fracciones proteicas de las semillas de chia. Al conjuntar tanto las propiedades funcionales y nutrimentales
de este grupo de proteinas se aportan beneficios econémicos significativos al proceso y se potencializa el

valor de las semillas de chia.
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CAPITULO 4

4.-OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar la factibilidad de emplear fracciones de concentrados proteicos de semilla de chia (Sa/via hispanica 1..)
como agentes con actividad superficial.

4.2 Objetivos particulares

1. Aislamiento y cuantificacién de proteinas presentes en las semillas de chia

2. Fraccionamiento del concentrado proteico por solubilidad y caracterizacion fisicoquimica de las fracciones
en su forma coloidal.

3. Evaluar la actividad superficial de las fracciones proteicas.

CAPITULO 5

5.-HIPOTESIS

Las fracciones proteicas contenidas en las semillas de chia ostentan propiedades superficiales favorables para
su uso como agentes estabilizantes de sistemas polifasicos, capaces de actuar como una fuente alterna al uso
de proteinas de origen animal y moléculas de origen sintético tradicionalmente empleadas en la industria
biotecnolégica y asi, generar productos de alto valor agregado al aprovechar tanto sus propiedades

funcionales como nutrimentales.
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CAPITULO 6

6.-MATERIALES Y METODOS
6.1 Estrategia experimental

La estrategia experimental que se siguid fue la siguiente:

Semillas de
chia

Humedad I I . p

Azlicares Caracterizacion .,

Proteinas fisi L Extraccion de Cuantificacion
Lipidos 1sicoquimica proteinas de fracciones
Cenizas J 9

s ) Peso
Caracterizacion
Al de molecular
senera FT-IR
proteinas DSC
Solubilidad
Evaluacién de Albuminas
la actividad Globulinas
superficial Prolaminas
Glutelinas

Dinamica de Potencial Reologia WAC Yy
adsorcién en HIC seta interfacial WOC
interfases
6.2 Materiales

Las semillas de chia fueron adquiridas en un mercado local de la Ciudad de México. Se utilizd agua
desionizada en la totalidad de experimentos. Todos los reactivos y solventes utilizados fueron grado analitico,
adquiridos segun se describe a continuacion:

Reactivos: mezcla reactiva de selenio para la determinaciéon de nitrégeno segun Wieninger, provisto por

Merck Millipore; carbonato de sodio (NaCOj), cloruro de sodio (NaCl) e hidréxido de sodio (NaOH)
adquiridos en Tecsiquim S.A. de C.V; tartrato de sodio y potasio (KNaCsH,Oy - 4H,O); sulfato de cobre
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(CuSOy) y fenol (CsHsOH) comprados a J. T. Baker; reactivo de Folin-Ciocalteu, sulfito de sodio (NaSOs) y
rojo de metilo (CisHisN30,) obtenidos a través de Sima-Aldrich; fosfato de sodio dibasico (Na,HPO,)
suministrado por Reasol S.A de C.V. y fosfato de sodio monobasico (NaH,PO, - H,O) provisto por Técnica
Quimica S.A de C.V.

Solventes: n-hexano (CsHus), adquirido a través de J. T Baker; tolueno (C;Hs), provisto por Técnica Quimica
S.A de C.V.y acido sulfarico (H.SOy), acido clorhidrico (HCI), etanol absoluto (C:HsO) y al 96% comprados
a Tecsiquim S.A. de C.V.

Estandares: Albumina sérica bovina y glucosa (C¢Hi20Og) adquiridos en Sigma Aldrich.

Otros materiales: membranas de celulosa (tamafio de exclusién de 12,400 mW), provistas por Sigma-Aldrich;
filtros de nylon de 0.2 y 0.45 um, adquiridos a través de Pall Corporation; resina Macro-Prep Methyl HIC
Media (Bio-Rad), comprada a Crissof de México S. de R.L. de C.V.; aceite de canola comestible Capullo™,
comprado en un mercado local; nitrégeno (N») y didxido de carbono sélido (COy), adquirido en un negocio

local de la Ciudad de México.

6.3 Caracterizacion fisicoquimica de semillas de chia

6.3.1 Contenido de proteina total
El contenido de nitrégeno fue determinado mediante la técnica micro-Kjeldahl, la cual permite cuantificar el
nitrégeno total presente en la muestra, tanto proteico (amino y amida) como no proteico (urea y otros). Para
ello, aproximadamente 0.5 mg de semillas se colocaron en un matraz micro-Kjeldahl, recubiertas por un
fragmento de papel filtro, posteriormente se agregaron 10 ml de H.SO4 concentrado. A esta mezcla se le
adicionaron 2 mg de la mezcla reactiva de selenio para la determinacién de nitrégeno para posteriormente
proceder a un proceso de digestion por un periodo aproximado de 5 horas. Finalmente, la solucion resultante
se destil6 y tituld con una solucién valorada de NaOH 0.1 N. El nitrégeno total se calculé mediante las
siguientes ecuaciones:

N total = (B-A) x N x meq x 100) /peso de la muestra

Proteina total = N total x FC

Doénde:
A = ml de NaOH gastados en la muestra del blanco
B = ml de NaOH gastados en la muestra
N = normalidad del NaOH
meq = miliequivalentes del HCI obtenidos en la titulacién

FC = factor de conversion estandar para proteinas (6.25)
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6.3.2 Determinacion de azicares totales

El contenido de azicares totales se determiné mediante la técnica de fenol-sulfurico (Dubois ez al., 1956). A
través de este método es posible cuantificar azdcares simples, reductores, oligosacaridos, polisacaridos y sus
derivados. En primer lugar, se preparé una solucién acuosa de la muestra triturada, para posteriormente
afiadir 1 ml de esta a tubos de ensayo perfectamente etiquetados. Para cada tubo se adicion6 0.6 ml de una
solucién acuosa de fenol al 5%, se mezcl6d perfectamente y se adicion6 3.6 ml de H,SO4 concentrado. La
mezcla se homogeneiz6 y permanecié en reposo a temperatura ambiente por aproximadamente 30 min.,
posterior a ello se determind la intensidad del color naranja con ayuda de un espectrofotémetro a 480 nm
frente a un blanco preparado de la misma manera utilizando agua. La cantidad de carbohidratos presentes
en la muestra se calcul6 a partir de una curva patrén obtenida con glucosa sometida al mismo tratamiento en

concentraciones de 10 a 100 pg/ml.

6.3.3 Extraccién y cuantificacién de lipidos

Se empled una adaptacion del procedimiento de Soxhlet, acoplando un sistema de reflujo para el solvente.
En primera instancia, un matraz de bola con fondo plano y perlas de ebullicién fue llevado a peso constante
en una estufa a 90 °C. Se pesaron 20 g de semillas y se colocaron al interior del matraz, se acoplé un
refrigerante a la entrada del recipiente y se afiadieron 200 ml de n-hexano por este conducto. Se procedi6 a
calentar la muestra hasta 70 °C (punto de ebullicién del hexano) por 4 horas circulando agua fria por el
refrigerante; terminado el proceso se colectd la mezcla de solvente y extracto para ser destilada en un
rotavapor. El aceite recuperado se peso y se calculé el porcentaje de grasa, el solvente recuperado fue

utilizado para una nueva carga.

6.3.4 Contenido de humedad

Para determinar el contenido de humedad presente en las semillas se utiliz6 la técnica de secado en estufa.
Se pesaron 3 g. de muestra y se colocaron en crisoles llevados a peso constante previamente, se ubicé la
muestra al interior de una estufa a 90 °C hasta alcanzar peso constante. Terminado el proceso, se retiraron
los crisoles y se dejaron enfriar en un desecador a temperatura ambiente; el contenido de humedad fue

determinado por la diferencia de pesos debido a la pérdida de agua durante e secado isotérmico.

6.3.5 Determinacion de cenizas
Se colocd 1 g de muestra en cada uno de los crisoles llevados a peso constante previamente. Posteriormente
las muestras fueron puestas en una mufla a 550 °C durante 5 h. Transcurrido este tiempo, los crisoles fueron

almacenados en un desecador, permitiéndoles enfriarse y alcanzar nuevamente peso constante. La
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determinacién de cenizas, referida como el analisis de residuos inorganicos que quedan después de la ignicion
u oxidacion completa de la materia organica de una muestra, fue determinada por la diferencia de peso de

los crisoles con las cenizas y el del crisol vacio sobre el peso de la muestra, expresaindose como porcentaje.

6.4 Fraccionamiento y caracterizacion de proteinas

6.4.1 Aislamiento y cuantificacion

Se obtuvieron 4 tipos de proteinas de chia (albuminas, globulinas, prolaminas y glutelinas) aisladas de acuerdo
con el criterio establecido por Osborne (1924) y siguiendo la metodologia descrita por Timilsena ez a/. (2016b)
con algunas modificaciones.

En una primera etapa, las semillas de chia fueron tratadas con etanol en una proporcién 1:3 y mantenidas en
agitaciéon durante 12 h. aproximadamente para remover el mucilago. Posteriormente se extrajo la materia
grasa mediante una adaptaciéon del método Soxhlet descrito previamente. Las semillas se secaron en una
estufa a 50 °C por 8 horas para eliminar los restos de solvente y se molieron hasta obtener una harina fina;
dicha harina se us6 para hacer la extraccion de las proteinas como sigue:

50 g de harina desgrasada y sin mucilago se homogenizaron con agua en una proporcioén 1:10 manteniendo
en agitaciéon durante 30 min., en seguida, el extracto se centrifugd a 6000 rpm por 35 minutos controlando
la temperatura a 15 °C, el sobrenadante se colecté como la fraccion “albuminas”. Después de esto, el residuo
se traté de manera similar con NaCl 1 M, etanol al 70% y NaOH 0.2%. El sobrenadante de cada extracto se
colectd por separado y se utilizaron para obtener las proteinas solubles en soluciones salinas (globulinas),
alcohol (prolaminas) y alcalis diluidos (glutelinas).

Las proteinas colectadas se dializaron en un medio acuoso utilizando membranas de celulosa con un tamafio
de exclusion de 12, 400 MW terminado el proceso, fueron liofilizadas y almacenadas a temperatura ambiente.
La proporciéon de proteinas presente en las semillas se calculé mediante el método de Lowry (Lowry et al.,
1951).

Cada una de las 4 fracciones obtenidas fue caracterizada a través de las técnicas que se describen a

continuacion.

6.4.2 Determinacion de pesos moleculares

Se estim6 el peso molecular promedio de las 4 fracciones de proteinas utilizando dispersion estatica de luz
mediante un equipo Zetasizer Nano ZSP (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, UK). Se prepararon
soluciones de cada fraccion a distintas concentraciones (0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 y 1 mg/ml)
utilizando buffer de fosfatos (50 mM, pH 7.2) como solvente; cada dilucion fue depurada a través de un filtro

de nylon de 0.2 pm; se utiliz6 una celda de vidrio en todas las mediciones.
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Para moléculas que no muestran dependencia angular en su dispersion, la relacién entre la cantidad de luz

dispersa y su peso molecular vienen dada por la ecuaciéon de Rayleigh:

KC/Ro = (1/M + 2A,C)

donde K es una constante 6ptica, Rg es la relaciéon de Rayleigh de la intensidad de luz dispersa a incidente,
M es el peso molecular promedio ponderado, A es el segundo coeficiente virial y C es la concentracion de
la muestra. Por lo tanto, se espera que una grafica de KC/Reg vs C sea lineal con una ordenada al origen
equivalente a 1/M y una pendiente igual al segundo coeficiente vitial. Tal representacién se conoce como

grafica de Debye.

