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Angélica Romdn Guerrero Resumen

CAPITULO 1
1. RESUMEN

La goma de mezquite es un polisacarido altamente ramificado que ha demostrado
poseer una gran semejanza con la goma Arabiga e incluso ha presentado mejores
propiedades funcionales. En este trabajo se encontr6 que la goma de mezquite esta
compuesta por tres fracciones principales con pesos moleculares y composiciones
quimicas distintas, obteniendo una fraccién rica en polisacaridos (F1) y dos fracciones
con una concentracién de proteina mayores al encontrado para la goma de mezquite sin
fraccionar (F2 y F3). Los pesos moleculares de estas fracciones se encontraron entre
1.81 x 10* a 5.23 x 10> Da, siendo menor para la fracciéon con el mayor contenido de
proteina. Estos resultados estan en concordancia con los resultados obtenidos para el
diametro hidrodinamico de estos biopolimeros en solucién, donde conforme el
contenido de proteina aumenta, el didmetro hidrodinamico tiende a disminuir. Las
concentraciones de proteina variaron de manera creciente desde un 0.76 hasta un
46.21% de acuerdo con el siguiente orden F1 < GM < F2 < F3. Se realizo el perfil de
carbohidratos y aminodacidos para estos biopolimeros, encontrando que las mayores
concentraciones de estos grupos bioquimicos fueron de Arabinosa y de Prolina e

Hidroxiprolina, respectivamente.

Por otra parte, se realizd el aislamiento y purificacién de antocianinas a partir de
calices de flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.). Se encontré que el extracto crudo
presentd una concentracion de 28.52 mgantocianinas monoméricas totales/8sdlidos Utilizando la
cianidina-3-glucésido como patrén con un coeficiente de extincién molar de €=26, 900
cmlmol-1, una absorbancia caracteristica entre 490-550 nm y un peso molecular de
449.2 g/mol. Se encontr6 que este extracto presentd una actividad antioxidante de 0.59
mM equivalente a Trolox correspondiente a un 44.7% de inhibicién del radical ABTS*.
Las pruebas de cromatografia mostraron que este extracto se compone de dos
principales antocianinas glicosiladas: cianidina y delfinidina. Sin embargo, para verificar
la interaccion de antocianinas con biopolimeros que contienen una fraccion proteica se
decidié trabajar Unicamente con delfinidina. Durante su proceso de aislamiento se

obtuvieron seis fracciones con diferentes concentraciones y proporciones de las dos
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Angélica Romdn Guerrero Resumen

antocianinas registradas en el extracto crudo, y aunque en todas las fracciones ambas
antocianinas se encontraron presentes, se decidié trabajar con la fraccién FsA, debido a
que ésta presentaba el contenido de delfinidina con mas del 90% de concentracion

respecto a la segunda antocianina.

Tanto las fracciones de la goma de Mezquite como la goma sin fraccionar se
sometieron a una interaccion electrostatica con la fraccién FsA aislada de un extracto de
flor de Jamaica. Se determinaron las condiciones de pH, proporciones y concentraciones
adecuadas para llevar a cabo dicha interaccion a través de la estimacion de la ventana de
interaccion de pH contra potencial zeta, en los cuales tanto los biopolimeros como las
antocianinas presentaban la minima diferencia estequiométrica de sus cargas. Bajo estas
condiciones se estudiaron las propiedades cinéticas y termodindmicas de dicha
interaccién utilizando la técnica de calorimetria isotérmica de titulacion. Estas pruebas
también se realizaron utilizando los principales aminoacidos presentes en los
biopolimeros con la finalidad de verificar si estos son los responsables de las
interacciones electrostaticas, y de esta manera elucidar los posibles sitios de interaccion

existentes entre ambas especies quimicas.

Los resultados encontrados a partir de la calorimetria mostraron que algunos
aminoacidos, que se encontraron en mayor cantidad en los biopolimeros, presentaron
alta afinidad por las antocianinas, mientras que algunos otros como el acido glutamico y
la glicina no resultaron favorecidos por dicha interacciéon. De igual forma puede
observarse que el parametro estequiométrico (n) de este andlisis para los biopolimeros
muestra que la cantidad de antocianinas requeridas incrementa conforme la
concentracion de proteina también incrementa, dando pie a asegurar que si existe
interaccién entre ambas especies quimicas y que existe una relacion con las
interacciones entre antocianina-aminodacidos. Por tanto, puede decirse que los residuos
expuestos de estos aminodcidos en las estructuras moleculares tanto de la goma de
mezquite sin fraccionar como en sus fracciones si tienen participacion; sin embargo, el
gran tamafio de estas macromoléculas representa un impedimento para optimizar las
condiciones de interaccion, resultando en una labor titanica la elucidaciéon “exacta” de

qué y cuantos residuos de aminoacidos interactian.
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Angélica Romdn Guerrero Resumen

Por otra parte, se encontr6 que la caracterizacién reoldgica interfacial de estos
biopolimeros no mostré diferencias significativas cuando las interfases aceite-agua
estdn en presencia de antocianinas, lo cual nos permite decir que las propiedades
funcionales de las fracciones de la goma de mezquite, asi como de la goma sin fraccionar

se mantuvieron constantes ain para los complejos con antocianinas.

Lo anterior llevé a concluir que es posible aprovechar las propiedades fisicoquimicas
de ambas especies (GM y antocianinas) para hacerlas interaccionar y formar complejos
intermoleculares estables, capaces de mantener sus propiedades funcionales. Estos
resultados abren la posibilidad para profundizar en dicha investigacion, utilizando otro
tipo de técnicas de fraccionamiento y aislamiento de la fraccién proteica de cada una de
las fracciones hasta un tamafio razonable, de manera que por técnicas como RMN en 1D
y 2D sea posible determinar los sitios exactos de uniéon asi como poder evaluar las

propiedades funcionales de las antocianinas en el complejo y su estabilidad.
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ABSTRACT

Mesquite gum is a highly branched polysaccharide that has demonstrated a great
similarity with Arabic gum and even it has shown better functional properties than the
latter. In this work it was found that mesquite gum is composed by three principal
fractions with different molecular weights and chemical compositions, getting a rich
polysaccharide fraction (F1) and two more fractions (F2 and F3) with higher protein
content than that determined for the whole mesquite gum. Molecular weight of these
fractions ranged from 1.81 x 104 to 5.23 x 10> Da; being the smallest for the fraction with
the highest protein content. These results are in accordance with the hydrodynamic
diameter data for the biopolymer solutions, in which as higher the protein content, a
shorter hydrodynamic diameter was obtained. Protein contents ranged from 0.76 to
46.21% in the following order F1 < GM < F2 < F3. The carbohydrate and amino acid
profiles contents were done for each biopolymer. It was found that the highest contents
of these both groups were the saccharide Arabinose and the amino acids Proline and

Hydroxyproline respectively.

On the other hand, through the isolations and purification of the anthocyanins
extracted from Roselle calyces, it was found that the raw extract displayed a
concentration of total monomeric anthocyanins of 28.52 mg/gsolids using the cyainidin-3-
glucoside as standard with a molar extinction coefficient €=26, 900 cm-lmol?, a
characteristic absorbance between 490-550 nm and a molecular weight of 449.2g/mol.
Also it was found that this extract showed an antioxidant activity equivalent to Trolox of
0.59 mM, which corresponds to an inhibition of 44.7% of the ABTS* radical.
Chromatographic assays shown that Roselle raw extract is composed by two main
anthocyanins: glycosilates of cyanindin and delphinidin. Nevertheless, because this work
focuses to the anthocyanins - protein rich fraction biopolymers interaction, in order to
avoid interferences, it was decided to work only with one anthocyanins. In the
antocyanin isolation process, six fractions with different concentrations of both
anthocyanins were obtained, and even when in all the fraction the presence of both
anthocyanins remained, fraction FsA was chosen as the anthocyanin fraction rich in

delphinidin with more than 90% respect the second one.
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Angélica Romdn Guerrero Resumen

Not only the mesquite gum fractions but also the whole mesquite gum, were
subjected to an electrostatic interaction with the isolated anthocyanins, for these
compounds the pH, ratio and concentration conditions were determined in order to
establish the interaction window in function of pH to find the minimum stoichiometric
electrostatic charge difference, and under these conditions the kinetic and
thermodynamic properties were carried out. In these interaction assays, the main amino
acids found in the biopolymers were used in order to determine if their residues in the
backbone structure of the biopolymers are the responsible of such interactions, and by

this way elucidate the possible interaction sites.

Results from calorimetric studies displayed that some aminoacids shown high affinity
for the anthocyanins, while some like glutamic acid and glycine did not provide a
favorable result. In the same way, it can be seen that the stoichiometric parameter (n)
when the biopolymers were used showed that the anthocyanins content required to
interact with the protein fraction increases when the protein content increases, giving
rise to ensure the existence of an interaction between flavonoids and protein fractions.
So, it can be concluded that some exposed amino acid residues found in the whole
mesquite gum and in its fractions take part in the complex formation. Nonetheless, the
great molecular weight of these macromolecules represents an impairment for the
interaction conditions optimization, resulting in a titanic labor the “exact” elucidation of

which and haw many aminoacids participate in these reactions.

Also it was found that the interfacial rheological characterization of these
biopolymers did not display significant differences when the oil-water interfases in
presence or absence of anthocyanins, this lead us to establish that the functional

properties of the whole mesquite gum and its fractions remained constants.

This led to conclude that it is possible to take advantage of the physicochemical
properties of both chemical species to make them interact and to form stable
intermolecular complexes, which are able to maintain their functional properties and in
the case of mesquite gum fractions, to improve their properties respect to the whole

gum. These results open the possibility to deepen this investigation, using other
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techniques for fractionation and isolation of the protein fraction in the biopolymers to a
reasonable size so that techniques such as 1D and 2D NMR would be possible to
determine the exact sites of binding and also assessing the functional properties of

anthocyanins in the complex and its stability.
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CAPITULO 2

2. ANTECEDENTES
2.1 Hibiscus sabdariffa L.

Hibiscus sabdariffa L. también conocida como flor de Jamaica, es un hibisco de la
familia de las malvaceas. Es una planta malvacea anual que puede alcanzar de 1 a 3
metros de altura. Su flor es de color rojo, de 3 a 4 cm. de largo, formada por 4 6 5 pétalos,
y tiene una forma conica, asemejando una pequefia amapola (Figura 2.1). Es originaria de
Africa tropical, desde Egipto y Sudan hasta Senegal, y debido a sus propiedades
medicinales, se cultiva con éxito en México, América Central y en el sur y sudeste asiatico

(Ramirez-Rodrigues y col., 2011).

Figura 2.1. Imagen de la flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.)

Esta planta posee una gran variedad de aplicaciones (Figura 2.2), las cuales van desde
fines decorativos, pasando por el sector agroindustrial hasta el farmacéutico. Dentro de
las principales aplicaciones se puede mencionar la obtencién de fibra a partir de sus
tallos, colorantes para alimentos a partir de los cdlices secos, y debido a sus
caracteristicas organolépticas, el extracto de dichos calices puede utilizarse como
corrector del sabor de otras bebidas o de medicamentos (Vanaclocha y Cafiigueral,

2003).
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Figura 2.2. Principales aplicaciones industriales de Hibiscus sabdariffa L.

A esta planta se le atribuyen diversas propiedades fisiolégicas. Se ha reportado que los
calices son ricos en acidos organicos (2.42 g de acido malico/100 g de caliz fresco), B-
caroteno (1.88 mg/100 g), hierro (833 mg/100 g), acido ascérbico (141.1 g/100 g; Wong
y col.,, 2002; Nnam y Onyeke, 2003); los cuales se ha encontrado que pueden presentar
efectos diuréticos y coleréticos reducen la viscosidad de la sangre, estimulan el
movimiento peristaltico intestinal (Josiah y col., 2010; Mahadevan y Pradeep, 2009;
Herrera-Arellano y col, 2004), y se ha reportado su uso como antihipertensivo,
antioxidante, anti-cancerigeno, anticlastrogénico, hipolipidémico, hepatoprotectivo, anti-
estrés, antiespasmddico, antidiarreico, entre otros (Anokwuru y col, 2011;
Prasongwatana y col., 2008; Tseng y col., 2000). Sin embargo, la importancia de estos
calices reside en su contenido de antocianinas (2.52 g / 100 g; Wong y col., 2002), dos de
las principales antocianinas encontradas en esta planta son delfinidina-3-xilosilglucésido
y cianidina-3-xilosilglucésido y una pequefia cantidad de glucosidos de estos dos
compuestos: delfinidina-3-glucésido y cianidina-3-glucésido (Du y Francis, 1973).
Debido a la presencia de dichos compuestos, la flor de Jamaica no s6lo puede ser

considerada para fines nutrimentales, sino ademas como alimento funcional.
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2.2 Antocianinas

Las antocianinas forman parte del mayor grupo de pigmentos solubles en agua y se
encuentran ampliamente distribuidas en todo el reino vegetal. Estos pigmentos naturales
son responsables de los colores de muchas flores y frutos rojos, y en pocas ocasiones

estan presentes en vegetales, raices, legumbres y cereales (Mazza y Miniati, 1993).

Quimicamente, las antocianidinas son las estructuras basicas de las antocianinas
(Tabla 1). Las antocianidinas (o agliconas) consisten de un anillo aromatico (A) unido a
un anillo heterociclico (C) que contienen una molécula de oxigeno, y el cual esta unido
por un enlace carbono-carbono a un tercer anillo aromatico (B) (Tabla 2.1; Konczak y
Zhang, 2004). Cuando dichas antocianidinas se encuentran en su forma glicosilada (es
decir, unidas a una fraccion de azuicar), se denominan antocianinas. Existe una gran
variedad de antocianinas distribuidas en la naturaleza, la principal diferencia entre ellas
reside en el numero de grupos hidroxilados, la naturaleza y el nimero de azucares
unidos a su estructura, los grupos carboxilados alifaticos o aromaticos unidos a la
fraccion carbohidrato unido a la molécula, asi como la posicién de dichas uniones (Kong

y col., 2003).

Hasta la fecha se han reportado mas de 500 antocianinas diferentes y 23
antocianidinas (Andersen y Jordheim, 2006; Kong y col., 2003; Rein, 2005), de las cuales
Unicamente seis son las mas comunes en plantas y las mas importantes debido a su uso
en alimentos, las cuales son: pelargonidina (Pg), peonidina (Pn), cianidina (Cy),
malvidina (Mv), petunidina (Pt) y delfinidina (Dp) (Clifford, 2000). Su distribucién en
frutas y vegetales es: Cy 50%, Dp 12%, Pg 12%, Pn 12%, Pt 7% y Mv 7%.

Las principales fracciones de carbohidratos presentes en las antocianinas son:
glucosa, ramnosa, galactosa o arabinosa, y éstas pueden ser mono o disacaridos y estar
aciladas con acidos fenolicos o alifaticos. Estos factores estructurales influencian el color
de estos pigmentos (Tabla 2.1) ademas de otorgar mayor estabilidad y solubilidad a la

molécula (Harborne, 1994).
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Tabla 2.1. Identificacién estructural de las antocianidinas (agliconas)

Estructura general de las antocianidinas

Nombre Abreviatura Patrén de sustitucion Color

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7
Apigenidina Ap H OH H OH H OH H
Arrabidina Ab H H OH OH OH OMe NR
Auratinidina Au OH OH OH OH H OH H
Capensinidina Cp OH OMe H OH OMe OH OMe Azul-Rojo
Carajurina Cj H H OH OH H OMe OMe NR
Cianidina Cy OH OH OH OH OH H Naranja-Rojo
Delfinidina Dp OH OH OH OH OH OH Azul-Rojo
Europinidina Eu OH OMe OH OMe OH OH Azul-Rojo
Hirsutidina Hs OH OH OMe OMe OH OMe Azul-Rojo
3’-HydroxyAb 3’0H Ab H H OH OH OH OH OMe NR
6-HydroxyCy 60HCy OH OH OH OH OH OH OH Rojo
6-HydroxyDp 60HDp OH OH OH OH OH OH OH Azul-Rojo
6-HydroxyPg 60HPg OH OH OH OH H OH H NR
Luteolina Lt H OH H OH OH OH H
Malvidina Mv OH OH H OH OMe OH OMe Azul-Rojo
5-MethylCy 5-MCy OH OMe H OH OH OH H Naranja-Rojo
Pelargonidina Pg OH OH H OH H OH H
Peonidina Pn OH OH H OH OMe OH H Naranja-Rojo
Petunidina Pt OH OH H OH OMe OH OH Azul-Rojo
Pulchellidina Pl OH OMe H OH OH OH OH Azul-Rojo
RiccionidinaA  RiA OH H OH OH H OH NR
Rosinidina Rs OH OH OMe OMe OH Rojo
Tricetinidina Tr H OH OH OH OH OH Rojo

NR= No Reportado. Tomado de Castafieda-Ovando y col. (2009).

Respecto a las fuentes naturales de este tipo de pigmentos, las uvas son la mejor

fuente de antocianinas, dentro de una larga lista que incluyen bayas rojas (moras,

zarzamoras, frambuesas, etc.) (Gao y Mazza 1995; Rein, 2005).
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Debido a la gran cantidad de proyectos asociados con la industria de los alimentos, las

antocianinas se han convertido en el grupo de compuestos polifendlicos mas estudiado.
2.2.1 Estabilidad de las antocianinas

Diversos estudios han demostrado que las antocianinas poseen alta actividad
antioxidante in vitro (Kdhkonen y Heinonen, 2003; Robards y col., 1999), debido a que
estos compuestos donan facilmente un electrén libre o atomos de hidrégeno para
reaccionar con los radicales libres. Sin embargo, estos compuestos son altamente
inestables y susceptibles de degradacion (Giusti y Wrolstad, 2003). Su estabilidad se
encuentra afectada por diversos factores como el pH, la temperatura de almacenamiento,
la estructura quimica, la concentracion, luz, oxigeno, solventes, la presencia de enzimas,
flavonoides, proteinas e iones metalicos, y su estabilizacién quimica es uno de los
principales focos de atencion debido a su abundancia y gran variedad de aplicaciones, asi
como a sus efectos benéficos y su uso alternativo como fuente de colorantes naturales
(Rein, 2005). A continuacion se dara una breve explicacién para entender el efecto de

dichos parametros sobre la estabilidad de las antocianinas.
2.2.2 Efecto del solvente y la concentracion de antocianinas

[to y col. (2002) encontraron que soluciones de sales flavilo con diferentes solventes
presentaron cambios en el color de la solucién resultante dependiendo del tipo de
solvente usado y la concentracidon de la sal utilizada, resultando que en presencia de
solventes proéticos las soluciones mostraban coloraciones rojizas mientras que con
solventes aproéticos las soluciones se tornaban amarillas; y al incrementar la

concentracion de las sales la coloracion roja se favorece.
2.2.3 Efecto del pH

Las antocianinas pueden encontrarse en diferentes formas quimicas que dependen del
pH de la solucién (Figura 2.3). A pH 1, el cation flavilo (color rojo) es la especie
predominante y contribuye a los colores ptrpura y rojo (Figura 2.3 A). A valores de pH
entre 2 y 4 las especies quinoidales (azules) predominan (Figura 2.3 B-D). A valores de

pH entre 5 y 6 sélo dos especies incoloras se observan, y son consideradas una

%)’///(//’(' cindlico termadindamice de la interaceion inlermalecalar de anlocianinas con gema e //1(77////() y Sus fraceiones

11



@700 D) (O
:,2%{7(’//?({ (f amarn (,,(/;/(’ff(’/’('

e7s
:2%1/(%()(/()/1/(4)’

pseudobase carbinol (Figura 2.3 E) y una chalcona (Figura 2.3 F) respectivamente.

Valores de pH superiores a 7 generan la degradacién de las antocianinas dependiendo de

sus grupos sustituyentes (Figura 2.3, reaccion de degradacion) (Castafieda-Ovando y col.,

2009). Para valores de

coexisten en equilibrio.
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Figura 2.3. Formas quimicas de las antocianinas dependiendo del pH y reaccion de degradacién.

Donde R1=H o sacarido, Rz y R3 = H o metil (Tomado de Castafieda-Ovando y col., 2009).
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En este caso, la estabilidad de las antocianinas esta influenciada por los sustituyentes
del anillo B y la presencia de grupos hidroxilo o metilo, los cuales alteran la estabilidad
de la aglicona en un medio neutro. En contraste con las agliconas, los monoglicésidos y la
mayoria de los diglicésidos son estables en condiciones de pH neutro, debido
principalmente a que las moléculas de carbohidrato evitan la degradacion de los
intermediarios en acidos fendlicos y compuestos aldehidos (Figura 2.3, Reaccién de
degradacidn). Diversos reportes indican que la estabilidad de las antocianinas y su
cambio de color con la variacion de pH es mas significativa en la region alcalina debido a

su inestabilidad (Castafieda-Ovando y col., 2009).
2.2.4 Efecto de la temperatura

La estabilidad de las antocianinas y de la mayoria de los colorantes presentes en los
alimentos sufre una reduccién debida principalmente al incremento en las temperaturas
de proceso y de almacenamiento (Bobbio y Mercadante, 2008). Dicha degradacion
térmica genera el oscurecimiento de los productos, especialmente en presencia de
oxigeno, teniendo un efecto negativo sobre la estabilidad y contenido de antocianinas
independientemente de la fuente vegetal utilizada para la extraccién de dichos
compuestos(lkeda y col., 2009; Jiménez y col., 2010; Lin y Chou, 2009; Ochoa y col., 1999;
Rodrigues y col.,, 2009; Sadilova y col., 2009).

2.2.5 Efecto de la luz

La luz afecta a las antocianinas de dos maneras, ya que ésta es esencial para la
biosintesis de las antocianinas, sin embargo también acelera su degradacion. Diversos
estudios han reportado que estos compuestos conservan su color por mas tiempo
cuando son almacenados en oscuridad, encontrando diferencias significativas después de
24 horas de almacenamiento cuando éstas también son almacenadas expuestas a la luz

(Maier y col.,, 2009; Inami y col., 1996).
2.2.6 Presencia de enzimas

Las principales enzimas responsables de la degradacion de las antocinaninas son las

fenolasas (polifenol oxidasa) y las glicosidasas, las cuales rompen los enlaces covalentes
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entre los residuos glucosil y la aglicona en una antocianina, resultando en su
degradacién, por esta razén la inactivaciéon enzimatica mejora la estabilidad de las

antocianinas (Cavalcanti y col.,, 2011).
2.3 Estabilizacion de las antocianinas

Debido a la alta reactividad que presentan estos compuestos, su proteccion contra su
degradacién es de suma importancia, de tal forma que al aplicar dichos compuestos en
un producto éste sea estable y ofrezca las mismas propiedades funcionales que un
extracto fresco, aun cuando éste haya pasado por un periodo de almacenamiento. Por
este motivo, la proteccion del cation favilo contra el ataque nucleofilico del agua se hace
necesaria y de esta manera mantener no soélo la coloracion de las soluciones sino ademas
su actividad antioxidante. Existen diversos métodos de estabilizacién de antocianinas,
siendo los mas comunes los que involucran su encapsulaciéon y su asociacién o

acomplejamiento.
2.3.1 Técnicas de encapsulacion

Las técnicas de encapsulacion tienen como objetivo inmovilizar y entrampar un
compuesto biolégicamente activo dentro de particulas sélidas (microcapsulas) o bien
dentro de vesiculas liquidas (emulsiones) con la finalidad de estabilizar, estructurar y
proteger dichos compuestos activos, permitiendo su liberacién controlada (Fang y
Bandhari, 2011; Robert y col, 2010; Ersus y Yurdagel, 2007). Estas técnicas de
microencapsulacion permiten que moléculas labiles a la luz y la temperatura, como es el
caso de las antocianinas, mantengan su estabilidad y mejoren su vida de anaquel y su
funcionalidad. Dentro de las técnicas utilizadas para este fin se encuentran: el secado por
aspersion, la coacervacion simple y compleja, la inclusién molecular, emulsionamiento
por polimerizacién, gelacién térmica e idnica, cocristalizacion, etc. (Martin y col., 2007;
Desai y Park, 2005; Malien-Aubert, Dangles y Amiot, 2001; Lewis, Walker y Lancaster,
1995; Gibbs y col, 1999; Yamada, Komiya y Akaki, 1980). De esta manera, la
conservacion del color de las antocianinas puede lograrse a través de la eliminacion de
las moléculas de agua y el desplazamiento del equilibrio hidratacion-deshidratacion en

las especies coloreadas (Lewis, Walker y Lancaster, 1995).
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2.3.2 Reacciones de asociacion

Se ha encontrado que las asociaciones entre antocianinas y otros compuestos solo
afectan su color sino ademas su estabilidad. Existen tres tipos de reacciones de
asociacion: (1) autoasociacion, (2) copigmentacion intra e intermolecular y (3)
asociacion con metales. Independientemente del tipo de asociacion, en todos los casos se
ha encontrado que la estabilidad de las antocianinas se ve favorecida, y los principales
factores involucrados en este tipo de reacciones son el solvente, la luz, pH, temperatura,
estructura y concentracion de los copigmentos y de las antocianinas, entre otros
(Cavalcanti y col.,, 2011). De estos tres tipos de reacciones de asociacion, en este trabajo
s6lo se abordaron aquellas interacciones entre las antocianinas y otras especies

quimicas.
2.3.4 Copigmentacion

La copigmentacion es un fenémeno en el cual los pigmentos y otros compuestos
organicos incoloros, iones metalicos, complejos moleculares, entre otros, generan un
cambio o incremento en la intensidad del color (Boulton, 2001). Se ha sugerido que la
copigmentacién es el principal mecanismo para estabilizar el color en las plantas (Davies
y Mazza, 1993; Mazza y Brouillard, 1990). Los copigmentos son sistemas ricos en
electrones 7 los cuales son capaces de asociarse con los iones flavilo, pobres de
electrones. Esta asociacion brinda proteccidn contra el ataque nucleofilico del agua en la
posicion 2 del catién flavilo (Matsufuji y col.,, 2003) y otras especies como peroxidos y
dioxidos de azufre (Garcia-Viguera y Bridle, 1999). Los copigmentos generalmente son
incoloros, pero al mezclarse con la solucion antocianica, la interaccién produce un efecto
hipercromico y una cambio batocrémico en el espectro de absorcion (Region UV-Vis).
Los copigmentos pueden ser flavonoides, alcaloides, aminoacidos, acidos organicos,

nucleotidos, metales u otra antocianina y/o polisacaridos (Rein, 2005).