6.4.3 Analisis de hidrofobicidad

Los 4 tipos de proteinas obtenidas se examinaron mediante cromatografia de interacciéon hidrofébica (HIC).
Para ello, se prepararon soluciones al 0.5% (p/v) en NaCl 3 M con las muestras liofilizadas y se pasaron por
un filtro de nylon (0.2 um); se inyecté 10 ml de cada muestra a una columna de vidrio con un didmetro
interno de 2.54 cm y 50 cm de longitud conteniendo una resina Macro-Prep® Methyl HIC Media. La elucion
se llevé a cabo usando NaCl 3 M, 2.5, 2, 1.5, 1, 0.5 y agua, sucesivamente, con una velocidad de flujo de 0.66
ml/min. El efluente fue monitoreado a 280 nm usando un sistema cromatografico de baja presion (Biologic

LP, Bio-Rad, CA, EE. UU).

6.4.4 Estructura secundaria

Aproximadamente 3 g. de cada fraccion de proteinas liofilizadas fueron analizadas mediante un
espectrémetro Perkin Elmer Spectrum One FT-IR; 5 barridos independientes fueron promediados para cada
muestra. La asignacién de bandas a cada componente estructural secundario de las proteinas se realizé para
la regién amida I (1600-1700 cm™); para ello, se usé un proceso de deconvolucién en los espectros con el
software FT-IR Spectrum One (V3.02.01, Perkin Elmer, Inc., EE.UU.) y posteriormente se analizaron los
mismos con el software Origin 7.5 (v7.5870, Originllab Corporation, USA) para identificar los tipos de
estructura secundaria presentes en las muestras mediante el ajuste de multiples picos Gaussianos en los
espectros e integrando, de acuerdo con los métodos de Jiang ez a/. (2015), Siu et al. (2002), Yong et al. (2006)
y Carbonaro & Nucara (2010), con ligeras modificaciones. El area de cada pico indica la cantidad de cada
componente estructural secundario (estructuras aleatorias, a-hélices, giros-f3, hojas-f3 intramoleculares y

hojas- 3 intermoleculares).
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6.4.5 Caracterizacion termodinamica

Las fracciones de proteinas se dispersaron en agua dentro de tubos Eppendorff provistos de tapas herméticas
para evitar la evaporaciéon y se almacenaron durante 24 h. a temperatura ambiente para su completa
hidratacién. Las propotciones de agua-proteina (g/kg) requeridas se han desctito en trabajos previos (Olivos-
Lugo et al., 2009), quedando de la siguiente manera: albaminas 300, globulinas 400, prolaminas y glutelinas
900. Aproximadamente 5 mg de cada fracciéon hidratada fueron pesados dentro de charolas herméticas de
acero (PEB 018-2902) y selladas. Cada una de estas charolas se coloco en un calorimetro (DSC -7 Perkin
Elmer) previamente calibrado, se circul nitrégeno para crear una atmosfera inerte y se realizé la corrida en
un rango de temperatura de 20 a 150 °C. Para cada fracciéon se calcul6 el rango de temperatura de

desnaturalizacion (ATy), la temperatura maxima de desnaturalizacion (Tq) y la entalpia asociada al proceso

(AH,).

6.4.6 Solubilidad

La solubilidad de cada fraccion en agua fue determinada como funcién del pH. En este test, 0.05 g de muestra
se dispersaron en 5 ml de agua a diferentes valores de pH (2-12). Las mezclas se agitaron vigorosamente y se
dejaron hidratar toda la noche a 4 °C. Las dispersiones se centrifugaron a 5000 rpm por 10 minutos
manteniendo la temperatura a 4 °C. El residuo insoluble se descartd y el sobrenadante se filtré con una

membrana de nylon de 0.22 pm. El contenido de proteina se cuantificé usando el método de Lowry (Lowry

et al., 1951).

6.4.7 Capacidad de retencion de agua y aceite

Dado que la capacidad para retener agua y aceite influyen significativamente en el desempefio de las proteinas
como estabilizantes de sistemas dispersos, se investigd el comportamiento de cada fraccion siguiendo la
metodologia descrita por Olivos-Lugo ¢ al., con algunas modificaciones. 0.25 g de muestra se mezclaron con
2.5 ml de agua y se someti6 a agitaciéon durante 1 hr.; seguido de esto, cada muestra se mantuvo en reposo
durante 25 minutos a temperatura ambiente para posteriormente centrifugar a 10,000 rpm durante 10
minutos. El sobrenadante se colecté y pesé para calcular la cantidad de agua retenida, expresada como masa

de agua (g) por masa de muestra (g) a través de la siguiente expresion:

WAC = (Wo-Ws) /(Wo)

donde W, y W, son las masas de agua utilizada (g) y no absorbida (sobrenadante)(g), respectivamente.
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Para determinar la capacidad de retencién de aceite se sigui6 el procedimiento anterior, reemplazando el agua
por aceite de canola. El resultado se expres6 como masa de aceite retenido (g) por unidad de masa de

proteina.

6.4.8 Carga supetficial

A través del monitoreo del potencial zeta como funcién del pH se determiné la carga superficial asociada a
cada tipo de proteinas. Para ello, se prepararon soluciones acuosas al 1% y se almacenaron por 8 hrs a °C
para su completa hidratacién. El potencial zeta se determiné utilizando un equipo Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments Ltd., Malvern, Worcestershire, UK) provisto con autotitulador y ajustando el pH de
las soluciones mediante la adicion de HCI 1 M y NaOH 0.75 M; para cada fraccién se obtuvo el punto

isoeléctrico.

6.4.9 Dinamica de adsorcion en la interfase

Las fracciones de proteinas fueron solubilizadas en buffer de fosfatos (50 mM, pH 7) hasta una concentracion
de 1%. Se us6 un medidor de angulo de contacto 6ptico (OCA-20) con accesorio de caida oscilante ODG-
20 (Dataphysics Instruments GmbH, Alemania) para analizar la dinamica de adsorcion de cada una de las
fracciones, monitoreando la evolucion de la tension interfacial a través del tiempo en interfaces agua-aceite
y agua-aire durante 90 y 54 minutos, respectivamente. El aceite utilizado en este andlisis fue aceite de canola

filtrado (0.2 wm).

6.4.10 Reologia interfacial

Las mediciones se realizaron con la ayuda de un reémetro compacto modular Physica MCR 300 (Physica
MeBtechnik GmbH, Sttutgart, Alemania) equipado con un disco bicénico de acero inoxidable (radio del

disco, Rb, de 15 mm y disco de doble angulo, 2a, de 10°). Para ello, previamente se prepararon soluciones
de las 4 fracciones de proteinas a una concentracion de 0.5 (p/v) utilizando buffer de fosfatos (50 mM,

pH 7.2) como solvente. Un recipiente de acrilico con termostato (radio interno, Rc, de 27 mm) fue colocado
en la placa de medicién del reémetro, posteriormente se vertieron cuidadosamente alrededor de 20 ml de
solucion de proteinas y el motor del equipo se accioné colocando la geometria en la superficie del medio. A
continuacion, la fase oleosa (aceite de canola) se vertié cuidadosamente con ayuda de una pipeta Pasteur a
través de las paredes del recipiente hasta formar una capa sobre la solucién de proteinas.

Las propiedades viscoelasticas interfaciales estaticas (creep compliance) se calcularon sometiendo los films
de proteinas a valores constantes de estrés de corte interfacial (6™ = 0.5 uN/m) durante 15 minutos, después

de los cuales se retird dicho esfuerzo y se continué monitoreando la atenuacion en el estrés del film por 15
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minutos mas. Se graficé el porcentaje de deformacion del material como funcién del tiempo cada 2 s. con el

software nativo del equipo.
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CAPITULO 7

7.-RESULTADOS Y DISCUSION

a) Caracterizacion fisicoquimica de semillas

6 30]
g

La figura 6 presenta los resultados obtenidos en el
analisis proximal de semillas de chifa. Se aprecia
claramente que los carbohidratos son el principal
componente en dichas semillas (39.3%), mientras
que la materia inorganica constituye el menor
porcentaje en las mismas (4.1%). Los resultados
obtenidos concuerdan con los reportados
previamente por Sandoval-Oliveros & Paredes-

Loépez (2013), asi como por Olivos-Lugo e7 al.,

SR : (2009), a pesar de que en estos trabajos se
sProteinas  Cenizas Humedad

al_os valores representan la media + SD de tres determinaciones

cuantificé por separado la fibra dietética y los
Figura 6, Andlisis proximal de semillas de chia azucares simples. El contenido de aceite también
es de resaltar, ya que es superior a las cantidades
reportadas para las principales semillas de interés comercial, como la soya (24%) y el algodon (22-24%)
(Ayerza, 1995). En cuanto al contenido de proteinas se refiere, se constaté que las semillas de chia poseen
una cantidad similar a las lentejas (23%) y garbanzos (21%), pero en mayor proporcion (19.7% en el presente
analisis) respecto a los cereales de mayor consumo, tal y como se ha reportado en trabajos previos (Ayerza
& Coates, 2005; 2011). Asi mismo, en estudios anteriores con estas semillas (Sandoval-Oliveros & Paredes-
Loépez, 2013; Olivos-Lugo e¢f al., 2009) se reportaron rendimientos superiores al 20% para este componente
(22.7% y 24.6 %), demostrando asi que las cantidades obtenidas pueden variar significativamente en funcién
de las condiciones de produccién, almacenamiento postcosecha y la metodologia utilizada durante el proceso
de extraccion, por lo que, para maximizar el rendimiento de alguno de los componentes de interés, es
necesario evaluar con detenimiento cada una de estas etapas.