En este trabajo se propuso llevar a cabo la formaciéon de complejos intermoleculares
entre antocianinas con polisacaridos como la goma de mezquite con la finalidad de

brindarle proteccidon a estos compuestos funcionales. Actualmente no existen reportes
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acerca de este tipo de interaccién, y para ello es necesario hablar acerca de la goma de

mezquite y sus propiedades funcionales.
2.4 Goma de mezquite

La goma de mezquite (GM) es el exudado en forma de ldgrima producida por el arbol
de mezquite (Prosopis laevigata). Esta goma ha sido propuesta y utilizada como un
sustituto al uso racional de la goma Arabiga; encontrandose que es un excelente agente
encapsulador de aceites esenciales dentro de un amplio intervalo de actividades acuosas
y un agente emulsionante y estabilizante de colorantes naturales, proveyéndoles de una
mayor protecciéon en comparacion con la goma Arabiga (Beristain y col, 2001, 2002;
Pérez-Alonso y col, 2003; Rodriguez-Huezo y col, 2004). Las emulsiones formuladas
con GM se estabilizan a través de la formaciéon de una membrana interfacial gruesa

(interacciones estéricas) y con carga negativa (interacciones electrostaticas).

La goma de mezquite quimicamente es una sal neutra de un polisacarido, aniénico,
ramificado; es considerada como una arabinogalactano-proteina (AGP, polisacarido
unido covalentemente a proteina). El componente polisacarido se ha descrito como una
cadena central de unidades de D-galactosa, enlazadas por uniones (1-3) y B (1—=6) ala
cual se le unen cadenas laterales en el O (6) de algunos de los residuos de D-galactosa.
Estas ramificaciones consisten en mono u oligosacaridos de D-galactosa, L-arabinosa,
acido D-glucurédnico y acido 4-0O-metil-glucurénico (White, 1946, 1947a, b, 1948; Cuneen
y Smith, 1948a, b). Esta estructura ramificada genera una conformaciéon molecular, con
alta solubilidad en agua. Ademas de los componentes polisacaridos, la goma de mezquite
tiene una fraccion proteica que oscila entre 2 y 4.8 % (Goycoolea y col., 1998; Orozco-
Villafuerte y col., 2003; Lopez- Franco y col,, 2004) la cual se encuentra relacionada con
sus propiedades funcionales, permitiéndole tener una buena actividad superficial;
ademas la gran masa molecular del componente polisacarido le provee a los sistemas
dispersos una estabilidad a largo plazo, debido a factores estéricos (Vernon-Carter y col.,

2000).
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2.4.1 Fraccionamiento de la goma de mezquite

Estudios recientes han demostrado que el fraccionamiento de polisacaridos como la
goma Arabiga y la goma de mezquite a través de Cromatografia de Interaccién
Hidrofébica (HIC), permite la obtencion de tres fracciones principales con composiciones
quimicas distintas. Una fraccién arabino-galactana proteica (AGP), una fraccién arabino-
galactana y una fraccién glicoproteinica, sugiriendo que la funcionalidad de las
fracciones aplicadas en la formulacion de emulsiones varia directamente con el
contenido de proteina (Randall, Phillips y Williams, 1989; Ray y col.,, 1995; Orozco-
Villafuerte y col.,, 2003; Lopez-Franco 2004, 2008; Vazquez-Ortiz y col.,, 2006). Para
entender el método de fraccionamiento aplicado para este tipo de muestras, a

continuacién se detalla el principio de la técnica.

2.4.1.a Cromatografia de Interaccion Hidrofébica (HIC)

Actualmente la cromatografia de interaccion hidrofébica, HIC por sus siglas en inglés,
se ha convertido en una util herramienta para el fraccionamiento, separacién y
purificaciéon de biomoléculas. Esta técnica se basa en la separacién de proteinas con
diferentes grados de hidrofobicidad a través de la interaccién reversible entre una
proteina y la superficie hidrofébica, principalmente grupos hidrofébicos como fenil, octil
o butil unidos a la fase estacionaria del medio cromatografico. En este caso, las proteinas
pasan a través de la columna exponiendo las superficies hidréfobas de sus cadenas de
aminoacidos promoviendo su interaccion con los grupos hidrofébicos de la fase
estacionaria. Dicha interaccion se favorece en presencia de altas concentraciones de sal
(fuerza idnica alta) en la fase mavil, ya que ésta reduce la solvatacion de las muestras
promoviendo la exposicion de las regiones hidréfobas y mejorando su adsorcién en la
matriz hidréfoba. La separacion se lleva a cabo a través de la reduccion de la fuerza
ionica en el eluyente con la finalidad de disminuir las interacciones hidrofébicas e

incrementar la hidrofilicidad del medio (Figura 2.4).
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Figura 2.4. (a) Diagrama de la interaccion en la Cromatografia de Interaccién Hidrofébica (las
esferas pequeias representan la muestra, esferas grandes representan la matriz hidrofébica) y
(b) Eluciéon de biomoléculas por Cromatografia de Interaccién Hidrofébica (Diogo y col.,, 2000)

Esta técnica permite mantener la integridad estructural de las biomoléculas debido al
uso de una fase estacionaria suave y al efecto estabilizante de la sal en el eluyente sobre
las moléculas (Diogo y col, 2000). Las condiciones de operacion de esta técnica
dependen de la hidrofobicidad de la proteina y su solubilidad, asi como de la
hidrofobicidad de la matriz y su resolucion. Los principales factores a considerar para
esta técnica son la matriz y el ligante, el tipo de sal (Na2S04, K2S04, (NH4)2S04, NaCl,
NH4Cl, NaBr y NaSCN) y su concentraciéon, el pH, la temperatura y el uso de algunos
aditivos como metanol, etanol, isopropanol, acetona, dodecil sulfato de sodio (SDS), urea

y cloruro de guanidino.
2.4.2 Reologia Interfacial

Debido a que se ha mencionado que la funcionalidad de las fracciones de goma de
mezquite en la formulacién de sistemas dispersos como las emulsiones se ve
influenciado por el contenido de proteina presente, una técnica que provee informacion
valiosa respecto a la forma de interacciéon de dichas fracciones en presencia de una
interfase agua-aceite es la reologia interfacial, ya que se considera como un buen
indicador de su adsorcién e interaccion en interfases asi como de su actividad superficial

(Burgess y Sahin, 1997).
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Existen dos tipos de deformacién interfacial importantes: cambios en el area, ya sea por
dilatacion o compresiéon (reologia interfacial dilatacional); cambios debido a un
movimiento de corte manteniendo el drea constante (reologia interfacial de corte).
Mientras que las propiedades interfaciales de corte contribuyen a la estabilidad a largo
plazo de los sistemas dispersos, las propiedades interfaciales dilatacionales presentan
una influencia importante en la estabilidad a corto plazo, que tiene que ver con los
mecanismos de adsorcidon/desorcion de las moléculas con actividad superficial en las
interfases cuando éstas se estan formando (Rodriguez-Patino y col., 2001; Martin y col,,
2002). Ambos métodos reoldgicos son complementarios ya que se enfocan en diferentes
aspectos de la membrana interfacial (Maldonado-Valderrama y Rodriguez-Patino, 2010),
y éstos seran tomados en cuenta para la caracterizacion de las fracciones de goma de

mezquite.
2.4.3 Pruebas de capacidad de fluencia (Creep compliance)

La capacidad de fluencia es una herramienta reoldgica que estudia las propiedades de
flujo de los materiales viscoelasticos. Cuando un material se somete a una fuerza
repentina, la respuesta a esta deformaciéon expuesta en las curvas obtenidas de estas
pruebas se caracterizan por una curva exponencial de primer orden la cual puede ser

subdividida en tres regiones caracteristicas (Figura 2.5):

(a) La region de fluencia instantanea Jo (A- B), en la cual las bandas de las moléculas
adsorbidas en la interfase son sujetadas a un estiramiento elastico. Si la deformacién
no continua después de este punto, la recuperacion de la estructura en la pelicula es
completa.

(b) La region de fluencia de relajacion o retardo jr (B -C), en la cual las uniones entre
las moléculas adsorbidas son rotas y reformadas.

(c) La regién de fluencia Newtoniana J/y (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 2.5. Curva modelo de las pruebas de capacidad de fluencia (Creep compliance). Tomado

de Pérez-Orozco (2006)

Para el andlisis de las propiedades de capacidad de fluencia, se utiliz6 el modelo que

contempla un tiempo de relajacion (regién de relajacion; Ecuacion 1):

JO =Jo +Jm (1 =€ 7om) + ]y (1)

donde

Jo = 1 / E, €S evaluado directamente del grafico y corresponde a la interseccion de la

curva con el eje de las coordenadas adyacentes (Punto B).

In = t/TIN donde N es la viscosidad interfacial Newtoniana y es evaluada graficamente

. ., AF
mediante la relacion de los segmentos =

Los parametros Jm ¥ tm son determinados mediante el ajuste de la Ec. 1 a los datos

experimentales (Pérez-Orozco y col., 2004).
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2.5 Interaccion Proteina-Ligante

Una vez que se ha establecido la gran importancia de las antocianinas debido a sus
propiedades antioxidantes, que es posible realizar interacciones intermoleculares con
diversos compuestos como aminodcidos y/o proteinas que pueden promover la
estabilidad de estos compuestos alargando su vida de anaquel, y que la goma de
mezquite puede fraccionarse por técnicas cromatograficas y obtener fracciones ricas en
proteina, este trabajo propone estudiar la interaccién de estas fracciones de goma de
mezquite con antocianinas y una de las técnicas novedosas que permite estimar los
parametros cinéticos y termodinamicos de dicha interaccion es la calorimetria

isotérmica de titulacion, la cual abordaremos a continuacion.
2.5.1 Calorimetria Isotérmica de Titulacion (ITC)

La calorimetria isotérmica de titulacion, ITC por sus siglas en inglés, se ha convertido
en una herramienta poderosa para el estudio de las interacciones proteina-ligante, ya
que esta técnica es capaz de medir la fuerza y estequiometria de una interaccion en
solucidn sin involucrar modificaciones quimicas de los reactantes o su inmovilizacién en
algin sustrato. Debido a que todas las interacciones biomoleculares reversibles
involucran cambios entalpicos; por ejemplo, la liberacién o absorciéon de energia
calorifica (Frazier y col., 2003), los cuales incluyen no soélo las contribuciones propias de
la interaccién, sino ademas los efectos del solvente y cambios conformacionales que

pudieran presentarse (Abdessamad y Ladbury, 2006).

La interaccion molecular entre dos ligantes puede definirse utilizando la siguiente

Ecuacion (2), la cual es la base del analisis de la ITC:

AG = —RTInK, = AH — TAS (2)

La primer parte de la ecuacion implica que el cambio en la energia libre de Gibbs (AG)

se correlaciona con la constante de asociacion Ka, donde R, constante de los gases y T,
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temperatura absoluta, son constantes. La constante de disociacion (Kp), es utilizada para
la cuantificacién de la afinidad entre dos ligantes, y es el inverso de Ka. La segunda parte
de la ecuacidn corresponde a la suma de los cambios de entalpia (AH) y entropia (AS)
definida como energia libre (AG) y en consecuencia como la afinidad de la interaccion. La
ventaja de utilizar esta técnica para caracterizar interacciones intermoleculares reside
en que es posible medir Ka y AH en un solo experimento, y con estas propiedades las

variables restantes (AG y AS) pueden obtenerse por sustitucién en la Ecuacion (2).

Esta técnica consiste en colocar la macromolécula en la celda del calorimetro y titular
con el ligante a temperatura constante hasta conseguir la saturaciéon de Ila
macromolécula. Durante este procedimiento de titulacion, los cambios de calor son
registrados obteniendo un perfil como el de la Figura 2.6 a. Cada pico representa el
cambio de calor causado por la inyeccion de una alicuota de ligante, posteriormente
estos datos se integran, normalizan y someten al ajuste de un modelo de interaccion
(Figura 2.6 b), del cual se obtienen los valores de Ka, obtenida de la pendiente en el
punto medio de saturacidn, y AH, que para altas afinidades de union, ésta se obtiene de la

interseccion de la curva en el eje Y.

De manera general, este trabajo contempla el aprovechamiento de las diferentes
técnicas disponibles para el estudio de las interacciones intermoleculares de compuestos
antioxidantes altamente susceptibles de degradacion como las antocianinas, con
macromoléculas como la goma de mezquite y sus fracciones a través de su fraccion
proteica, con la finalidad de brindarles proteccién contra su degradacion, ademas de
estimar la energia involucrada en dichas interacciones y su influencia en las propiedades

funcionales de estos biopolimeros.
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Figura 2.6. (a) Datos tipicos de la ITC utilizando inyecciones continuas; (b) Isoterma de

interaccion después de la normalizacién de datos.
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CAPITULO 3
3. JUSTIFICACION

Las antocianinas son compuestos antioxidantes altamente labiles debido a la presencia
de factores ambientales deteriorativos como la luz y la presencia de oxigeno
principalmente. Por otra parte la goma de mezquite posee una estructura muy semejante
a la de la goma Ardabiga, lo cual representa una forma de sustituir este producto de
importaciéon por uno de producciéon nacional sin depender de las variaciones en los
costos de importacion. Por otra parte, se ha reportado que el fraccionamiento de ambas
gomas por Cromatografia de Interaccién Hidrofébica, genera fracciones con diferentes
concentraciones de proteina y carbohidratos, quedando sin discusion si estas fracciones

poseen la misma funcionalidad de las gomas o incluso pueden mejorarla.

Una forma de verificar lo anterior y al mismo tiempo contrarrestar los efectos
ambientales sobre la estabilidad de las antocianinas extraidas a partir de cdlices de flor
de Jamaica es haciendo uso del conocimiento que se tiene acerca de la formacién de
complejos intermoleculares proteina-flavonoide; por lo que este proyecto pretende
comprobar que es posible sobrellevar el inconveniente de la alta reactividad de las
antocianinas de flor de Jamaica sin perjudicar las propiedades funcionales de la goma de
mezquite, ademas de que al fraccionarla y realizar el acomplejamiento con las fracciones

ricas en proteinas, éstas formaran complejos con mejores propiedades funcionales.
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CAPITULO 4

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Establecer cinética y termodindmicamente la interacciéon intermolecular entre
antocianinas - goma de mezquite o sus fracciones, en la formaciéon de complejos

intermoleculares como forma de estabilizacion de las antocianinas.

4.2 Objetivos Particulares

v" Fraccionar hidrofébicamente la goma de mezquite.

(\

Caracterizar fisicoquimicamente la goma de mezquite y sus fracciones.

v' Extraer y caracterizar las antocianinas obtenidas a partir de célices de flor de
Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.).

v' Determinar las propiedades termodindmicas (energia de formacion de enlaces,
estequiometria, entalpia de formacion, etc.), presentes durante la formaciéon de
complejos intermoleculares entre antocianina-goma de mezquite y antocianina-
fracciones de goma de mezquite.

v' Caracterizar los complejos obtenidos de la interaccion entre las antocianinas con la

goma de mezquite o sus fracciones.
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CAPITULO 5

5. HIPOTESIS

Es posible aprovechar las interacciones de la goma de mezquite y sus fracciones con
antocianinas para la formacién de complejos intermoleculares conservando las

propiedades funcionales de ambos compuestos.
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CAPITULO 6

6. Materiales y Métodos

El protocolo experimental seguido para la realizacion de este trabajo fue de acuerdo
con el siguiente diagrama de flujo (Figura 6.1).

PROTOCOLO

EXPERIMENTAL

______ A 2 y

! 1
: HIC Fraccionamiento de la Extraccion de las
I € - Goma de Mezquite antocianinas de la flor I~ ; - _l_ TI‘_t_l_ -
I GpCc 1 (GM) de Jamaica : enoles totales
L | | Antocianinas
I' “““““ 1| ,  Monoméricas
;  Humedad I Totales
. |
| Cenizas ! — it d I TLC
| Azficares  ie - Caractefnzacnon GMy Caracterizacionde | _>: Ca:){:c];gad
I p 1 sus fracciones antocianinas
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. Aminoécidos | L I | Aislamiento de
““““““ | las
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Formacion de i _>: pH, proporcién |
complejos " I
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Resonancia Magnética
Nuclear 1H
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Calorimetria de

Titulacion Isotérmica Analisis Elemental

1 |
7 | s =z
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1 e sas . |
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Figura 6.1. Protocolo experimental utilizado para el desarrollo de este trabajo.
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6.1 Materiales

Goma de mezquite (GM), la cual fue recolectada en forma de lagrima en el estado de
San Luis Potosi, México, pulverizada en un molino Bicor y, para detener la actividad
enzimatica, se disolvié en agua a 70°C por una hora en un recipiente enchaquetado
marca Polinox utilizando un agitador de propela, posteriormente fue filtrada la solucion
y secada por aspersion con una temperatura de entrada de 175°C (Vernon-Carter y col.,

1996).

La flor de Jamaica deshidratada (Hibiscus sabdariffa L.) con un contenido de humedad
menor al 3% se compré en la Central de Abastos de la Ciudad de México, D.F., México. Los

calices fueron triturados y almacenados en un frasco ambar a 4 ° C hasta su uso.

Los principales reactivos y compuestos de alta pureza (estandares) utilizados para las

diferentes técnicas utilizadas se enumeran a continuacion:

Sales: Cloruro de sodio (NaCl), Tetraborato de sodio (NazB407), Carbonato de sodio
(NazC03), Cloruro de potasio (KCl), Carbonato de bario (BaCO3z), Hidréxido de sodio
(NaOH), Acetato de sodio (CH3COONa) de la marca ].T. Baker (México); Persulfato de
potasio (K2S208) adquirido en Sigma Aldrich Quimica S.A. de C.V. (Toluca, Estado de

México, México).

Estdndares: Azicares como Glucosa, Ramnosa, Sacarosa, Arabinosa y Lactosa; Kit de
estandares de proteinas y dextran de pesos moleculares conocidos (Albumina de suero
bovino, 66,000 Da; Alcohol deshidrogenasa de levadura, 150,000 Da; B-amilasa de papa
dulce, 200,000 Da; Azul dextran, 2, 000,000 Da; Tiroglobulina bovina, 669,000 Da); Kit de
aminoacidos (20 aminoacidos), Acido galico, Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-
2-carboxilico (TROLOX), comprados a Sigma Aldrich Quimica S.A. de C.V. (Toluca, Estado
de México, México). Antocianinas como Malvidina, Delfinidina y Cianidina de la marca

Genay (Francia).
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Solventes: Acido clorhidrico (HCI), Acetonitrilo (CH3CN, grado HPLC), Metanol (MeOH,
grado analitico y HPLC), Etanol (EtOH, grado analitico y HPLC), acido sulftirico (H2S04),
acido acético glacial (CH3COOH), 2-Propanol (Grado HPLC), Acetona (CH3(CO)CH3s),
grado analitico), acido fosférico (H3POi) fueron comprados a Tecsiquim. 2-
mercaptoetanol (BME) comprado a Sigma Aldrich Quimica S.A. de C.V. (Toluca, Estado de

México, México). Se utilizé agua desionizada para todos los experimentos.

Otros  reactivos:  Carbazol (Ci12HoN), Fenol (Ce¢HsOH), 2,2-azino-bis-3-
ethilbenzotiazolina 6-sulfonato (radical ABTS*) comprados a Sigma-Aldrich Quimica S.A.
de C.V. (Toluca, Estado de México, México), Reactivo Folin-Ciocalteau (Hycel de México,
Zapopan, Jalisco, México) y Mezcla reactiva de selenio para la determinacién de
Nitrogeno (N2) de la marca Merck. O-ftaldialdehido (CsHs032), Polioxietilen lauril éter
(Brij 35),

6.2 Fraccionamiento de la goma de mezquite por HIC.

El fraccionamiento de la goma de mezquite se realiz6 a través de Cromatografia de
Interaccion Hidrofébica (HIC) reportada por Randall y col. (1989). Se utilizé una columna
empacada con un gel de interaccion hidrofébica llamado Phenyl-sepharose CL-4B,
(Amersham Pharmacia Biotech, Inc., Piscataway, N.J., E.U.A.). La columna se acoplé a un
sistema cromatografico de baja presion (Biologic LP, Bio-Rad, CA, E.U.A), monitoreando
el eluyente a 280 nm. Se inyectaron soluciones al 9 % (p/v) de GM empleando como
fases maviles soluciones de NaCl 4.2M y 2M, y agua desionizada a un flujo de 40 mL/h.
Las diferentes fracciones obtenidas (F1, F2 y F3) fueron recuperadas, dializadas,

liofilizadas y almacenadas hasta el momento de ser requeridas.
6.3 Distribucion de peso molecular de GM y sus fracciones por GPC

Soluciones al 8% (p/v) de GM y de sus fracciones se sometieron a un fraccionamiento
cromatografico de filtracion o permeacion en gel (GPC por sus siglds en inglés) siguiendo
la metodologia descrita por Orozco-Villafuerte y col. (2003), para determinar la
distribucién del peso molecular de cada una de las fracciones de GM. Se utilizé una

columna empacada con el gel Sephacryl S-500-HR (40-20,000 kDa, Amersham Pharmacia
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Biotech, Inc., Piscataway, N.]., E.U.A.), acoplada al cromatégrafo de liquidos de baja
presion (Biologic LP, Bio-Rad, CA, E.U.A). Se utilizé un kit de estdndares de proteinas y
dextran de pesos moleculares conocidos (Albumina de suero bovino, 66,000 Da; Alcohol
deshidrogenasa de levadura, 150,000 Da; B-amilasa de papa dulce, 200,000 Da; Azul
dextran, 2, 000,000 Da; Tiroglobulina bovina, 669,000 Da) para realizar la curva de
calibracién de peso molecular en funcion del tiempo de elucion. Se utilizé una solucion
0.5 M de NaCl como fase mdvil a un flujo de 34.5mL/h y se registré la absorbancia a 280

nm de cada una de las fracciones de GM, incluyendo los estandares de proteina.

6.4 Caracterizacion de la GM y sus fracciones
6.4.1 Contenido de humedad

Para determinar el contenido de humedad remanente en las fracciones y GM
liofilizadas se coloc6 1g de muestra en un crisol, el cual se encontraba a peso constante, y
posteriormente la muestra se situ6 dentro de una estufa (SW-17TA, Blue-M, New
Columbia, PA, USA) a 90°C hasta alcanzar peso constante. El contenido de humedad fue
determinado por la diferencia de pesos debido a la pérdida de agua durante el secado

isotérmico.