Continuando con la fraccién proteica, previamente se ha discutido también la distribucién de aminoacidos
presentes en las semillas de chia. La tabla 2 presenta una vista comparativa de los resultados obtenidos por
Sandoval-Oliveros & Paredes-Lopez (2013) y Olivos-Lugo ¢ al., (2009). Existe una diferencia palpable entre
ambos trabajos, a pesar de que en los dos casos las determinaciones se hicieron en la harina desgrasada de

las semillas. Es muy probable que el proceso de extraccion y preparacion de las muestras influya directamente
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Tabla 2. Composicion de aminodcidos presentes en las

semillas de chia

Contenido (mg/g de

Aminoacido proteina cruda) en harina
desgrasada
Asp 473 £ 0.9 61.3 £8.8°
Glu 70.8 £ 1.1 123 £3.3
Ser 26.2£0.3 39.1£0.75
Gly 22.8£0.7 349 6.7
Arg 423104 80.6 + 2.5
Ala 26.8£0.3 39.4£4.12
Pro 19.9+£0.7 329 £ 217
His® 13.7+0.1 21.0£0.6
Thr" 18.0+0.2 282+%1.5
Val* 285104 455114
Met + Cys* 27.7£0.5 21.0 £1.96
Ile* 242104 341 +3.17
Leu* 41.5£0.6 54.4£6.0
Phe + Tyr* 38.8+0.5 542+ 22
Lys® 29.9+£0.5 37.1+5.18

aaminoacidos esenciales

bresultados obtenidos por Sandoval-Oliveros & Paredes-Lopez (2013)
cresultados obtenidos por Olivos-Lugo et al., (2009)

en la composicién de aminoacidos detectada. La misma tabla
indica que existe una cantidad elevada de aminoacidos
aromaticos (Phe y Tyr) y azufrados (Met y Cys), asi como
presencia considerable de treonina e histidina. Ademas, se
detect6 un alto porcentaje de acidos glutamico y aspartico,
que es tipico en semillas con abundante presencia de
globulinas (como se detalla en la siguiente seccion); estos dos
ultimos poseen un grupo R con carga neta negativa a pH 7.
La abundancia de aminoacidos azufrados sugiere que
pueden estar intimamente ligados en la estabilizacion de la
estructura terciaria y cuaternaria de estas proteinas; por su
parte, la presencia de altos niveles de acido glutamico ha sido
de interés en la industria biotecnologica debido a su
potencial para estimular los sistemas nerviosos e
inmunolégico en humanos (Sandoval-Oliveros & Paredes-
Lépez (2013); Olivos-Lugo ez al., 2009).

En cuanto a la distribucién de aminoacidos segin su
polaridad, en ambos estudios se comprobd que existe un
balance adecuado entre aquellos de caracter polar y no polar
o alifatico. Asi, Sandoval-Oliveros & Paredes-Lopez (2013)
determinaron que alrededor del 53.5% corresponden al
primer tipo (polares), mientras que un 46.5% al segundo (no
polares y aromaticos). Por su parte, Olivos-Lugo ez a/., (2009)
mencionan una proporciéon de 55.7% para aminoacidos de

caracter polar, y un 44.3% para aquellos no polares. Desde

luego, esta situacion posee implicaciones altamente relevantes en el desarrollo de sistemas dispersos, puesto

que segun el tipo, nimero y posiciéon de los aminoacidos en la cadena polipeptidica se determinan las

propiedades moleculares, fisicoquimicas y funcionales de las proteinas. En consecuencia, estas se comportan

como moléculas anfifilicas capaces de anclarse, por ejemplo, a interfaces agua-aire o agua-aceite y asi,

coadyuvar en la estabilizacion de espumas y emulsiones. El balance relativo de grupos polares y no polares

expuestos en sus superficies gobierna la actividad superficial de estas moléculas. Si la hidrofobicidad de la

superficie es demasiado baja, entonces la fuerza motriz para la adsorcién de las proteinas no sera suficiente

para superar la pérdida de entropia asociada con la adsorcién; por el contrario, si la hidrofobicidad superficial
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es demasiado alta, entonces las proteinas tienden a agregarse, se vuelven insolubles en agua y pierden su
actividad superficial. En consecuencia, un nivel 6ptimo de hidrofobicidad es requerido para que una proteina
pueda actuar como un adecuado agente superficial.

En cuanto a la naturaleza eléctrica de los aminoacidos presentes en las semillas de chia, es posible apreciar
que existe un equilibrio entre aquellos con carga positiva y negativa, destacando la arginina y lisina en el
primer tipo y el acido glutamico dentro de los que poseen carga negativa a pH 7. En general, muchas proteinas
tienen una mezcla de aminoacidos anidnicos, neutrales y catidénicos a lo largo de la o las cadenas
polipeptidicas, lo que determina sus caracteristicas eléctricas bajo distintas condiciones de pH. Las cualidades
eléctricas de una proteina tienen una gran influencia en sus propiedades funcionales en emulsiones; en
particular la repulsion electrostatica juega un rol critico en la prevencion de la agregacion de gotas de aceite
recubiertas de proteina. En adicidn, las interacciones electrostaticas tienen un impacto en la estabilidad de
emulsiones frente a la oxidacion lipidica ya que las superficies de gotas anioénicas pueden atraer metales de
transicién catidnicos que catalizan la oxidacion de lipidos al interior de las gotas. La distribucién de las cargas
en la superficie de proteinas también es importante debido a que influyen en la adsorcién de otras especies
cargadas, por ejemplo, otros biopolimeros cargados pueden adsorberse a las gotas cargadas de manera similar
si tienen regiones suficientemente grandes de carga opuesta (McClements & Gumus, 2016).

En consecuencia, los resultados obtenidos proyectan a las semillas de chia como una fuente importante de
proteinas, que, en conjunto con su alto contenido de aceite y fibra, la convierten en una alternativa altamente

viable en la busqueda de nuevos materiales dentro de la industria.

b) Fraccionamiento y caracterizacion de proteinas

1.- Aislamiento y cuantificacion

La figura 7 presenta las proporciones obtenidas para cada tipo de proteina aislada a partir de la harina
desgrasada de las semillas de chia. Como se aprecia, las globulinas (solubles en NaCl 1 M) constituyen mas
del 50% del total, mientras que las prolaminas (solubles en etanol al 70%) conforman la menor fraccion
dentro del bulk proteico. Al igual que en la seccién anterior, se detectd que la relacion entre las condiciones
de extracciéon (temperatura, pH, tiempo, velocidad de centrifugado, etc.) influyen drasticamente en los
resultados conseguidos; no obstante, estos son consistente con los reportados previamente por Timilsena ez
al., (2016b) y Sandoval-Oliveros & Paredes-Loépez (2013). El procedimiento que se utilice para obtener cada
fraccion de proteina puede afectar las propiedades de estas, por ejemplo, la habilidad para desnaturalizarse,
la formacion de complejos, degradaciéon de aminoacidos, participacion en reacciones de Maillard y reduccion

en la digestibilidad de aminoacidos, lo cual directa o indirectamente influira en sus caracteristicas funcionales.
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Figura 7. Proporcion de las fracciones proteicas presentes en semillas de

En un estudio reciente (Coelho & Salas-Mellado,
2018) se analizaron las repercusiones que tiene el
método de extraccion en el rendimiento vy
propiedades funcionales de cada tipo de proteina
de chfa. Contrastando un método similar al
empleado en el presente trabajo (afadiendo un
paso previo de solubilizacién alcalina y posterior
precipitacion isoeléctrica) versus un fraccionado
en seco, se constatd que el tratamiento quimico

fue el mas efectivo al incrementar la cantidad de

proteinas extraidas, teniendo a las glutelinas
(solubles en NaOH 0.2%) como la principal
fraccion colectada con rendimientos superiores al

60%. Por su parte, Timilsena e al, (2016b)

chia

siguieron la misma metodologfa de extraccién descrita aqui, pero utilizando soluciones distintas para cada
extraccion, lo cual culminé en una variacion significativa de los rendimientos para cada una de las fracciones.
Con base en ello, se puede inferir que, independientemente del historial de las semillas previo a la extraccion,
es posible optimizar las condiciones de proceso a fin de maximizar el rendimiento de una fraccion
determinada segun los objetivos de la investigacion.

Las implicaciones de los resultados conseguidos en el presente andlisis son muy valiosas, ya que permiten
vislumbrar aplicaciones potenciales para cada fraccidon, conociendo de antemano las condiciones bajo las
cuales fueron obtenidas. Por ejemplo, dado que las globulinas son capaces de solubilizarse en soluciones
salinas, es probable que este tipo de proteinas sean poco susceptibles a condiciones donde la fuerza iénica
sea considerable, ademas de que, quizas sus propiedades funcionales, y en especifico las superficiales,
encuentren un amplio campo de aplicaciéon en productos industriales en donde es comun encontrar una fase
acuosa con presencia de sales, particularmente NaCl; una situacion similar podria darse con la fraccion
albuminas debido a su relacién con los sistemas acuosos.

En este mismo orden de ideas, las prolaminas, a pesar de ser la fracciéon con el menor rendimiento, pueden
ser capaces de aportar propiedades viscoelasticas interesantes, como se ha verificado en los productos de
panificacion; las elevadas cantidades de prolina y acido glutamico de igual manera son aspectos sobresalientes.
La clasificacion actual para este grupo de proteinas se basa en las relaciones estructurales, lo que permite

tener diferentes grupos y subgrupos; asi mismo, la composicion de aminoacidos y secuencias especificas son
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muy variables, por tal motivo ha sido dificil definir propiedades especificas para todas las proteinas
pertenecientes a este grupo.

Por su parte, las glutelinas son un tipo de proteinas mas complejas. Una de sus principales ventajas es que
no solo son capaces de solubilizarse en medios alcalinos, sino también en ambientes acidos (pH 2), por lo
que se puede esperar un adecuado desempefio en formulaciones con pH muy bajo, como bebidas, aderezos,
etc. Ademas, en conjunto con las prolaminas, aportan propiedades reoldgicas interesantes como viscosidad

y elasticidad.

Determinacién de pesos moleculares

Para cada una de las 4 fracciones de proteinas colectadas, el peso molecular absoluto se calculé mediante el
uso de dispersion estatica de luz. Esta técnica permite hacer estimaciones mucho mas rapidas comparada
con algunas de las metodologias tradicionalmente empleadas, como la cromatografia de filtraciéon en gel y la
electroforesis en gel de poliacrilamida, ademas de que la preparacion de las muestras es econémica y estas no
se destruyen durante la corrida. A la fecha, no existen reportes de la utilizacién de esta técnica en la
caracterizacion de proteinas de chia, no obstante, se ha ensayado este procedimiento en la caracterizacion de
formulaciones farmacéuticas, principalmente anticuerpos.

La figura § muestra las curvas obtenidas en las mediciones, la linea punteada representa el ajuste lineal para
cada fraccion, mientras que la 7abla 3 resume los valores obtenidos para estas.

Es posible apreciar que existe una diferencia notable entre cada muestra, siendo las albuminas la fraccién con
el mayor peso molecular (954 kDa), mientras que las globulinas presentan el peso molecular mas pequefio,
con 62.1 kDaj; por su parte, las prolaminas y glutelinas exhiben valores intermedios entre las anteriores, con

106.1 y 207.2 kDa, respectivamente. En estudios

0.041
0.081

previos se  han  reportado  resultados

' ‘éiz considerablemente distintos respecto a los

: gﬁ hallados en nuestro laboratorio, todos ellos

3 utilizando electroforesis (SDS-PAGE) para el

o t:j::;::t::i """" analisis. Bushway e7 a/. (1984) realizaron una de

::::j::ZZZF:“}'/ las primeras caracterizaciones del peso molecular
OO0 de proteinas de semillas de chia, sus resultados
indicaron la presencia de 10 fracciones, donde

0 0.0002 O.Oboéonce?lg’ggi%n (g(/)ﬁ?g% 0.001 aquellas que predominaban tenfan pesos

moleculares entre 14.8, 22.6 y 30.8 kDa.