6.4.2 Contenido de cenizas

1 g de muestras libres de humedad fueron colocadas en un crisol y fueron llevadas a
peso constante de acuerdo con la metodologia descrita anteriormente. Posteriormente
las muestras fueron colocadas 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 determinacion de cenizas, referida como el
analisis de residuos inorganicos que quedan después de la ignicion u oxidacién completa
de la materia organica de un alimento, fue determinada por la diferencia de peso de los
crisoles con las cenizas y el del crisol vacio sobre el peso de la muestra, expresandose

como porcentaje.
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6.4.3 Contenido de azucares
6.4.3.a Azucares totales

El contenido de azucares totales fue determinado usando el método de fenol-sulftrico
(Dubois y col, 1956). Por este método se pueden determinar azulcares simples,
reductores, oligosacaridos, polisacaridos y sus derivados. En un tubo de ensayo con
tapén de rosca, se colocaron 2 mL de una solucién de GM y/o de sus fracciones (0.2
mg/mL) y se adicioné 1 mL de una solucién de fenol al 5%, la mezcla se agit6
perfectamente y se agregd rapidamente y por la pared del tubo, 5 mL de H2SO4
concentrado. La mezcla se dejo reposar durante 10 min a temperatura ambiente (25 °C),
posteriormente las muestras se colocaron en un bafio a 30°C durante 20 min y se leyo0 la
absorbancia en un espectrofotdmetro (Spectronic Genesys2, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA,, E.U.A) a 480 nm. Se realiz6 una curva estdndar con sacarosa con un

intervalo de concentraciones de 0 a 100 mg/L.
6.4.3.b Contenido de acido glucurodnico

El contenido de acido glucurénico es determinado mediante el método de carbazol
(Randall y col., 1989). Se colocé 1mL de una solucién 0.2 mg/mL de muestra en un tubo
de ensayo y se le agregaron 5 mL de una solucion de Na;B407 en H2S04, la mezcla se
mantuvo en un bafio de hielo durante la adicion de NazB407. Posteriormente la mezcla se
colocé en un bafio a 85 °C durante 30 min. Transcurrido este tiempo la muestra se colocd
en un bafio de hielo y se agregaron 0.2 mL de una solucién de carbazol en EtOH. La
muestra se volvié a colocar en un bafio a 85 °C durante 15 min. Las muestras se dejaron
reposar hasta alcanzar la temperatura ambiente (25 °C). La determinacién del contenido
de acido glucurénico se realiz6é por espectrofotometria a 530nm, utilizando una curva

patrén de acido glucuroénico.
6.4.3.c Composicion de monosacaridos

La composicién de monosacaridos presentes en las muestras biopoliméricas fue

determinada por HPLC utilizando estandares externos de azucares conocidos. Muestras
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de 0.03 - 0.05 g de GM y/o de sus fracciones, fueron hidrolizadas durante 4 h a 100 °C
con una solucién de H2SO4 al 4%. Transcurrido este tiempo las soluciones fueron
neutralizadas con BaCO3 (Randall y col., 1989). Alicuotas de 50 pL de muestra fueron
inyectados en un sistema de cromatografia liquida de alta presion Agilent serie 1100,
acoplado a un detector de indice de refraccion Agilent modelo G1362A4, integrados a un
software Agilent Chem Station. Se utilizé una columna Zorbax (4.6 X 250 mm; Agilent
Technologies, Inc., Santa Clara, CA, E.U.A.). Las muestras se eluyeron utilizando una
mezcla de acetonitrilo:agua (75:25) como fase movil, con un flujo de 1.0 mL/min a una

temperatura de 50 °C.
6.4.4 Proteinas totales en GM y sus fracciones
6.4.4.a Contenido de proteina total

El contenido de proteina total fue determinado a través del método de Kjeldhal, el cual
determina Nitrégeno total (N total) tanto proteico (Nitrégeno amino y amido) como
Nitrégeno no proteico (urea, entre otros) 0.5 g de muestra fueron colocados en un
matraz micro-Kjeldahl, posteriormente se agregaron 12 mL de H2SO04 concentrado. A la
mezcla resultante se adicionaron 2 g de la mezcla reactiva de selenio para la
determinacion de Nitrégeno. La muestra se llevé a digestion durante un periodo de 5 a 6
h. Posteriormente la solucidn resultante se destil6 y titul6 con una solucién valorada de
HCI. El N total se calcul6 utilizando la Ecuacién (3) y el contenido de proteina total a
través de la Ecuacion (4)

(B—-A)xNxmeq
Peso de la muestra

N, total = X 100% (3)

Proteina total = N,total X FC (4)

donde A = mL gastados de HCl en la muestra del blanco, B= mL gastados de HCl en la
muestra, N = normalidad del HCl, meq = miliequivalentes de NaOH obtenidos de la
titulacién, FC= Factor de conversiéon a proteina en gomas de Prosopis igual a 6.53

(propuesto por Anderson y Farquhar, 1982).
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6.4.4.b Composicion de aminoacidos

Para la determinacidon de la composicién de aminoacidos presentes en la GM y en sus
fracciones se utilizé el método reportado por Walter y col. (1992). Se utilizé un sistema
cromatrografico HPLC acoplado a un detector de fluorescencia. Las muestras fueron
hidrolizadas y derivatizadas previo a su inyeccion en el cromatédgrafo. Se colocaron 100
mg de muestra en un tubo con tapa de rosca purgando con gas N2; posteriormente se
adicionaron 5 mL de HCl 6 N en presencia de fenol (40 - 50 mL en 10 mL de HCl 6 N) y se
mantuvieron en un bafio de aceite a 105 °C durante 24 h. Una vez transcurrido el tiempo
de hidrolisis, las muestras fueron concentradas en un rotavapor llevando casi a sequedad
a presion reducida a 60 °C. Las muestras se rehidrataron 2 veces con 5 mL de agua
desionizada. De esta solucién se tomaron 7.3 mL en un matraz aforado de 100 mL
completando este volumen con agua desionizada. Esta solucién se centrifugé y filtré a

través de una membrana millipore (0.22 um) y se us6 directamente en la derivatizacion.

El procedimiento de derivatizacién consistié en colocar 100 pL de la muestra en un vial
bajo atmédsfera de Nz, posteriormente se adicionaron 200 uL del reactivo OPA
(formulado como O-ftaldialdehido, Brij 35, MeOH, BME y Na;B407, ajustado a pH 10.4) y
exactamente 60 segundos después, se adicionaron 500 mL de una solucion buffer 0.4 M
de Na2B407 ajustada a pH 10, inmediatamente se selld, agit6 e inyecté en el

cromatoégrafo.

Las condiciones de operacion consistieron de una fase mévil A (50 mM de fosfato
monosddico pH 7.2) y B (MeOH 70% (v/v) en una solucién amortiguadora de fosfato
monosodico pH 7.2) en un gradiente de concentraciones (t - %B - curva): (0 - 10 -
concava); (35 - 65 - concava); (45 - 90 - convexa) con un flujo de 2 mL/ min a 25 °C. La
deteccidén se realiz6é por medio de fluorescencia con un filtro 1.5 y atenuacion, con una A

de excitacion de 340 nm y una A de emision de 455 nm.

%)’///(//’(' cndlico lermaodindmico de la inleraceicn inlermalecular de anlocianinas con y(f///(/ e ///())*y////f y Sus fraceiones

33


http://es.wikipedia.org/wiki/Sodio
http://es.wikipedia.org/wiki/Boro
http://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno
http://es.wikipedia.org/wiki/Sodio
http://es.wikipedia.org/wiki/Boro
http://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno

o7 D) () & @779
:,%/( dica gﬁﬁ///(m /f.(ﬁ/()r/()/'n :,%[1/()//’(//(@’/ cﬁ”/g/();ﬁ(/(fo’
% S g

6.4.5 Analisis Elemental

Se determin6 el porcentaje de Carbono, Hidrogeno y Nitrogeno en las muestras de GM y
de sus fracciones. Se colocaron entre 2 y 4 mg de muestra en una celda de medicién y se
sometieron a oxidacion térmica (980 °C) en ambiente de Oxigeno puro en un equipo de
analisis elemental PE2400 series II CHNS/O Analyzer (Perkin Elmer, Whaltam, MA,
E.U.A.). Los productos de la combustién incluyen al CO2, H20 y N2. Los gases resultantes
fueron homogeneizados y controlados en condiciones exactas de presidn, temperatura y
volumen en el interior del equipo. Posteriormente se pasaron a través de una columna
donde fueron separados y detectados en funcién de sus conductividades térmicas. El
porcentaje total de Carbono, Hidrégeno y Nitrégeno fueron determinados con una

precision de 0.1 ug por el software del equipo.

6.5 Obtencion de extractos de Hibiscus sabdariffa L.
6.5.1 Extraccion de antocianinas

La extraccién de las antocianinas a partir de flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) se
realizé mediante la maceracion de pequefias cantidades de calices deshidratados en agua
acidificada con HCI (0.01%) durante 12 h a 4 °C. Posteriormente los calices fueron
removidos y la solucién con el pigmento fue filtrada a través de un papel filtro Whatman
No. 1 para eliminar los sé6lidos suspendidos y precipitados. Las soluciones fueron
concentradas en un rotavapor Buchi (R-114, Buchi Labortechnik AG, Essen, Alemania)a

no mas de 35°C y bajo presion reducida.

6.5.1.a Determinacion cuantitativa de antocianinas monoméricas totales (AMT)

Para la obtencién de la concentracién de la antocianina se utilizo6 el método de pH
diferencial. La antocianina experimenta una transformacion reversible con los cambios

de pH manifestado por un cambio en la absorbancia. La forma oxonium predomina a pH
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1 y el hemiacetal a pH 4.5. El pH diferencial es un método basado en esta reaccién, y
permite una rapida y exacta medida de la antocianina total, incluso en la presencia de
pigmentos degradados polimerizados y de otros compuestos interferentes (Liu y col,,
2002). Para la obtencién de la concentracidn de antocianina se utiliza la expresion de pH

diferencial (Ecuacion 5):

A= (A)lvis—max - AA700)pH1 - (A)lvis—max - A)l700)pH4.5 (5)

Donde Avis-max €s la absorbancia del pico mas alto a pH 1 y pH 4.5 en el espectro visible
(A=400-700 nm), A,700, es la absorbancia a 700nm para pH 1y pH 4.5. Para calcular la

concentracion en la muestra original se utiliza la siguiente Ecuacion (6):

Antocianina monomérica (mg/L) = (A - Peso molecular - FD - 1000) /(e - 1) (6)
A = Absorbancia antes calculada.

FD= Factor de dilucidn.

Coeficiente de extincién molar.

€

Una vez realizado esto, se evaluaron nuevamente las antocianinas con UV-VIS para
saber si todavia se encontraban en su forma monomérica. Para esto se compar¢ el patron
tipico del espectro de antocianinas en donde a pH 4.5 el pico predominante para
cianidina-3-glucésido en 506 o cercano no debe aparecer. Si aparece significa que las
antocianinas se encuentran en su forma polimerizada y no se degradan a pH basico
(Giusti y Wrolstad, 2003). La cianidina-3-glucésido tiene un €=26, 900 cm-lmol-1, con una

absorbancia caracteristica entre 490-550 nm y un peso molecular de 449.2 g/mol.
6.5.1.b Contenido de fenoles totales

La determinacion de fenoles totales se realizé de acuerdo al método propuesto por

Singleton y Rossi (1965) utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteau. Se colocaron 1.58 mL
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de agua destilada en un tubo de ensayo con rosca y se anadieron 20uL del extracto de
Jamaica (Antocianinas) junto con 100 pL de reactivo de Folin-Ciocalteau, mezclando
vigorosamente en un vortex y se dejo reposar por 8 min. Posteriormente se afladieron
300 pL de una solucion de carbonato de sodio 20% (p/v), los tubos se colocaron en un
bafio a 40 °C durante 30 min. Se realizaron las lecturas de absorbancia a una A=765 nm.
Se gener6 una curva de calibraciéon con acido galico como estadndar, reportando los

resultados como equivalentes de acido galico (EAG).
6.5.1.c Actividad antioxidante por ABTS

Se prepar6 una soluciéon 7 mM del radical ABTS* y se mezclé con una solucion de K2S20s
2.45 mM (concentracion final) y se dejaron reaccionar en la oscuridad a temperatura
ambiente durante 16 h antes de su uso. La soluciéon de ABTS fue diluida en EtOH hasta
alcanzar una absorbancia de 0.70 + 0.01 UA a una A=730 nm. Se colocé 1 mL de solucion
etanolica estandar y/o de extracto y se agregaron 3.9 mL de la soluciéon diluida de ABTS*.
La mezcla se agit6 vigorosamente y se dejd reposar en un bafio a 40 °C durante 30 min.
Posteriormente se leyeron las absorbancias a A=730nm (Pellegrini y col., 2000). Se
utilizo Trolox para la realizacion de la curva patrén, reportando la actividad antioxidante

como Actividad Equivalente a Trolox (TEAC).
6.5.2 Aislamiento de antocianinas

El extracto acuoso concentrado fue sometido a un proceso de separaciéon por
cromatografia en columna utilizando la resina Amberlite XAD-16 para la purificaciéon de
compuestos polares. La resina fue activada a través de dos lavados consecutivos con
agua y MeOH acidificado respectivamente. Posteriormente se hizo un lavado con una
cantidad excesiva de MeOH acidificado (fase movil) y se procedié a colocar la resina
desgasificada en una columna de vidrio de 2.5 d.i. x 50 cm. 5 mL del extracto concentrado
fue colocado cuidadosamente con ayuda de una varilla de vidrio sobre la parte superior
de la resina, ajustando un flujo de eluciéon de 1 mL/min. El material adsorbido fue eluido
con la misma fase moévil hasta que el eluyente fue incoloro, se colectaron fracciones de 5

mL y se les determin6 la absorbancia a 520 nm. Se obtuvo una fraccién rica en
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antocianinas la cual fue concentrada en un rotavapor a 40 °C bajo presiéon reducida hasta
sequedad y redisuelta en una pequefia cantidad de MeOH acidificado. Este extracto fue
almacenado a 4°C durante 2 dias o hasta observar la formacién de un precipitado rojo en
condiciones de atmosfera de N y oscuridad. Posteriormente, cada precipitado fue
sometido a un nuevo fraccionamiento por filtracion en gel para compuestos polares
utilizando una columna empacada con el gel Sephadex LH20, empleando EtOH como fase
movil. Las fracciones eluidas fueron colectadas en frascos ambar y monitoreadas por