. . . ) Utilizando la misma técnica, Timilsena e a4/,
de las fracciones proteicas de semillas de chia.
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(2016b) identificaron 7 bandas principales entre 10-75 kDa en condiciones nativas, mientras que en un
ambiente reductor, bandas mas prominentes fueron visibles entre 25-37 kDa.

Por otra parte, Sandoval-Oliveros & Paredes-Lopez (2013) fraccionaron el total de proteinas de las semillas
siguiendo el mismo criterio descrito en el presente trabajo, para posteriormente analizar la distribucion de
pesos moleculares de cada porcién también por electroforesis. Estos autores describen que tanto las
albiminas como las globulinas mostraron un gran numero de bandas en un amplio rango de pesos
moleculares, sin embargo, en las albuminas no se observaron bandas con alta intensidad, mientras que las
globulinas presentaron 7 bandas entre 18 y 35 kDa; con las prolaminas solo se obtuvo bandas visibles hasta
que se precipit6 la fracciéon con acido tricloroacético, al final fue posible apreciar 3 bandas con pesos
moleculares entre 25 y 33 kDa. Por ultimo, con las glutelinas se apreciaron 4 bandas con pesos moleculares
entre 20 y 30 kDa, muy parecidas a las globulinas.

Los valores de peso molecular significativamente menores obtenidos en estos trabajos, aunado al gran
numero de fracciones halladas es un indicador claro de que el procedimiento utilizado permitié visualizar
distintos subtipos de proteinas dentro de cada una de las fracciones principales (albuminas, globulinas,
prolaminas y glutelinas), y no solo eso, es muy probable que bajo condiciones reductoras haya sido posible
elucidar incluso algunas subunidades de cada subtipo de proteina presentes en la muestra. Sin embargo, dado
que en algunas de las investigaciones se trabajé directamente con soluciones del grueso de proteinas sin llevar
a cabo un fraccionamiento previo como en nuestro caso, la identificacién de los componentes se vuelve muy
complicada; aunado a esto, la calidad de resolucién en las bandas fue bastante pobre, hecho que puede
conducir a confusiones durante el proceso de identificacion.

A pesar de que la técnica SDS-PAGE es bastante sensible para la determinacién de pequefas cantidades de
proteina y sus pesos moleculares, el procedimiento es complicado, indirecto y consume demasiado tiempo
(Ye, 20006). En contraste, la metodologia propuesta en el presente trabajo permiti6 llevar a cabo mediciones
mas rapidas sin sacrificar el rigor del analisis al separar previamente el grueso de proteinas en funcién de su
solubilidad, lo que facilit6 la posterior determinaciéon. Para nuestro caso, los elevados pesos moleculares
obtenidos respecto a los trabajos mencionados anteriormente sugieren que cada muestra analizada
corresponde a un complejo dentro del cual existen diversos subtipos de proteinas, generalmente estos altimos
han sido clasificados en funcién del coeficiente de sedimentaciéon en gel de sacarosa. Los subtipos de
globulinas vegetales (la principal fraccion hallada en las semillas de chia) son los que se han clasificado con
mayor detalle, principalmente a partir de la soya, con 2 tipos principales: las globulinas 7S, con pesos
moleculares entre 150 y 190 kDa, de constitucién trimérica y cuyas subunidades no pueden formar enlaces
disulfuro; y las globulinas 118, oligdmeros hexaméricos de entre 50 y 60 kDa cuyas subunidades interactian

por enlaces no covalentes.

68



Dado que el peso molecular de las proteinas y en general de cualquier polimero es un indicador directo del
desempefio y actividad del producto, la comprensioén de este y otros parametros moleculares es clave para
controlar el desempeno del producto en una amplia gama de areas de aplicacion.

En la formacién y estabilizacién de espumas y emulsiones, el peso molecular del emulsificante o tensoactivo
utilizado juega un papel crucial. En las primeras etapas de la formacién de estos sistemas, las proteinas deben
situarse rapidamente en la interfase para disminuir la tension interfacial y asi lograr gotas pequenas de la fase
dispersa; dado que este fenémeno es gobernado principalmente por un proceso de difusion, es muy probable
que aquellos agentes superficiales con el menor peso molecular se desplieguen a mayor velocidad y sean mas
efectivos. No obstante, existe evidencia que sugiere que probablemente existen parimetros de mayor
relevancia vinculados a esta etapa, ya que algunas moléculas con pesos moleculares grandes fueron capaces
de disminuir de manera mas efectiva la tension interfacial en un estudio reciente (Cuevas ¢# al., 2010).

Por otro lado, el espesor de la capa interfacial tendera a incrementarse conforme se incremente el peso
molecular de la proteina, pero también dependera de su conformacién (globular o flexible; las proteinas de
reserva de fuentes vegetales generalmente corresponden a estructuras de tipo globular). Asi, las proteinas
con alto peso molecular y estructuras extendidas a menudo son mejores previniendo la agregacion mediante
la generacion de fuertes repulsiones estéricas. Sin embargo, las proteinas globulares tienden a exponer grupos
no polares cuando son sometidas a temperaturas por arriba del punto de desnaturalizacién, lo que puede
incrementar la hidrofobicidad superficial de las gotas; como resultado, la atracciéon hidrofébica entre las
mismas se vuelve mas fuerte y puede conducir a la agregacién si ninguna fuerza repulsiva (como la
electrostatica, véase la seccién "potencial zeta") operante en el sistema es lo suficientemente fuerte para

contrarrestar el efecto.

Tabla 3. Resumen de valores obtenidos en el ajuste lineal para la determinacion de
pesos moleculares.

Valores de ajuste

Fracciéon | Mw (kDa) | A; (ml-mol/g?) t? Ec. de la recta

Albiminas | 954 224 0.00117 £2.47e-4 | 0.761 | y=2.332x + 0.001049

Globulinas | 62.1+21.3 | 0.0367 +0.00613 | 0.856 | y=73.36x + 0.01611

Prolaminas | 106.1 £36.2 | 0.0258 £0.00459 | 0.957 | y = 38.716x + 0.009425

Glutelinas | 207.2+61.1 | 0.0194 £0.00153 | 0.958 | y = 38.72x + 0.004826
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Analisis de hidrofobicidad

Las figuras 9-12 presentan los perfiles de hidrofobicidad que se obtuvieron al analizar las 4 muestras de

proteinas mediante cromatografia de interaccion hidrofébica. Esta técnica permitié separar a las proteinas

con base en su hidrofobicidad superficial mediante la adsorciéon de estas a la superficie débilmente

hidrofébica de la resina en una solucién intensamente salina, y su posterior eluciéon mediante un gradiente

negativo de NaCl. Las curvas en color negro representan la absorbancia medida por el equipo a 280 nm,

mientras que aquellas en color verde representan la conductividad de la fase moévil al salir de la columna. Para

cada muestra se detectaron 3 fracciones que eluyeron a distintos tiempos; en el caso de albuminas y globulinas

se puede notar que las 2 principales abandonaron la columna muy al inicio de la corrida, donde la minima
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Figura 9. Perfil del fraccionamiento de albiiminas de chia por
cromatografia de interaccion hidrofibica
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Figura 10. Perfil del fraccionamiento de globulinas de chia por

cromatografia de interaccion hidrofibica

concentracién salina de la fase mévil fue 2 M.
Estas fracciones son altamente hidrofilicas, dado
que no fueron capaces de establecer
interacciones de caricter hidrofébico con la
resina y, en consecuencia, evacuaron la columna
rapidamente; para los 2 tipos de proteinas, estas
fracciones representan mas del 70% del total de
la muestra (ver tabla 5). A su vez, tanto en las
albiminas como en las globulinas se hizo visible
una tercer fraccion, la cual eluyé al final del
proceso donde la fase movil consistid
exclusivamente de agua, lo que indica que estas
porciones corresponden a moléculas altamente
hidrofébicas. Para el caso de las albuminas dicha
fraccion fue mas notable, representando 26.6%
del total de la muestra.

En el caso de prolaminas y glutelinas se aprecia
un comportamiento distinto. Al igual que en la
situacion  anterior, 3  fracciones fueron
identificadas para cada muestra, sin embargo, la
naturaleza de estas fue ligeramente mas
hidrofébica comparada con las anteriores. El
grupo principal eluyé con una fase movil de

concentracion 2 M en las prolaminas, mientras
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que en el caso de glutelinas esta consistié de NaCl 1.5 M, representando el conjunto mas hidrofébico

detectado en todo el experimento; estas fracciones representan mas del 80% de la muestra analizada.

También, 2 porciones de naturaleza altamente hidrofilica fueron detectadas en ambas muestras, mismas que

eluyeron recién iniciada la corrida, donde la fase mévil consistié de NaCl 3 M.

Con base en estos hechos, es claro que existe una clara conexion entre el tipo de solvente utilizado en la

extraccion y el grado de hidrofobicidad asociado a cada tipo de proteinas. Asi mismo, presentamos evidencias

que confirman los trabajos previos llevados a cabo por Sandoval-Oliveros & Paredes-Lépez (2013), asi como

por Olivos-Lugo et al.,(2009) en donde se reporta una distribucién homogénea a nivel global entre
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Figura 11. Perfil del fraccionamiento de prolaminas de chia por

cromatografia de interaccion hidrofibica.
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Figura 12. Perfil del fraccionamiento de glutelinas de chia por

cromatografia de interaccion hidrofibica.

aminoacidos de caracter polar y no polar
presentes en las proteinas de chia. Asi, el grado de
hidrofobicidad de las principales fracciones
proteicas analizadas quedo de la siguiente manera:
albiminas<globulinas<prolaminas<glutelinas.

A pesar de que la técnica utilizada en el presente
trabajo es una de las de mayor uso, existen otros
procedimientos que han encontrado amplia
aceptacion para el andlisis de hidrofobicidad en
diversos materiales. Timilsena e al, (2016b)
analizaron la hidrofobicidad superficial de
proteinas de chia a través del método ANS (acido
8-anilino-1-naftaleno sulfénico); este forma un
conjugado con grupos hidrofébicos de las
proteinas expuestos en la superficie, con el
consiguiente aumento en la intensidad de
fluorescencia del ANS, el desplazamiento azul de
los maximos de fluorescencia proporciona la
medida de la superficie hidrofobicidad superficial.
Sus resultados indican que estas moléculas
presentan una mayor exposicion de grupos
hidrofébicos a pH 3, 'y  decrecen
significativamente conforme se hacfa mas alcalino

el medio.
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Tabla 4. Fracciones de proteinas de chia obtenidas mediante el

uso de cromatografia de interaccion hidrofdbica. ) o i
Previamente se describié cémo influye el grado de

Proteinas | Fraccion Datos de ajuste hidrofobicidad de las proteinas en la estabilizacion
Area (%) R® | Tteraciones | de espumas y emulsiones (ver seccion Caracterizacion

1 40.704 fisicogquimica de semillas), solo basta afiadir que este

Albuminas 2 32.682 | 0.938 17 fenémeno interviene  directamente en las
3 26.612 interacciones intermoleculares proteina-proteina,

1 09.441 proteina lipido y proteina-aire, y es importante dado

Globulinas 2 29.996 | 0.922 9 que en los sistemas dispersos la adsorcion inicial es
3 1.561 afectada directamente por este tipo de interacciones.