Cromatografia en Capa Fina (CCF) y HPLC.
6.5.3 Determinacion cualitativa de antocianinas por CCF

El analisis cualitativo de las antocianinas consistié en la separacién de los compuestos
fenolicos de acuerdo a su polaridad. Se utiliz6 un cromatofolio de silica gel 60F2s4
(Merck) de 6 cm x 3 cm. Se aplicaron aproximadamente 30 uL del extracto de Jamaica y
de los estandares de Cloruro de cianidina, Delfinidina y Malvidina (Extrasynthese, Genay,
Francia) a 1 cm del borde inferior de la placa. La fase mévil utilizada fue 2-propanol-
acetona - agua (70:10:20 v/v) (Cimpoiu, 2006), permitiendo la saturacion de la camara
cromatografica (diametro: 2.42 cm, altura: 6.71 cm). Posteriormente la placa
cromatografica se coloc6 en la cdmara, donde permanecié hasta que la fase mévil
recorri6 aproximadamente 5 cm a partir del origen. La placa desarrollada se sec6 con
aire caliente y se visualizé con luz visible, y se determiné el valor del factor de retencién
(Rf), definido como la distancia que recorre la muestra desde el punto de aplicacién
respecto a la distancia que recorre el solvente hasta el frente del eluyente de cada

componente.
6.5.4 Identificacion de antocianinas por HPLC

Se utiliz6 el método reportado por Sukwattanasinit, Burana-osot y Sotanaphum
(2007) para la identificaciéon de las antocianinas presentes en el extracto de flor de
Jamaica purificado. Alicuotas de 25uL fueron inyectados en un sistema HPLC Agilent
serie 1100, con detector de arreglo de diodos, integrados a un software Agilent Chem

Station. Se utilizé6 una columna Econosil C18 5u (Alltech Associates, Inc., Deerfield, IL,
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E.U.A.). Las muestras se eluyeron utilizando una fase mévil de 4% H3PO4 (A) y 100%
CH3CN (B) utilizando condiciones isocraticas con 6% de B de 1-10min, posteriormente
un gradiente lineal hasta 20% de B de 10-55 min, y finalmente una elucién isocratica a
20% de B de 55-60 min. El flujo de operacion fue de 1mL/min a 30°C y la deteccion se

realiz6 a 520nm.

6.6 Formacion de los complejos intermoleculares

6.6.1 Determinacion del potencial zeta

Se prepararon soluciones acuosas al 1% (p/p) de GM y de sus fracciones, soluciones al
0.5 % (p/p) de los principales aminoacidos encontrados en estos polisacaridos y se
almacenaron a 4°C durante 24 h para permitir su completa hidratacion. De la misma
manera, se prepararon soluciones acuosas de los extractos purificados de antocianinas.
El potencial zeta de las soluciones acuosas de los biopolimeros asi como del extracto de
antocianinas se determiné a diferentes valores de pH usando un Malvern Zetasizer Nano
ZS (Malvern Instruments Ltd., Malvern, Worcestershire, UK). El pH de las soluciones
acuosas de los biopolimeros fue ajustado mediante la adicién HCl 0.1N y/o NaOH 0.1N.
Se construyeron graficas de potencial zeta contra pH y a partir de éstas se determiné el
valor de pH donde existe la maxima diferencia estequiométrica de cargas electrostaticas

entre los polisacaridos y las antocianinas.

6.6.2 Determinacion del nimero de equivalentes idonicos

Se generaron curvas de titulacion de las soluciones de biopolimeros (1.5% p/p) y de
las fracciones de extracto purificado de flor de Jamaica mediante la adicion de alicuotas
de 0.5 mL de NaOH 0.1N, y registrando el cambio de pH con un potenciémetro Vernier
pH-BTA (Beaverton, OR, EUA). El punto de equivalencia fue determinado a partir del
punto de inflexién de la curva del cambio de pH en funcién del cambio de volumen de

NaOH agregado (ApH/AV).
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6.6.3 Determinacion de los parametros cinéticos y termodinamicos

Se colocaron soluciones 1 mM de aquellos aminoacidos que se encontraron en mayor
concentracion en GM, de igual manera se prepararon soluciones de GM y de sus
fracciones. De las fracciones de extracto purificado, se eligié6 aquella que presenté la
presencia de una sola antocianina para llevar a cabo la interaccién con los aminoacidos y
con los biopolimeros, y se preparé una solucion 10 mM en un buffer fosfato-citrato
ajustado al valor de pH donde se encontr6 la minima diferencia estequiométrica de carga

debida al potencial zeta de cada una de las mezclas.

Se utiliz6 un calorimetro de titulacion isotérmica Nano ITC (TA Instruments,
Delaware, E.U.A) para la determinacién de los cambios entalpicos asociados con las
interacciones proteina (entiéndase como GM y sus fracciones, y/o aminoacidos) -
antocianina a 30 °C, debido a que pruebas preliminares demostraron que a esta
temperatura se obtuvieron los mejores ajustes de los modelos de interaccion. En cada
experimento realizado se colocé 1 mL de la solucién de proteina (GM, Fi, aminoacido) en
la celda de medicién del instrumento y la soluciéon de antocianinas se colocé en una
jeringa de inyeccién de 250 pL. La solucion de biopolimero fue titulada en la celda de la
muestra con una secuencia de 15 inyecciones de alicuotas de 15 puL. Cada inyeccion tuvo
un intervalo de reposo de 5 min para alcanzar el equilibrio, con una velocidad de

agitacion de 400 rpm para asegurar un mezclado adecuado.

Los datos crudos se obtienen con un grafico de flujo de calor (ucal/s) vs tiempo (min),
como se describi6 en el Capitulo 2. Estos datos se integraron y normalizaron para
obtener un grafico del cambio de entalpia por mol de inyectante (AHobs, k] mol1) en
funcién de la relacién (antocianina/proteina). Valores negativos de AHobs representan
cambios exotérmicos, y positivos representan cambios endotérmicos. Para la
integracion, normalizacion de los picos y la determinacion de los parametros cinéticos,
se utilizo el software de analisis del equipo (Nano ITC Run, TA instruments, E.U.A). Para

propoésitos de normalizacion se consideraron los pesos moleculares obtenidos por GPC
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para los biopolimeros y los reportados en la literatura para cada uno de los aminoacidos

y de la antocianina seleccionada.
6.6.4 Caracterizacion de los complejos intermoleculares
6.6.4.a Analisis elemental

Se determin6 el anadlisis elemental del complejo obtenido de acuerdo con el

procedimiento mencionado en la seccién 6.4.5.

6.6.4.b Resonancia magnética nuclear (H! - RMN)

Todos los experimentos de H! - RMN fueron realizados a 25 °C usando un
espectrometro Bruker AMX-500. Los espectros fueron procesados utilizando el software
Spin Works (versién 3.1.0, Laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear, Departamento
de Quimica, Universidad de Manitoba, Winnipeg, Manitoba, Canadd). Los espectros
unidimensionales fueron obtenidos de 0.5 mL de soluciones de GM y sus fracciones (~0.2
mM) disueltas en mezclas de agua deuterada H20/[2H¢] dimetil sulféxido ([2Hs]DMSO)
(9:1) 6 2H20/[2H6¢]DMSO (9:1) en 12 mM PBS a pH 7.4. Para la investigaciéon de los
complejos intermoleculares proteina-antocianina se utilizaron las mismas condiciones.

Todas las muestras se dejaron hidratar por 24 h para asegurar su solubilidad total.
6.7 Funcionalidad de los complejos intermoleculares
6.7.1 Reologia interfacial

Para la determinacién de las propiedades funcionales de las fracciones de GM se les
determinaron sus propiedades interfaciales, ya que como se ha mencionado, la GM sin
fraccionar posee propiedades emulsionantes semejantes y aun superiores a las de la
goma arabiga, por tal motivo los estudios de reologia interfacial son utiles como una
forma de corroborar que el fraccionamiento y el acomplejamiento no tiene influencia

negativa sobre las propiedades funcionales.
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Se utiliz6é un reémetro modular compacto Paar Physica MCR 300 (Anton Paar, Ostfildern
Alemania) que trabaja bajo control de esfuerzo y/o deformacion, al cual se le adapt6 una
geometria tipo bicono, con dimensiones de radio Rb de 15 mm y doble dngulo (2 «) de
10°. Para el control de temperatura, se utilizé un bafio refrigerante de acrilico con radio
Rc de 27 mm y una profundidad H de 34 mm a una temperatura de 30 °C. Una vez que el
equipo fue montado y puesto en marcha, se procedié a formar la interfase aceite-agua. Se
adicionaron 30 mL de una solucién acuosa de biopolimeros (1% p/p) sobre el bafio
refrigerante, posteriormente la geometria del bicono se bajé lentamente hasta ubicarse
en la interfase agua-aire. Para formar la interfase agua-aceite, se adicionaron
cuidadosamente 30 mL de la fase oleosa goteando cuidadosamente sobre la geometria
hasta cubrir completamente la fase acuosa. La verificacion de la posicion del bicono en la
interfase agua-aceite se realiz6 observando que no se formaran anillos alrededor del
bicono cuando un haz de luz se hizo pasar en forma tangencial a través de la interfase

(Pérez-Orozco y col., 2004)
6.7.2.a Viscosidad interfacial

Para la determinacidn de la viscosidad interfacial se hizo girar el bicono a una velocidad
angular constante ( 1) de 1.27x10-3 rad/s; se midieron el angulo de desplazamiento del
bicono en funcion del tiempo (6 (t) ) y el momento de fuerza (M ) necesario para
mantener dicha velocidad, cada 10 s durante 15 min. Estos valores fueron utilizados para
evaluar la viscosidad aparente interfacial (nint), la deformacién de la interfase (ynt) y el

esfuerzo de cizallamiento interfacial (o'"t) mediante las siguientes expresiones:

int _ M (1 _ 1
T = i <R12, RE) (7)
; 2RZ
yre) = (RE——ZIZJ)QI (8)
int _ L
o T 2mr2 (9)
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donde r es la posiciéon radial en la interfase con R, < r < R. ,y Qt =0 (t) es el

desplazamiento angular del bicono determinado por el equipo.

6.7.2.b Determinacion de las propiedades de fluencia interfacial (Creep

compliance)

Una vez establecida la interfase agua-aceite o agua-aire, se aplic6 un momento de fuerza
constante de 0.5 uNm durante 15 min, y posteriormente se aplic6 un momento de fuerza
de magnitud cero (15 min). Se midi6 el angulo de desplazamiento del bicono cada 10 sy
se evalué la deformacidn y esfuerzo de cizallamiento interfacial con las Ecuaciones 8 y 9,
con estos valores se calcularon los pardmetros de capacitancia del sistema (J(t))

mediante las siguientes expresiones:

J(©) =29 (10)
JO =Jo +Jm (L =€ Tom) +Jy (11)

6.8 Analisis Estadistico

Los resultados experimentales fueron analizados estadisticamente mediante un analisis
de varianza (ANOVA) y una prueba de Tukey de comparacion de medias, con un nivel de

significancia de P < 0.05, utilizando el software estadistico SPSS (IBM Co., EUA, 2001).
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CAPITULO 7
7. RESULTADOS

7.1 Fraccionamiento de GM por HIC

El fraccionamiento de GM por HIC mostré que esta goma esta constituida por tres

fracciones principales como se muestra en la Figura 7.1.
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Figura 7.1. Cromatograma del fraccionamiento de GM por HIC.

Los resultados obtenidos presentan un comportamiento semejante al reportado para
la goma Arabiga (Randall y col., 1995; Ray y col,, 1989) y para la goma de mezquite
(Orozco-Villafuerte y col., 2003; Vazquez-Ortiz y col., 2006; Lopez-Franco y col., 2008).

La elucion de cada una de las fracciones de GM dependié de su caracter hidrofobo de

manera creciente de acuerdo con la fase mévil utilizada: 4.2 M NaCl para F1 con la menor
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hidrofobicidad debido a un mayor contenido de polisacaridos, 2 M NaCl para F2 con una
hidrofobicidad intermedia debido a un incremento en el contenido de proteina y
finalmente agua desionizada para F3 con un caracter predominantemente hidrofébico
debido a su alto contenido de proteina. La recuperacién total de cada una de las
fracciones fue de 85, 11y 3.7 % (p/p), del material originalmente aplicado a la columna,

para F1, F2 y F3 respectivamente.

7.2 Distribucion de pesos moleculares de GM y sus fracciones

Las fracciones de GM fueron sometidas a una cromatografia de filtracion en gel para la
estimacién de sus pesos moleculares. El fraccionamiento de cada una de las fracciones
origind diferentes perfiles, F1 mostro tres fracciones con un peso molecular dentro del
intervalo de 2.27 - 5.23 x 105 g/mol (Figura 7.2 a). La segunda fraccion de GM present6
un perfil cromatografico con menor resolucion que para F1, al presentar un pico
principal y la presencia de un hombro a tiempos de elucién relativamente cortos y la
sobreposicion de un segundo pico a tiempos mayores (Figura 7.2 b), el peso molecular de
F2 se encontré entre 2.29 - 6.03 x 10> g/mol. Finalmente, F3 tuvo un fraccionamiento
completamente diferente a los presentados por F1 y F2, debido a la presencia de un pico
maximo a tiempos largos (pesos moleculares mas pequefios), un hombro y un pico
menor traslapados a tiempos cortos (pesos moleculares grandes) como se muestra en la
Figura 7.2 ¢, su peso molecular se encontré entre 1.81 - 6.40 x 10> g/mol. Este tipo de
técnica es muy util sobre todo por la gran variedad y alto peso molecular que este tipo de

biopolimero presenta. En el Anexo 1 se detalla el principio de esta técnica.
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Figura 7.2. Perfiles de elucidn de: a) F1, b) F2 y c) F3 para la determinacidn de la distribucién

de pesos moleculares por GPC.
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Cabe mencionar que al determinar el didmetro hidrodindmico por difraccién de rayo
laser a la GM y a las dos fracciones mayoritarias se encontraron perfiles semejantes los
obtenidos por GPC (Figura 7.3 a - c). En los cuales se puede apreciar que por ambas
técnicas, las fracciones de GM mostraron tamafios promedio tanto en peso molecular por

GPC como en su didmetro hidrodindmico, menores que los obtenidos para GM.

Intensidad (%)

Tamafio (d. nm)

Intensidad (%)

)

Intensidad (%

Tamafio (d. nm)

Figura 7.3. Distribucién de didmetro hidrodindmico de: a) GM, b)F1 y c) F2
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Los diametros hidrodinamicos encontrados para GM fueron d; = 6.99 nm,
dy.,,=194.80 nm y d;. =3371.02 nm; para F1 d, = 2.29 nm, d;.,=37.44 nm y
ds.,,=183.80nm y F2 con d, = 12.06 nm, d,_,,=119.08 nm. Cada uno de estos valores

representa el valor medio de cada pico encontrado en las distribuciones de didmetro

hidrodinamico de la Figura 10.

7.3 Caracterizacion fisicoquimica de la GM y sus fracciones

En la Tabla 7.1 se muestran los resultados obtenidos para el analisis fisicoquimico de
la GM y sus fracciones. De esta Tabla puede observarse que el fraccionamiento de la GM
por HIC no sélo genero tres fracciones con peso molecular y distribucién de didmetro
hidrodinamico diferentes, sino ademas de composicion quimica distinta. Se encontré que
F1 posee un alto contenido de azlcares y el mas bajo contenido de proteina con una
relacion Carbohidrato/Proteina (CH/Pr) de 123.00, mientras que F2 al igual que F1
presenta mayor contenido de fraccién carbohidrato, sin embargo con un CH/Pr de 4.84.
Por otra parte, F3 presenté el mayor contenido de proteina y la relacién CH/Pr fue de

1.26, comparados con la CH/Pr de la GM de 18.64.

El contenido de humedad no present6 diferencias significativas entre las muestras, el
contenido de acido glucurénico disminuy¢ significativamente conforme el contenido de

proteina iba aumentando.

Los resultados obtenidos son comparables con los reportados por Orozco-Villafuerte
y col. (2003) y Randall y col. (1989) para la GM y GA respectivamente. En ambos casos se
observa una tendencia semejante donde el contenido de aztcares decrece de F1 a F3 y el

de proteina aumenta.
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Tabla 7.1. Propiedades fisicoquimicas de la GM y sus fracciones.

GM F1 F2 F3

Datos Experimentales

Peso Molecular por

2.12x106 5.23x105 3.82 x105 1.81x104
GPC (g/mol) X X X X

Humedad (g/100g) 716+ 2.16a 9.23+1.28a 7.68+1.76 a 832+1.15a

Cenizas (g/100g) 1.88+0.02 a 1.98+0.19ab 243+033b ND

Azucares totales

90.96+6.89a 93.49+682a 7885+452b 58.16+7.57b
(g/100g)

Acido Glucurénico

23.27+0.16a 22.19+2.04a 1454+092b 10.60+0.52c
(g/100g)

Proteina
488+ 0.52¢ 0.76 £0.16d 16.29+0.01b 46.21+3.34a

(g/100g)

Datos reportados por Orozco - Villafuerte y col. (2003)

Azucares totales a99.9 a86.1
87.3+6.3 99.9

(g/100g) b 94.9 b 69.1

Acido Glucurénico
16.2+1.3 NR NR NR

(g/100g)

Proteina a0.01 al13.8+0.1
2.70 £ 0.06 0.04

(g/100g) b 5.01 b30.8+1.6

ND. Datos no determinados. NR. Datos no reportados.
Todos los resultados estan expresados en base seca.

Letras diferentes en la misma fila representan diferencia significativa entre las medias.
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El andlisis de monosacaridos y aminoacidos presentes en la GM y sus fracciones se
muestra en la Tabla 7.2. Puede notarse que los valores obtenidos para los contenidos de
los diferentes monosacaridos en la GM mantienen una relacién Arabinosa/Galactosa
(Ara/Gal) que oscila entre 2.8 y 3.1, mientras que los valores reportados para GA por
Vazquez-Ortiz y col. (2006) son superiores para Galactosa pero menores para Arabinosa

y con una relacién Arabinosa/Galactosa menor a 1.

Tabla 7.2. Composicion de monosacaridos, aminoacidos y anadlisis elemental (C, Hy N) en

la GM y sus fracciones.

Monosacaridos recuperados (%)

GA* GM F1 F2 F3
Galactosa 36.2 26.57a 26.40a 23.78c 24.58b
Arabinosa 30.5 73.19a 73.28a 72.76b 71.87c
Glucosa NR 0.03a 0.14b 16¢c 2.27d
TOTAL 99.79 99.82  98.14 98.72
Ara /Gal 0.84 2.75 2.78 3.06 2.92

Aminoacidos recuperados (#residuos/1000 residuos)

Alanina 28.0 35.0 13.6 55.7 1371.4
Arginina 5.0 16.0 235 12.8 501.3
Ac. Aspartico 50.0 50.0 8.8 125.0 278.0
Cisteina 0.0 3.0 3.4 0.0 14.9

Ac. Glutamico 29.0 26.0 13.0 30.2 1358.7

Glicina 41.0 33.0 9.6 95.8 1107.1
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Histidina 44.0 35.0 4.8 202.8 525.0

Hidroxiprolina 328.0 376.0 53.2 2668.7 2090.9

Isoleucina 12.0 20.0 7.0 26.0 840.0
Leucina 67.0 35.0 5.8 148.8 875.0
Lisina 23.0 23.0 4.3 53.0 898.6
Metionina 1.0 2.0 0.5 0.0 0.0

Fenilalanina 22.0 12.0 0.7 1.2 76.5

Prolina 88.0 79.0 17.6 74.6 1238.8
Serina 136.0 113.0 27.7 145.0 2135.2
Treonina 76.0 49.0 10.6 59.3 829.9
Tirosina 10.0 32.0 4.8 7.9 233.8
Valina 36.0 61.0 14.5 21.3 1085.3

Analisis elemental (%)

C ND 40.70 40.73 40.56 39.89
N ND 0.94 0.68 1.77 2.64
H ND 6.01 5.55 5.39 5.32

ND. Datos no determinados. NR. Datos no reportados. * Datos tomados de Vazquez-Ortiz y col. (2006).

El perfil de aminoacidos de la GM, F1, F2 y F3 mostré que de los aminoacidos
monitoreados, s6lo 7 fueron los que presentaron una mayor concentracion (aquellos que
aparecen sombreados en la Tabla 7.2), dentro de los cuales se encuentran cuatro
aminodacidos de caracter predominantemente aniénico como la lisina, alanina, prolina e

hidroxiprolina. Se ha reportado que estos ultimos tienen una fuerte interaccién con
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diversos tipos de compuestos fenolicos (Cordoniu-Hernandez y col., 2003; 2007), siendo
ésta una razén que nos permite asegurar la interacciéon de estos biopolimeros con
compuestos como las antocianinas para la formaciéon de complejos intermoleculares. Por
otra parte cabe mencionar que la concentracion de aminoacidos encontrados en la GM y
en la GA fue semejante, sin embargo se encontraron diferencias entre las diferentes
fracciones de GM. Cabe mencionar que F2 present6 el mayor contenido de hidroxiprolina
comparada con GM, GA y el resto de las fracciones, en algunos casos como alanina y acido
aspartico el contenido fue el doble del encontrado en la goma entera y en algunos otros
como la Fenilalanina y la Treonina la concentracién se vio desfavorecida. Estas
variaciones pueden deberse a la disponibilidad de los residuos de aminoacidos
expuestos durante el fraccionamiento por interacciéon hidrofébica, y al rearreglo
molecular de GM debido a las diferentes fuerzas i6nicas (diferentes concentraciones de

NaCl).

De acuerdo con el analisis elemental de la GM, F1, F2 y F3, se encontré que los
contenidos de C y H permanecieron casi constantes, siendo el contenido de N donde se
encontro la mayor variacion. F1 present6 el menor contenido y F3 la mayor cantidad de
N elemental. Estos resultados estan perfectamente relacionados con los encontrados en
el analisis bromatolégico al obtener un mayor contenido de proteina, y por ende de
aminoacidos, y que se relacionan directamente con el principio fisico del método de
fraccionamiento utilizado, en el cudl las dltimas fracciones en eluir son aquellas ricas en
fracciones hidréfobas, y que en el caso especifico de GM se refiere a fracciones ricas en

proteina.

7.4 Obtencion de los extractos de flor de Jamaica

Como resultado de la extraccion de antocianinas a partir de calices deshidratados de

flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.), se obtuvo una solucién de color rojo brillante,
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tipica de los compuestos antocianos y de las infusiones de esta planta. De esta manera se

procedid a la purificacion y caracterizacion del extracto.

7.4.1 Caracterizacion de los extractos de flor de Jamaica

El contenido de antocianinas monomeéricas totales, fenoles totales equivalentes a
acido galico y la actividad antioxidante de los extractos crudos se muestran en la Tabla

7.3.

Tabla 7.3. Antocianinas monoméricas totales (AMT), fenoles totales y actividad

antioxidante por ABTS del extracto crudo de flor de Jamaica.

AMT Fenoles Totales Actividad
Fuente o
(mgamr /gsélidos) (mgeac/gsslidos) Antioxidante
Extracto crudo de flor 0.59 + 0.01 mMgac
28.52 £ 0.15 70.56 £ 0.01
de jamaica 44.72+0.62% jnhibicionABTS
Extracto de Hibiscus
NR 66.10 0.33+0.40

sabdariffal L.*
Té negro** NA 62.08 0.64

NR = No reportado, NA= No Aplica. * Datos reportados por Lee y col. (2003). ** Datos reportados por
Sayago-Ayerdiy col. (2007).

Como puede observarse los contenidos de fenoles totales y actividad antioxidante que
presentd el extracto crudo son superiores a los valores reportados para extractos
acuosos de la misma fuente vegetal y por una de las fuentes mas reconocidas por sus
propiedades antioxidantes como es el té negro. Cabe mencionar que pruebas
preliminares demostraron que estas propiedades funcionales se pierden en un tiempo

relativamente corto (24 h).

La identificacién de las antocianinas presentes en el extracto crudo se realizé por
cromatografia en capa fina, de acuerdo con el factor de retencion (Rf) obtenido para cada

estandar probado, se encontraron dos bandas en el extracto con un Rr de 0.26 y 0.34
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respectivamente, donde la primera correspondié al valor reportado por Sukwattanasinit
y col. (2007). Los valores de Rf para los estandares de cloruro de cianidina y cloruro de
delfinidina fueron de 0.87 y 0.84 respectivamente. Estas diferencias con la muestra y con
el extracto pueden deberse a la mejor y mas rapida difusion de los compuestos aglicona
respecto a los compuestos que estan unidos a una molécula glicosilada sobre la placa de
silica. Por lo que para corroborar qué tipo de moléculas estaban presentes en los

extractos, éstos fueron llevados a un analisis de HPLC.
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Figura 7.4. Perfiles de elucién de extractos de flor de Jamaica: a) Datos experimentales, b) Datos

reportados por Sukwattanasinit y col. (2007)

La Figura 7.4a muestra el cromatograma del extracto crudo donde puede apreciarse

que dicho extracto estd constituido por dos compuestos mayoritarios, los cuales al
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compararlos con los reportados por Sukwattanasinit y col. (2007) presentan el mismo

perfil de elucion (Figura 7.4 b).