1 8.315 A pesar de que los requerimientos moleculares de

Prolaminas 2 8.565 0.993 29 proteinas en la estabilizacién de espumas vy
3 83.119 emulsiones es muy similar, ciertas variaciones

1 9.035 pueden observarse en ambos sistemas debido,

Glutelinas 2 1.618 0.986 18 principalmente, al hecho de que la tensién interfacial
3 89 345 aire-agua es mucho mas grande comparada con una

interfase agua-aceite. En este sentido, la capacidad
emulsificante de proteinas muestra una correlacién positiva con su hidrofobicidad superficial, pero tal
correlacion no se observa con su capacidad espumante; mas bien, esta tltima exhibe una correlacion positiva
con la hidrofobicidad promedio de proteinas. Mientras que la hidrofobicidad superficial se refiere al cambio
en energfa libre por la unién de elementos no polares a parches hidrofébicos o cavidades en la superficie de
las proteinas, la hidrofobicidad promedio se refiere al cambio promedio de energfa libre para la transferencia
de cadenas laterales de aminoacidos desde un disolvente no polar al agua. Parece ser que debido a que la
energfa libre interfacial en un sistema agua-aceite es menor que en uno de tipo aire-agua, las proteinas pueden
desnaturalizarse solo de forma limitada en el primero y, por lo tanto, la hidrofobicidad de la superficie se
vuelve crucial para el anclaje de proteinas en la interfaz. Sin embargo, en una interfaz agua-aire, de alta energfa
libre, las proteinas se desnaturalizan en mayor medida, exponiendo residuos hidrofébicos enterrados a la
interfaz. Por lo tanto, aunque los parches hidrofébicos superficiales facilitan el anclaje inicial de la proteina,
las propiedades de la proteina desplegada en lugar de la proteina nativa dictan el comportamiento de la
proteina en la interfaz aire-agua. Esta parece ser la razén de la correlacion positiva entre la hidrofobicidad
promedio y la capacidad de formacion de espuma (McClements & Gumus, 2016).

Por lo tanto, a partir de los resultados obtenidos, se puede teorizar que las muestras con mayor nivel de

hidrofobicidad superficial (prolaminas y glutelinas) probablemente tengan un mejor desempefio en la
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estabilizaciéon de emulsiones debido a su rapido anclaje en la interfaz, mientras que aquellas con tendencia

hidrofilica (albuminas y globulinas) quizas se desempefien de mejor manera como estabilizantes de espumas.

Estructura secundaria

El analisis de la estructura secundaria mediante espectroscopia FT-IR, especificamente dentro de la region

amida I, revel6 que los arreglos tipo a-hélices representan la mayor proporciéon en todas las fracciones

analizadas; en conjunto con las distribuciones de patrén aleatorio (random coil) constituyen mas del 50%

pata las 4 fracciones. Por su parte, las estructuras de tipo hoja 3 (intermoleculares e intramoleculares) no
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Figura 13. Espectros FT-IR de proteinas presentes en las semillas de
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Figura 14. Perfiles de deconvolucion F1-IR en la region amida I para

los 4 tipos de proteinas presentes en las semillas de chia.

superan el 20% del total (ver ilustracién 15).

El estudio del tipo de disposiciones secundarias
presentes en las proteinas tiene importantes
implicaciones, no solo dentro de la estabilizacion
de sistemas dispersos, si no en diversas areas del
sector biotecnolégico. En este sentido, cabe
destacar que los aspectos estructurales que
pueden explicar la estabilidad de proteinas de chia
en el procesamiento  térmico, digestion
gastrointestinal, asi como en el desplegamiento de
las mismas dentro de una interfase no han sido
investigados.

Para entender el impacto del tipo de estructura
secundaria presente en las proteinas dentro de la
estabilizacion de espumas y emulsiones, es
importante mencionar que tradicionalmente se ha
asociado la presencia de a-hélices, random coil y
giros B con una alta estabilidad de estos
productos. De acuerdo con Damodaran (2008),
este tipo de arreglos constituyen estructuras
altamente flexibles que son capaces de desplegarse
de mejor manera en las interfaces comparadas con

las disposiciones tipo hoja B con estructura mas

rigida, tal y como se ha reportado en trabajos
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previos para otras fuentes de proteinas vegetales

I Hojas B intermoleculares

[ Hojas 3 intramoleculares

con altas proporciones de este mismo tipo de

configuraciones (Jiang ez al., 2015).
Bl Giros B i
En estudios previos (Damodaran, 2008), se ha

descrito que la propiedad individual mas
importante que afecta la actividad superficial de
Hl  o-hélices

proteinas es su flexibilidad molecular, es decir, la

capacidad innata de wuna proteina para
1 Estructuras aleatorias

experimentar un cambio de conformacion

Alb Gllo Pro Glu

rapido cuando se transfiere de un ambiente a

Figura 15 Componentes estructurales secundarios para los 4 tipos de

’ . ) otro. Investigaciones sobre varias proteinas no
proteinas presentes en las semillas de chia.

relacionadas han demostrado que la actividad
superficial dinamica de las proteinas, es decir, el cambio instantaneo en la presién superficial por miligramo
de proteina durante la adsorciéon desde la fase masiva a la interfaz aire-agua, se correlaciona positiva y
linealmente con la compresibilidad adiabatica (es decir, la flexibilidad molecular) de las proteinas
(Razumovsky y Damodaran, 1999). La flexibilidad molecular es una manifestaciéon de la suma de todas las
interacciones positivas y negativas, asi como de las fuerzas estéricas dentro de una molécula de proteina, y
representa la susceptibilidad de la conformaciéon de una proteina a un entorno alterado. El cambio rapido de
conformacion en una interfaz es esencial para que la proteina reoriente sus residuos hidréfobos e hidrofilicos
hacia fases oleosas, gaseosas y acuosas, y también para maximizar la exposicion y la particién de estos residuos
entre las 2 fases. Una proteina altamente rigida no puede disminuir la tensién interfacial incluso en una
condiciéon de monocapa saturada porque dicha proteina continuara permaneciendo en el estado gaseoso; una
transiciéon desde una fase gaseosa superficial a una fase expandida liquida a través de las interacciones
proteina-proteina que demandan el despliegue de esas son esenciales para la reduccién de la tension
interfacial.
No obstante, parece ser que la formacion de estructuras de tipo hoja B antiparalelas, especificamente de tipo
intermolecular, son importantes posterior a la adsorcion de las proteinas globulares en una interfase aceite-
agua. Lefevre & Subirade (2003) monitorearon los cambios conformacionales de algunas proteinas después
de formada la interfase mediante espectroscopia FT-IR y microscopia electrénica, sus resultados revelaron
que este tipo de disposiciones se debieron a la autoagregaciéon de proteinas, lo que condujo a la formacion
de membranas continuas y homogéneas que recubrieron los glébulos de aceite haciendo mas estable el

sistema.
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A manera de conclusién, solo resta mencionar que es importante conocer no solo el tipo de disposiciones
nativas presentes en una proteina, sino que, ademas, el monitoreo de los cambios conformacionales posterior
al proceso de adsorcion permitira obtener una mejor visiéon del papel de cada tipo de estructura secundaria
en particular. As{ mismo, en la seccién anterior se mencioné que para la estabilizacion de emulsiones por
proteinas, la hidrofobicidad superficial jugaba un papel clave, pero para el caso de espumas se volvia
apremiante la necesidad por conocer su disposicién configuracional. Pues bien, con el presente analisis
hemos proporcionado evidencia de que los 4 tipos de proteinas presentes en las semillas de chia poseen
estructuras altamente flexibles, lo cual es un importante parametro que sugiere un alto potencial para la

estabilizaciéon de emulsiones y espumas.

Caracterizacion termodinamica
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La ilustracion 16 presenta los termogramas

crudos de cada fraccion obtenidos mediante

calorimetria diferencial de barrido (DSC). Esta es
una técnica primaria para la medicion de las
propiedades térmicas de materiales que permite
establecer una conexién entre la temperatura y

ciertas propiedades fisicas de las sustancias; es el

unico método para la determinacién directa de la

Figura 16. Termogramas DSC de los distintos tipos de proteinas

40 60 80 100 120 140 160

Ternperatura (°C) entalpia (AH) asociada con el proceso de interés.

Como se aprecia, en la mayoria de las muestras se
dishadas de las semillas de chin obtuvo mas de una sefial, sin embargo, estas no
se encontraban del todo definidas, razén por la
cual fue necesario realizar un tratamiento posterior de los datos. Las figuras 17-20 representan los resultados
que se consiguieron al analizar los anteriores graficos mediante un ajuste de multiples picos Gaussianos. De
acuerdo con este estudio, y de forma similar al HIC, se observa que para cada una de las muestras (excepto
glutelinas) fue posible identificar diversos subtipos de proteinas, con temperaturas de desnaturalizaciéon (T'+,)
distribuidas dentro de un rango considerable, y donde una fraccién de prolaminas fue la que mostré la menor
temperatura de desnaturalizaciéon (75.5 °C), mientras que, en el caso contrario, un tipo de globulinas fue la

mas estable, con una temperatura de desnaturalizacién de 122.9 °C (ver zabla 5). Respecto a los valores de

AH asociados con el proceso de desnaturalizacion, de igual manera estos abarcan un intervalo considerable,
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Figura 18. Andlisis del termograma perteneciente a la fraccion

prolaminas mediante el ajuste de miiltiples picos Gaussianos

con valores superiores a los 100 J/g y un maximo
de 1454.3 J/g para las glutelinas. Para todas las
muestras se observaron sefiales endotérmicas, lo
cual indica que el proceso de despliegue demanda
energfa para poder llevarse a cabo. Es posible
apreciar también que existe una correlacién positiva
entre el grado de hidrofobicidad de cada tipo de
proteina y el valor de AH; las elevadas entalpias
asociadas al proceso sugieren que las interacciones
débiles, principalmente fuerzas hidrofébicas, son
muy importantes en la estabilizacién de este tipo de
proteinas. El mecanismo de desnaturalizacion
inducido por la temperatura es altamente complejo;
los  puentes de hidrogeno, interacciones
electrostaticas y fuerzas de van der Waals son de
naturaleza entalpica y exotérmica, por lo tanto, se
desestabilizan a alta temperatura, pero se estabilizan
a baja; en contraste, las interacciones hidrofébicas
son impulsadas por la entropia, asi que son
endotérmicas y se estabilizan a altas temperaturas,
pero se desestabilizan a bajas. Asi, el cambio en
entalpia es el resultado de la combinacién de
eventos exotérmicos (tales como la rotura de
puentes de hidrégeno) y los procesos endotérmicos,
que incluyen la agregacién de proteinas y la ruptura
de interacciones hidrofébicas (Olivos-Lugo et 4l.,
2013).

En trabajos previos de chia

(Sandoval-Oliveros 2013;
Olivos-Lugo et al., 2010; Lépez et al., 2018) se

con proteinas

&  Paredes-Loépez,

observaron valores de T, muy similares a los
obtenidos en nuestro labotatotio, no obstante, los

datos correspondientes a AH son notablemente
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menores comparados con los recabados en esta investigacion. Es probable que en nuestro caso se haya

presentado un fenémeno de agregacion entre proteinas como consecuencia de la interaccion entre fuerzas

atractivas hidrofébicas y repulsivas electrostaticas, lo que elevé significativamente los valores de Tr, y AH de

las fracciones detectadas; las interacciones proteina-proteina en soluciéon siguen 3 principales vias: separacion

de fases, interaccion sinérgica y agregacion, donde las interacciones sinérgicas pueden generar mejores

productos con una estructura uniforme comparados con aquellos de cada material por separado. En

Glutelinas
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Figura 20. Andlisis del termograma perteneciente a la fraccion
lutelinas mediante el ajuste de niiltiples picos Gaussianos

Tabla 5. Rango de temperatura de desnaturalizacion (N14d),
temperatura mdaxima de desnaturalizacion (1d) y entalpia de
desnaturalizacion (ANH,) del extracto liofilizado de las fracciones
proteicas de semillas de chia

Tipo de
Fraccion | ATq4(°C) | Ta (°C) | AHa (J/2)
proteina
1 90-117 103.959 421.964
Albtuminas
2 92-141 116.258 330.785
1 97-124 111.348 380.152
Globulinas
2 107-141 122.902 396.815
1 68-82 75.559 114.736
Prolaminas 2 86-105 95.137 105.206
3 95-125 110.564 816.547
Glutelinas 1 20.28-146.7 104.6 1454.30

contraste con proteinas en las que la actividad
biolégica es importante y la agregaciéon tiene
consecuencias negativas, en el caso de sistemas
dispersos, parece ser que el fenémeno tienes
aspectos positivos, ademas de la ventaja de la alta
estabilidad térmica. De acuerdo con Lin ¢ 4/,
(2017), las interacciones entre proteinas en las
interfaces agua-aire y agua-aceite pueden mantener

la estabilidad de

espumas y emulsiones,
respectivamente, mientras que las interacciones en
soluciéon son esenciales para la formacion de geles
y peliculas; asi mismo, la utilizacién de proteinas
con diferentes estructuras como emulsificantes es
una manera simple de mejorar la estabilidad de
emulsiones.

Otra posible causa del fenémeno detectado se
deba, quizas, a la eliminacién incompleta de
moléculas de mucilago presentes en las semillas de
chia al inicio del proceso, lo que origind
interacciones polisacarido-proteina, creando asi
estructuras altamente estables. Timilsena ef 4/,
(2016¢) y de Campo e al., (2017) han reportado
valores de Tr, alrededor de 236 °C para el mucilago
de chia, lo que pudo impulsar la elevacion de los
valores detectados por el equipo; sin embargo,
dado que en el presente experimento se utilizaron

temperaturas maximas de 160 °C, fue imposible
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Figura 21. Curvas de solubilidad como funcion del pH para las 4

detectar sefiales pertenecientes al mucilago. Esta hipotesis parece tomar fuerza si se observan los valores de
peso molecular obtenidos para las 4 fracciones, en especial para las albuminas, en las que se aprecia una
desviacion significativa respecto a los datos tradicionalmente reportados para este tipo de proteinas, asi como
en comparacioén con el resto de las fracciones evaluadas. Tomando en cuenta que esta fraccion (albuminas)
fue extraida en un ambiente acuoso, y aunado al hecho de la alta hidrofilicidad del mucilago, parece logico
que una pequefia porcion de esta ultima molécula se encuentre mezclada con las proteinas.

En conclusion, a través del analisis termodinamico se comprobo que las proteinas presentes en las semillas
de chia poseen elevadas temperaturas de desnaturalizacién; ademas, para lograr el desplegamiento de estas
es necesario proporcionar una alta cantidad de energfa al sistema. Se teorizé acerca de la presencia de
aglomerados proteicos e interacciones carbohidratos-proteinas que, aunado a lo anterior, potenciarfan la
actividad superficial de estas fracciones. Analisis mas detallados seran necesarios para confirmar o descartar

esta cuestion.

Solubilidad

La solubilidad es una de las propiedades mas importantes debido a que repercute directamente en otros
atributos funcionales de las proteinas como el color, textura y en las propiedades sensoriales de los productos
que las contienen. La capacidad de estabilizar sistemas dispersos no es ajena a esta situacion, ya que
generalmente es un prerrequisito; las proteinas menos solubles o altamente hidrofébicas pueden precipitar
en la interfase y por lo tanto causar inestabilidad en espumas y emulsiones (Damodarn, 2005); al mismo

tiempo, el aumento de las concentraciones de

proteina soluble puede conducir a una mejor

- Ab
- Glo
B Pro
-+ Glu

formacion de las gotas en la fase dispersa de

emulsiones y afadir estabilidad contra el cremado

(Hailing & Walstra, 1981), de aqui que el correcto
desempefio de estas moléculas esta intimamente

ligado a este parametro.

Previamente se ha descrito ya que la solubilidad de

proteinas depende de la composicién, peso

T T molecular y caracteristicas superficiales de los

pH aminoacidos que las conforman, asi como de
factores ambientales tales como el pH,
temperatura y fuerza idnica (Timilsena ez al.,

2016b)

fracciones de proteinas de chia.
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En el presente trabajo se analiz6 el papel del pH en la solubilidad de fracciones proteicas de semillas de chia.
Se comprobd que estas moléculas presentan perfiles de solubilidad muy similares entre si, siguiendo modelos
tipicamente reportados para proteinas de fuentes vegetales (Ge ez 4/, 2000; Aluko & Monu, 2003; Liang &
Tang, 2013). En ambientes acidos, las 4 muestras exhibieron valores de solubilidad semejantes, alcanzando
un valor minimo alrededor de pH 3, debido, quizas, a la cercania con el punto isoeléctrico, provocando que
se redujeran las interacciones proteina-agua y se potencializaran las de tipo proteina-proteina; asi mismo,
conforme el medio se hizo mas alcalino, las diferencias de solubilidad se hicieron mas visibles, logrando
valores maximos cercanos al 80%. El comportamiento de todas las fracciones mostré una correlacion
positiva con el grado de hidrofobicidad superficial, mismo que se hizo mas notorio alrededor de pH 6 en
adelante; asi, la fraccién albuminas fue la mas soluble a pH 12, mientras que las glutelinas resultaron ser las
menos solubles.

En estudios previos, las proteinas de chia mostraron perfiles de solubilidad muy similares a los reportados
en este trabajo (Timilsena ez a/., 2016b; Vasquez-Ovando ef al., 2013). Complementariamente, Timilsena e#
al., (2016b) monitorearon la influencia de la temperatura y la fuerza iénica en la solubilidad de estas proteinas.
Sus resultados indican que la presencia de NaCl 1M en el medio puede potencializar el grado de solubilidad,
particularmente de las globulinas (solubles en NaCl 1 M); sin embargo, si la concentracién de sal es mayor a
este valor, la solubilidad puede disminuir drasticamente, muy probablemente debido al efecto “salting ouf’.
Respecto a la temperatura, se pudo observar que en todos los casos los valores de solubilidad se incrementan
conforme aumenta la temperatura, particularmente hasta los 70 °C, después de lo cual permanece constante,
esto indica que cuando la temperatura aumenta por debajo del punto de desnaturalizacién, la interaccion
proteina-agua se incrementa sin inducir el despliegue irreversible de la proteina. Esta hidrataciéon mejorada a
temperaturas elevadas resulta en una mayor solubilidad.

A manera de conclusiéon, se puede decir que los patrones de solubilidad hallados en este trabajo son
aceptables, considerando que solo el 17.9% de las proteinas son hidrosolubles (albuminas). Asi mismo, es

importante apuntar que la funcionalidad de estas moléculas podtria estar restringida a un intervalo de pH.

Capacidad de retenciéon de agua y aceite

La capacidad de retencién de agua (WAC) se define como la cantidad de agua retenida por las proteinas
hidratadas después de que se ha aplicado una fuerza externa, mientras que la capacidad de retencién de aceite
(WOC) es la uniéon de moléculas lipidicas por medio de las cadenas proteicas laterales no polares (Olivos-
Lugo ¢t al., 2010). Para las 4 fracciones se han obtenido valores de retenciéon de agua (WAC) y aceite (WOC)

muy similares a los reportados previamente para proteinas de chia y ligeramente superiores cuando se
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Figura 22. Capacidad de retncion de agna (W.AC) y aceite (WOC)

EE WAC comparan con otras fuentes vegetales, como el
frijol (Ragab ez al., 2004). La fraccién albuminas
mostré el mejor desempefio para atrapar agua de
acuerdo con el test empleado; por el contrario, la
fraccion glutelinas es la que mejores resultados
mostré cuando se emplea aceite de canola. Este

hecho esta intimamente al grado de

hidrofobicidad superficial de cada fraccién,
N O & . ) > .

Ygo & < S manteniendo asi una correlacién positiva con

este parametro; también, se ha descrito que la

para fracciones proteicas de semillas de chia. conformacion  molecular jucga un  papel

importante en esta cuestion. Se sabe que las
moléculas de agua se unen a diferentes grupos en las protefnas, como los grupos cargados mediante
interacciones dipolo-dipolo, asi mismo, son capaces de anclarse al esqueleto del enlace peptidico, a los grupos
amida de Asn y G/n, y al grupo OH de los residuos Ser, Thry Tyr por interacciones dipolo-dipolo. Para el
caso de la unioén a los residuos no polares es posible que se genere una interaccioén dipolo-dipolo, o bien, una
“hidratacién hidrofébica”. Los factores ambientales como el pH, fuerza idnica, tipo de sales, temperatura y
conformacion de la proteina influyen sobre la capacidad de esta para ligar agua y aceite, presentando menor
capacidad cerca del punto isoeléctrico, en el que predominan las interacciones proteina-proteina; por encima
y por debajo del punto isoeléctrico se modifica la carga neta y pueden hincharse y unir mas agua, algo similar
a lo visto con los perfiles de solubilidad previamente. Sin embargo, es de suma importancia dejar en claro
que no existe una correlacion estricta entre la capacidad para ligar agua y la solubilidad, por ejemplo, las
proteinas desnaturalizadas presentan una solubilidad pobre a pesar de que unan la misma cantidad de agua
que una proteina nativa (Galvez e al., 2013). Dado que para la estabilizacién de emulsiones y espumas es
primordial que las proteinas sean capaces de establecer interacciones favorables con ambas fases que
conforman el sistema, este test permite, de manera simple y rapida, aportar una vision general de cémo
interactdan estas moléculas con cada liquido; no obstante, una mejor caracterizacion podria hacerse variando
ciertos parametros como la fuerza idnica, temperatura y pH, a fin de optimizar la aplicaciéon de estos

productos.

Carga superficial

Los datos obtenidos en la medicion del potencial zeta ({) para las 4 fracciones proteicas en funciéon del pH

se presentan en la ilustracién 23. Se aprecia que, dentro del rango de pH evaluado, predomina una carga neta
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racciones de proteinas de chia. . . .
S ? propiedades funcionales tales como solubilidad y

caracteristicas emulsionantes, dado que se busca que una vez adsorbidas en la interfase, estas moléculas sean
capaces de generar una fuerte repulsion electrostatica; por lo tanto, el pH es quizas el parametro que mas
influye en este sentido. Lopez et al., (2018) y Timilsena ez al., (2016b) reportaron valores de { ligeramente
mayores para concentrados de proteinas de chia. Comparadas con otras fuentes vegetales, los valores de
son muy similares; por ejemplo, Shevkani ez a/., (2014) reportaron valores de { cercanos a -40 mV para
suspensiones proteicas de amaranto en agua.

Uno de los usos mas populares para los valores de { es relacionarlo con la estabilidad del coloide en cuestion.
Existen directrices que clasifican a las dispersiones segun estos datos de acuerdo con lo siguiente: £0-10 mV
(altamente inestable), £10-20 mV (relativamente estable), £20-30 mV (moderadamente estable) y >%30
(altamente estable); desafortunadamente, la realidad es mas compleja que eso. Si bien los valores del potencial
zeta si proporcionan indicaciones sobre la estabilidad del coloide, no se refleja el panorama completo. Segin
la teorfa mas aceptada (DLVO, nombrada asi por Derjaguin, Landau, Verwey y Overbeek) la estabilidad del
coloide depende del balance de fuerzas entre aquellas atractivas (de van der Waals) y fuerzas de repulsion
electrostaticas como consecuencia de la existencia de una doble capa eléctrica. A pesar de que los valores de
{ proporcionan informacion sobre las fuerzas de repulsion electrostaticas, no aportan ninguna idea acerca de
las fuerzas atractivas de van der Waals; por lo tanto, no es raro encontrar coloides estables con bajo {y
viceversa. Un punto importante a tener en cuenta es que la fuerza de atraccion de van der Waals depende de
la constante de Hamaker, que se corresponde indirectamente con la diferencia entre el indice de refraccion
de la particula y el dispersante. Por lo tanto, si la constante de Hamaker es baja, las fuerzas atractivas de van
der Waals también se vuelven débiles y entonces una repulsion electrostatica suave reflejada por un bajo ¢

(por ejemplo, 10-15 mV) puede ser suficiente para garantizar la estabilidad del coloide. Cabe senalar que las
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interacciones estéricas también pueden contribuir a la estabilidad del coloide; por ejemplo, algunas
emulsiones agua en aceite son altamente estables a pesar de tener bajo potencial zeta (Bhattacharjee, 2010).
Paralelamente, esta prueba nos permitié estimar los puntos isoeléctricos de cada muestra, es decir, el valor
de pH en el que la carga neta de la molécula es 0. Albuminas, prolaminas y glutelinas mostraron
comportamientos muy similares entre si, con valores de 2.34, 2.41 y 2.46, respectivamente; por su parte, el
punto isoeléctrico de las globulinas se ubicé en 3.56. Estos resultados estan en excelente concordancia con
lo exhibido en la prueba de solubilidad descrita previamente, en donde las 4 fracciones mostraron el menor
valor alrededor de este rango de pH.

Las repercusiones de estos hallazgos para la actividad superficial de estas proteinas son muy importantes. En
primera instancia, parecerfa que su uso como estabilizantes de sistemas dispersos se podria ver
comprometido, dado que muchas de las formulaciones comerciales poseen valores de pH significativamente
acidos y esto causarfa la precipitacion de las moléculas, con una consecuente pérdida de la estabilidad del
sistema en cuestion; no obstante, se ha visto que muchas proteinas exhiben gran actividad superficial cerca
del punto isoeléctrico. Aunque al principio se pensé que esto podria parecer extrafo, dos efectos pueden
explicar la observacion. Primero, considérese 1 ml de una soluciéon que contiene 1 mg de una proteina de 50
kDa; con tantas moléculas en solucién (aproximadamente 10"), estas no solo interactuaran con la interfase,
sino también entre si (dado que se sabe que no hay relaciones con la interfase de forma aislada), por lo que,
en el punto isoeléctrico, la repulsiéon electrostatica reducida entre las moléculas adsorbentes no cargadas
puede permitir que se unan mas proteinas. Una segunda explicacién se refiere a las alteraciones en la
estructura de la proteina debido a los cambios en la carga de aminoacidos. Si la conformacion se altera,
podrian aparecer diferentes aminoacidos en la superficie de la proteina, lo que podria cambiar la forma en

que la molécula se ancla a la interfase (Dee ef al., 2003).

Dinamica de adsorcion en la interfase

Las ilustraciones 25 y 26 muestran la evolucién de la tension interfacial (y) a través del tiempo para los
sistemas agua-aceite y agua-aire, respectivamente; en todos los casos, ¥ decrece progresivamente con el
tiempo de adsorcién, mostrando perfiles similares para los 4 tipos de proteinas evaluados. La tension
interfacial medida en ausencia de proteinas fue 73 mNm™" y 29 mNm™ para los sistemas agua-aire y agua-
aceite, respectivamente.

Del analisis de las curvas obtenidas se aprecia como la caida inicial de y fue sustancial durante los primeros
minutos, esto implica que el suministro de moléculas de proteina hacia la interfase por difusién fue

suficientemente alto para favorecer la formacién de una monocapa después de pocos minutos como
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K’U‘

181
n ! G
16'&\ B Pro

/E\ ¢ Glu

214' oy

£ 10

>

101

81
N —
0 20 40 60 80 100

8 (min.)

Figura 25. Evolucion de la tension interfacial a través del tiempo para la

adsorcion de proteinas de chia en un sistema agna-aceite.
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Figura 24. Evolucion de la presion superficial a través d el tiempo para

la adsorcion de proteinas de chia en un sistema agna-aire.

consecuencia de la naturaleza anfifilica de las
mismas (Damodaran & Song, 1988; Tang &
Shen, 2014; Cuevas-Bernardino e7 a/, 2010).

Es probable que la disminucién progresiva de la
tasa de adsorcién sea resultado del reacomodo
de las proteinas en la interfase, tal como se ha
descrito en trabajos previos para otras moléculas
con actividad superficial (Cuevas-Bernardino ez
al, 2016; Vernon-Carter & Sherman, 1981).
Cuando el suministro de proteinas por difusién
hacia la interfase es lo suficientemente alto, las
nuevas moléculas que arriban compiten por el
espacio disponible. Bajo estas condiciones, estas
no se situaran en su forma mas ventajosa debido
a la incapacidad para desplegarse, provocando
que la mayor parte quede proyectada hacia la fase
continua y haciendo de la reconformacién un
proceso lento. Las etapas que comprenden el
proceso global han sido descritas previamente
(MacRitchie, 1990; Perez ef al., 2009; Camino e/
al., 2011), e incluyen: a) difusién de las proteinas
desde el bulk hacia la interfase, b) adsorcion
(penetracién) y despliegue en la interfase, y c)
agregacion (reacomodo) dentro de la capa
interfacial, formacién de multicapas e incluso
gelificacion interfacial.

A partir de las mediciones de la dinamica de
adsorcion, los parametros cinéticos pueden ser
estimados. Para esto, es conveniente definir una
nueva magnitud denominada presiéon superficial
(m). Los valores de m representan la diferencia

entre la tension superficial medida sin la adicion
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la adsorcidn de proteinas de chia en un sistema agna-aceite.
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fracciones de proteinas de chia en una interfase agna-aire.
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Figura 29. Constantes de penetracion (k) y reacomodo (kr) para las

fracciones de proteinas de chia en una interfase agna-aceite.

del agente superficial (ys) y aquella registrada una
vez que se ha incorporado la molécula de interés

(Yp), es decit, T = Ys-Yp.

Durante la primera etapa, a presiones
superficiales relativamente bajas, cuando la
difusion es el mecanismo dominante, una forma
modificada de la ecuacion de Ward y Tordai
puede ser usada para correlacionar el cambio en
la presion superficial a través del tiempo (Ward &

Tordai, 1946):

T = CKT(Durb/3.14)"

donde Gy es la concentracion inicial de proteina
en la fase acuosa, K representa la constante de
Boltzmann, T la temperatura absoluta, Da el
coeficiente de difusién y 0 el tiempo de adsorcion.
Si la difusién en la interfase controla el proceso
de adsorciéon (en ausencia de conveccion), la
fuerza impulsora es el gradiente de concentracion,
por lo que la representacion de 7t vs 0'/% sera lineal
y la pendiente de esta curva sera la constante de
difusién (Xu & Damodaran, 1994; Tang & Shen,
2014; Cuevas-Bernardino e# 4/, 2016, Camino ef
al., 2010); de hecho, en reportes previos (Perez ez
al., 2009) se ha indicado que la adsorcion inicial
de las protefnas en la interfase es el paso mas
importante en la formacién de espumas.

A partir de las ilustraciones 24 y 27 es posible
apreciar que los valores de T se incrementaron
progresivamente con el tiempo de adsorciéon en
ambos sistemas estudiados, no obstante, después

de un tiempo considerable, la tasa de adsorcion
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decrece significativamente debido a la presencia de barreras de presion superficial y electrostaticas (Graham
& Philips, 1979; Tang & Shen, 2014), observandose que para los 4 tipos de proteinas ensayadas en una
interfase agua-aire el cambio fue mas notorio respecto al sistema agua-aceite.

A tiempos muy cortos, la tasa de adsorciéon fue sumamente elevada para ser detectada bajo las condiciones
estudiadas, por lo que solo se registraron los dltimos instantes del proceso de difusion, algo que también ha
sido observado en la formacién de filws con proteinas de suero (Pérez ez al., 2009) y globulinas de soya (Patino
et al., 2004) en interfaces agua-aire. Asi, para facilitar el analisis, se defini6 el punto en el que existe un cambio
de pendiente en las curvas (420 s. en ambos sistemas) como un indicador de la constante de velocidad de
difusion aparente (k'as), como se detalla en la tabla 6.

Para monitorear los mecanismos que tienen lugar después del breve periodo controlado por difusion
(penetracion, desplegamiento y rearreglo estructural de las proteinas en la interfase) se utilizé la siguiente

ecuacion fenomenoldgica de primer orden propuesta por Graham & Phillips (1979):

In [(th - TCe)/(TEf - TC())] = -k

donde 7s, o y Mo son las presiones supetficiales al final del proceso de adsorcién, a cualquier tiempo 0 y al
tiempo inicial, respectivamente, mientras que k; es la constante de velocidad de primer orden. En la practica,
esta ecuacion usualmente se compone de 2 o mas regiones lineales, la primer pendiente es tomada como la
constante de penetracion de primer orden (k;), mientras que la siguiente indica la constante de rearreglo
molecular para las proteinas adsorbidas. Las figuras 28 y 29 ilustran el proceso seguido, los datos recabados
del analisis de las 4 fracciones en la interfase agua-aire y agua-aceite se muestran en la tabla 6. Con base en
estos resultados, es posible apreciar que las muestras presentan comportamientos significativamente distintos
segun el ambiente en el que se encuentran. En la etapa inicial, todas las muestras mostraron tasas de difusion
elevadas comparadas con otras moléculas, como pectinas (Cuevas-Bernardino ez a/., 2016), pero muy similares
respecto a otras proteinas (Tang & Shen, 2014), esto a pesar de poseer elevados pesos moleculares. Uno
esperaria que aquellas moléculas con gran masa molar fueran menos efectivas que sus contrapartes mas
pequenas en esta etapa del proceso, como se ha verificado para la adsorcién de surfactantes, sin embargo,
este hecho sugiere que existe una fuerza impulsora capaz de compensar el alto peso molecular de estas
proteinas y fomentar su rapido transporte hacia la interfaz mediante difusion; esta potencia fue
proporcionada muy probablemente por el adecuado balance de hidrofobicidad y el tipo de estructura
predominante. Nuestros resultados indican que existié una correspondencia entre el nivel de hidrofobicidad
superficial y el tipo de sistema con el que se mostré mejor desempefio, asi, las albuminas fueron las de mejor

comportamiento en la interfaz agua-aire, mientras que las glutelinas hicieron lo propio en una agua-aceite.
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Para las dos etapas siguientes del experimento, esta correlacion se mantuvo. Los valores de k;, estan asociados
con una barrera energética que obstaculiza la penetracion y despliegue en la interfase, mientras que kr esta
asociada con la reconformaciéon de las moléculas dentro de esta. Se comprobé que en aquellas muestras en
las que los valores de k' fueron mas grandes, el proceso de penetracion y despliegue también sucedié mas
rapido respecto a las demas; esta misma tendencia fue observada en la etapa final del procedimiento para
ambos sistemas estudiados. Con base en ello se concluye lo siguiente:
1) Las proteinas de chia son capaces de anclarse rapidamente en interfaces agua-aire y agua-aceite,
disminuyendo rapidamente la tension interfacial y ayudando a estabilizar la fase dispersa de espumas
y emulsiones.
2) El proceso global del anclaje de estas proteinas consta de 3 etapas claramente definidas: a) difusién
de las proteinas desde el b#/k hacia la interfase, b) adsorcion (penetracion) y despliegue en la interfase,
y ¢ agregacion(reacomodo) dentro de la capa interfacial, formacién de multicapas e incluso
gelificacion interfacial.
3) Elestudio del proceso dinamico de adsorcién de proteinas de chia realizado en el presente trabajo es
pionero en su tipo, ampliando el panorama relacionado con la estabilizacién de sistemas dispersos

por este grupo de moléculas.

Tabla 6. Pardimetros de adsorcion caracteristicos de proteinas de chia en
interfaces agna-aire y agna-aceite.

Interfase agua-aire

Fraccion K%t (mNm”'s??) k, x 10* (s™) k. x 10* (s7)
(RL)" (RL)" (RL)"
Albiminas 0.6474 (0.94) 8.0 (0.95) 37 (0.78)
Globulinas 0.2987 (0.99) 8.0 (0.98) -
Prolaminas 0.1413 (0.92) 6.0 (0.95) 30 (0.75)
Glutelinas 0.2273 (0.906) 7.0 (0.98) -
Interfase agua-aceite
Fraccion K%t (mNm”'s??) k, x 10* (s™) k. x 10* (s7)
(RL)" (RL)" (RL)"
Albiminas 0.0817 (0.906) 5.0 (0.95) 66 (0.86)
Globulinas 0.2972 (0.94) 5.0 (0.98) 58 (0.80)
Prolaminas 0.2646 (0.95) 6.0 (0.906) 48 (0.95)
Glutelinas 0.3929 (0.94) 6.0 (0.97) 69 (0.80)

*Coeficiente de correlacion en el ajuste lineal
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Reologia interfacial

La capacidad de fluencia es una herramienta reolégica que estudia las propiedades de flujo de los materiales

viscoelasticos. Cuando un material se somete a una fuerza repentina, la respuesta a esta deformacion expuesta

en las curvas obtenidas de estas pruebas se caracteriza por una curva exponencial de primer orden, la cual

puede ser subdividida en tres regiones caracteristicas (figura 30):

a) La region de fluencia instantanea Jo (A— B), en la cual las bandas de las moléculas adsorbidas en la

b)

interfase son sujetadas a un estiramiento elastico. Si la deformacién no continia después de este

punto, la recuperacion de la estructura en la pelicula es completa.

La regién de fluencia de relajacion o retardo Jr (B—C), en la cual las uniones entre las moléculas

adsorbidas son rotas y reformadas.

La region de fluencia Newtoniana Jx (C-D). En este punto, las uniones de las moléculas adsorbidas

en la interfase son rotas, el tiempo requerido para su reestructuracion es mucho mayor que el tiempo

de analisis del experimento, por lo que se establece un perfil de flujo en la interfase.
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Figura 30. Curva modelo de las pruebas de capacidad de fluencia (Creep

compliance). Pérez-Orozeo (20006).

Para el analisis de las propiedades de capacidad de fluencia, se utilizé el modelo que contempla un tiempo de

relajacion (region de relajacion):

Donde:

Jo= 1/Eqes evaluado directamente del grafico y corresponde a la interseccién de la curva con el eje de las

JO =Jo+Jm (1= +

coordenadas adyacentes (punto B).
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Jx= t/ nndonde nes la viscosidad interfacial newtoniana y es evaluada graficamente mediante la relacion
de los segmentos AF/ED.

Los parametros Jm y tmson determinados mediante el ajuste de la ecuacion anterior a los datos experimentales
(Roman-Guerrero, 2012).

En el presente trabajo se monitoreo la capacidad de reestructuraciéon de la membrana interfacial agua-aceite
estabilizada por las 4 fracciones proteicas de semillas de chia a distintos tiempos después de haber creado la
interfase (1, 2, 3 y 4 hrs.). Los resultados obtenidos se presentan a continuacion; los graficos y valores
correspondientes a la fracciéon globulinas no fueron incluidos dado que esta no presenté un comportamiento
de reestructuracion bajo ninguna condicioén de tiempo. De la misma manera, en la tabla 7 solo se reportan

los valores para las condiciones en las que hubo reestructuraciéon para el resto de las fracciones.
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Figura 31 Perfiles de fluencia en la interfase agna-aceite a través del tiempo para la fraccion
albiiminas.
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Figura 32. Perfiles de fluencia en la interfase agna-aceite a través del tiempo para la fraccion prolaminas.

El analisis de los parametros viscoelasticos provee informacién muy util acerca del comportamiento de cada

fraccion dentro de la interfase. Los valores obtenidos para la fluencia interfacial instantanea (Jo) estan

directamente relacionados con la deformacién reversible como consecuencia de la fuerza aplicada, lo que

produce incrementos en el valor de Ey; esta variable describe, a su vez, la fuerza elastica de los enlaces que

conforman la estructura interfacial de las peliculas formadas. Los valores mas grandes fueron obtenidos para

las fracciones prolaminas y glutelinas, mientras que el menor se observo en las albuminas a la cuarta hora de

formada la interfase.

Por otro lado, los valores obtenidos para la fluencia de retardo (Jmy Am) son un indicativo de que los procesos

de ruptura y reestructuracion de los enlaces en la interfase no ocurren con la misma frecuencia. En general,
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Tabla 7. Pardmetros viscoeldsticos obtenidos de las membranas formadas por fracciones de proteinas de

chia.
Muestra Jox 10* Jnx 104 N x 10 A (5) I x 10 Eox 10*
v (mN/m)! | (mN/m)’ | (mNs/m)" (mN/m)’ | (mN/m)
Alb4 40.347£0.38 | 3.80+0.45 | 136.45%£0.55 | 364.12£5.65 | 12.25%+0.45 | 0.024%0.53
Pro3 6.3053+0.49 5.70£0.17 | 156.90+0.26 | 432.03+7.03 | 14.86+0.32 | 0.158*0.21
Pro4 6.181%+0.33 4.30%0.18 | 174.34%0.79 | 549.06£4.98 | 17.931+0.67 | 0.161+0.24
Glu2 6.858%0.56 5.92+0.20 | 130.56%0.65 | 416.34+6.30 | 15.74£0.56 | 0.145%0.22
Glu3 6.305%0.24 4.594+0.18 | 166.92+0.12 | 538.45+2.01 | 17.7240.54 | 0.158%+0.34
Glu4 6.181%+0.56 4.284+0.29 | 187.23+0.23 | 594.10£3.56 | 19.34+0.11 | 0.161%+0.12

cuanto mas grande sean los valores de A, la deformacion de la pelicula interfacial ocurrira mas lentamente.

En consecuencia, se puede apreciar que todas las muestras presentan comportamientos similares en este

sentido, con valores mayores conforme transcurre mas tiempo de formada la interfase, lo que favorecio la

generacion de peliculas altamente estructuradas al final del experimento.

Por otra parte, los valores obtenidos para Jxexplican el tiempo que requieren los enlaces de las membranas

formadas para restablecerse después de que se ha aplicado una fuerza. Para todas las muestras se aprecia que

existieron periodos muy cortos para lograr la reconformacion, particularmente para prolaminas y glutelinas,

en donde no se aprecia una diferencia significativa. Es muy probable que las albuminas formen una estructura

mucho mas compleja comparada con las otras dos fracciones, lo cual podria estar influida directamente por

el peso molecular medido para esta muestra; en consecuencia, el proceso de recuperacion hacia su estructura

inicial consume mas tiempo.
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Figura 33. Perfiles de fluencia en la interfase agua-aceite a través del tiempo para la fraccion
Sluteliinas.

8.-CONCLUSIONES
Las semillas de chia contienen una cantidad de proteinas superior respecto a las fuentes vegetales
tradicionalmente empleadas, de estas, las globulinas son la principal fraccion presente en las mismas.
Hemos presentado evidencia que indica que estas proteinas son una alternativa viable para su uso como
agentes estabilizantes de espumas y emulsiones, basados principalmente en las siguientes caracteristicas:

1) Poseen un adecuado balance de hidrofobicidad, requisito importante para la estabilizaciéon de

espumas y emulsiones.
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2)

3)

4

5)

El tipo de estructura predominante en las 4 fracciones corresponde a disposiciones de alta
flexibilidad, lo cual ha demostrado ser un atributo destacado debido a la facilidad para acoplarse a
interfaces agua-aire y agua-aceite.

Poseen alta estabilidad térmica, muy superior respecto a otras fuentes proteicas de amplio consumo,
lo cual abre la puerta para su explotacion en diversos ambitos del sector biotecnolégico.

Tienen buena capacidad para retener agua y aceite, lo cual indica que son capaces de interactuar de
forma adecuada con estas 2 fases. A pesar de que poseen baja solubilidad a pH’s 4cidos, diversos
estudios han indicado que este hecho puede favorecer la actividad superficial.

Con el analisis de la dindmica de adsorcion y reologia interfacial, estudios pioneros para este grupo
de proteinas, se ha verificado que estas moléculas son capaces de disminuir rapidamente la tension
interfacial y formar una membrana alrededor de la fase dispersa, capaz de resistir perturbaciones

mecanicas del medio después de cierto tiempo de haber creado la interfase.

A pesar de que las pruebas realizadas en este trabajo proyectan a estas proteinas como una fuente

interesante en el sector de los tensoactivos y emulsificantes, es de suma importancia correlacionar los

datos aqui recabados con la estabilidad de espumas y emulsiones, con lo cual quedarfa plenamente

constatada la efectividad de estas moléculas.
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