Debido a la gran semejanza de ambos perfiles, se puede asumir que los principales
componentes en el extracto crudo de la flor de Jamaica corresponden a las antocianinas
glicosiladas Delfinidina-3-sambubidsido y Cianidina-3-sambubidsido respectivamente.
Debido a la gran semejanza estructural que presentan ambos compuestos, y que el
propoésito de este trabajo es formar complejos intermoleculares, se hace necesaria la
purificaciéon y el aislamiento de cualquiera de estas antocianinas con la finalidad de
reducir interferencias o reacciones de competencia entre ellas al estar en contacto con
las fracciones proteicas de la GM, F1, F2, F3 y los aminoacidos libres y de esta manera

tener un mejor entendimiento del tipo de interacciones existentes.
7.4.2 Fraccionamiento del extracto crudo de flor de Jamaica

La purificaciéon del extracto crudo de flor de Jamaica para la obtencién de una fraccion
rica en una sola antocianina fue realizado al hacer pasar el extracto crudo a través de un
fraccionamiento cromatografico en serie, como primer paso se utilizé una columna
empacada con Amberlite XAD para realizar la separacién de las antocianinas del resto de
los compuestos fendlicos presentes en el extracto, mientras que el segundo paso
correspondié al aislamiento de las antocianinas delfinidina- y cianidina-3-sambubidsido
al pasar por la columna empacada con Sephadex LH20. Al finalizar el segundo
fraccionamiento se colectaron 6 fracciones eluidas, a las cuales se les analizo6 el perfil

cromatografico de antocianinas (Figura 7.5).

Del total de las fracciones colectadas, inicamente la fracciéon 5 (FsA) fue elegida para
realizar las pruebas de interaccién, debido principalmente a que presenté una mayor
concentracion de delfinidina-3-sambubiésido sobre la concentraciéon de cianidina-3-
sambubiésido, con lo cual se pretende apreciar de una mejor manera su interacciéon con

las fracciones proteicas de los biopolimeros y con los aminoacidos.

Puede observarse que la fraccion F2A presenta el comportamiento opuesto a la

fraccion FsA, sin embargo las relaciones de concentracion entre ambas moléculas son
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menores. Cabe mencionar que si se deseara trabajar con una fraccion donde la
concentracion de las dos antocianinas se encuentren presentes y corroborar si hay

reacciones de competencia, la fraccion F3A seria la ideal para tal proposito.
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Puesto que ya se han caracterizado tanto los biopolimeros a estudiar, como los
compuestos antocianos con los que van a dar lugar a interacciones intermoleculares, es
momento de establecer las condiciones bajo las cuales se pudo realizar la estimacién de

los parametros cinéticos y energéticos que gobiernan dicho fenémeno.
7.5 Formacion de los complejos intermoleculares
7.5.1 Condiciones de interaccion biopolimero-antocianina.

Debido a que se pretende que los complejos intermoleculares entre la GM, sus
fracciones y las antocianinas se formen a través de interacciones electrostaticas, el
procedimiento para determinar las condiciones bajo las cuales se pueden favorecer
dichas interacciones es por medio de la obtencién de la ventana de interaccion de pH y

del numero de equivalentes i6nicos que cada especie quimica presenta.

¥ ]}
|
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—i— GA
o, —o—F2
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Figura 7.6. Ventana de interaccion entre los biopolimeros y las antocianinas en funcién del pH.
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En la Figura 7.6 se muestran los perfiles de potencial zeta vs pH para diferentes
soluciones de biopolimeros, encontrandose que el pH donde se encuentra la minima
diferencia estequiométrica de grupos ionizables es alrededor del pH 3. Cabe mencionar
que el perfil de F3 no aparece debido al bajo rendimiento de obtencion y a la gran
demanda de muestra que esta prueba requiere. Por otra parte se realizd la
determinacion del numero de equivalentes quimicos presentes en antocianinas y
aminoacidos a través de una valoraciéon acido-base, encontrando las relaciones

biopolimero-antocianina que se muestran en la Tabla 7.4.

Tabla 7.4. Relaciones teoricas de los aminoacidos respecto a FsA.

AMINOACIDO # Equivalentes Relacién aa/FsA
Prolina 56.4 4.8
Hidroxiprolina 57.3 4.9
Serina 44.3 3.8
Valina 93.7 7.9
Alanina 58.6 5.0
Treonina 80.5 6.8

Ac. Glutamico 150.1 12.7
Glicina 107.2 9.1

FsA 11.8 1.0

Con estos resultados es posible determinar las relaciones tedricas entre los
principales aminoacidos de GM y las antocianinas, lo cual puede permitir elucidar si los
residuos de aminoacidos expuestos en la estructura molecular de GM y de las fracciones

tienen o no interaccién con FsA.

7.5.2 Propiedades cinéticas y termodinamicas de la interaccion intermolecular

La determinacién de los parametros cinéticos y termodinamicos de la interaccion
intermolecular entre la GM, sus fracciones y las antocianinas, se realiz6 a través del uso
de la técnica de calorimetria isotérmica de titulaciéon (ITC). Como se mencioné en el

capitulo anterior, se utilizaron las condiciones de pH y relaciones obtenidas durante la
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determinacién de la ventana de pH y ndmero de equivalentes i6nicos para cada una de

las especies quimicas involucradas.

La Figura 7.7 muestra los perfiles tipicos obtenidos a partir de la interaccion

intermolecular entre los aminoacidos en presencia del ligando FsA del extracto de flor de

Jamaica.
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Figura 7.7. Experimento de titulacién de Prolina con el ligando F5A mediante ITC en fosfato citrato 10
mM, pH 3.0 a 30 °C. (a) Termograma de titulacién formado por el flujo de calor liberado tras la
inyeccion del ligando sobre el aminoacido. (b) Isoterma de unidn correspondiente al experimento en
(a), obtenida después de normalizar los calores de titulacion y corregir los calores de dilucién. Los
datos experimentales se representan como vifietas, mientras que la linea continua corresponde al

mejor ajuste para el modelo de “n” sitios de unién idénticos e independientes.
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Los perfiles obtenidos para cada una de las muestras receptoras (aminoacidos) de FsA
presentaron comportamientos muy similares al de la Figura 7.6. Cabe mencionar que
incluso para la GM, F2 y F3 mostraron comportamientos similares a las curvas de
titulacion de los aminoacidos (Figura 7.8 a). De acuerdo con la Figura 7.8 b, F1 mostré
flujos de calor casi constantes para cada inyeccidn (Figura 7.8 b), lo cual nos indica que la
interaccion entre F1 y FsA no resulto ser favorable como para el resto de las muestras, lo

cual se atribuye a su bajo contenido proteico.
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Figura 7.8. Perfiles de titulacién de GM (azul) y F1 (rojo): a) Termograma de titulacién formado por el
flujo de calor liberado tras la inyecciéon del ligando sobre el biopolimero. (b) Isoterma de unién
correspondiente al experimento en (a), obtenida después de normalizar los calores de titulacién y

corregir los calores de dilucion.
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A pesar de que la ITC es una herramienta muy poderosa para estudiar la
termodinamica de las interacciones proteina-ligando, las isotermas obtenidas deben ser
interpretadas cuidadosamente, ya que los cambios entdlpicos pueden deberse a la
combinacién de diferentes fendmenos como uniones de ligandos a proteinas, agregacion
de los complejos formados, cambios conformacionales del ligando y/o de la proteina, asi
como la auto- asociacién/disociacion de la proteina y/o del ligando (Frazier y col., 2003;

Pascal y col., 2007).

De las curvas de titulacion mostradas anteriormente, se determinaron las propiedades
cinéticas y termodinamicas utilizando el modelo de 1 sitio de reacciéon para cada

interaccién aminoacido-FsA y biopolimero-FsA, los valores se muestran en la Tabla 7.5.

Tabla 7.5. Propiedades termodindmicas obtenidos mediante ITC para la interaccién de los

biopolimeros (GM, F1, F2, F3 y aminoacidos) con el ligando FsA del extracto de flor de

Jamaica.
n Kq (M'l) AHgp (KJ/mol)  —TAS,p (kJ/mol)  AGap (KJ/mol)

PROLINA 0.99 8.40x 102 -110.10 62.40 -47.60
HIDROXIPROLINA  1.67 1.63x 102 -90.45 58.75 -31.70
SERINA 1.09 1.30x 102 -50.76 14.50 -36.26
VALINA 1.25 0.32x 102 -20.22 9.76 -10.46
ALANINA 0.99 1.70x 10 -90.12 57.95 -32.17
TREONINA 1.5 0.02x 102 -95.74 59.63 -36.11
AC. GLUTAMICO 1.15 0.01 x 102 -87.67 46.13 -41.54
GLICINA 0.79 0.98x 10 -23.56 14.58 -8.98
GM 530 0 24x102 -69.50 44.10 -25.4
F1 190 0.05 x 102 ND ND ND
F2 640 035 x 10 -91.74 -59.50 -151.24
F3 790 051 %10 -76.38 -47.56 -123.94

ND = No determinado
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De acuerdo con estos resultados, se observa que tanto los aminoacidos como tres de
los cuatro biopolimeros utilizados son capaces de formar complejos estables con la FsA

del extracto de flor de Jamaica.

Desde el punto de vista termodinamico, se puede observar que en todos los casos, el
proceso de unién esta gobernado por un valor de entalpia favorable (negativo) al que se
opone parcialmente una contribucién entrépica desfavorable (positiva). Como era de
esperarse, los aminodacidos Prolina e Hidroxiprolina se unieron con mayor facilidad a su
ligando FsA, lo cual confirma la existencia de diferencias de especificidad en la unién de

antocianinas y aminoacidos.

El cambio en energia libre de Gibbs resulta de la suma de un término entalpico y un
término entrdpico (Ecuacion 12). Donde las contribuciones entropicas en este tipo de
sistemas de reaccion generalmente se relacionan con interacciones hidréfobas, pérdida
de moléculas de agua, pérdida de iones y cambios conformacionales, mientras que las
contribuciones entalpicas se atribuyen principalmente a enlaces por puentes de
hidrégeno asi como a la protonacién de las moléculas. Generalmente se considera que el
acomplejamiento intermolecular entre compuestos fendlicos y proteinas ricas en prolina
involucra ambos fenémenos de protonacién (interaccién electrostatica) y puentes de
hidrégenos (debidos a las estructuras bencénicas de los fenoles) (Poncet-Legrand y col.,,

2007).
AG = AH — TAS (12)

En este caso en particular, esta expresién muestra que la afinidad de las moléculas de
biopolimeros y de las antocianinas esta relacionada con el cambio de la energia libre, de
manera que una alta afinidad entre estas biomoléculas implica una importante reduccion
de energia libre después de su union. A su vez, dicha energia libre de Gibbs puede

relacionarse con la constante de equilibrio a través de la expresiéon AG = —RT - [nK.

La informaciéon que se puede obtener de este tipo de pruebas da indicio de la
especificidad de las interacciones. Qiu y Barteau (2007), reportaron que para el caso de

soluciones i6nicas la acumulacion de contraiones alrededor de wuna molécula
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polielectrolitica en un medio acuoso puede ser considerada como una interaccién no
especifica debido a que ésta es originada por un potencial y a su vez también puede ser

considerada especifica si la densidad de carga en la molécula es muy grande.

Cabe mencionar que muchos procesos de union de tipo no especifico, como podria
pensarse que es la interaccion entre GM, F1, F2 y F3 con las antocianinas, si tienen una
estequiometria bien definida, lo cual se debe principalmente a fenémenos de adsorcién o
uniones idnicas en la superficie de las macromoléculas, las cuales pueden llegar a
alcanzar un nivel de saturacién (Ball y Maechling, 2009). Esta saturacién puede definirse
como un proceso de adsorcion en el cual la cantidad maxima de uniones entre moléculas
o iones se localiza en los sitios activos de la superficie de una macromolécula, dando asf
una estequiometria. Lo anterior sugiere que los valores de estequiometria (n) obtenidos
de las titulaciones isotérmicas para las interacciones entre los biopolimeros y las
antocianinas proveen un indicio de dicha saturacion. Este tipo de valores tan altos
(n<100) de estequiometria han sido encontrados en sistemas proteicos de albumina de
suero bovino (proteina globular) en presencia de taninos, en los cuales se presume no
solo la presencia de interacciones especificas, sino que ademas se lleva a cabo un

fendbmeno de agregacion de los complejos formados (Frazier y col., 2003).

Debido a que tanto las moléculas receptoras como los ligandos mostraron poseer una
carga electrostatica en funcién del pH, y a la naturaleza de las interaccione entre ambas
especies, la formacién de los complejos intermoleculares se puede atribuir a
interacciones electrostaticas entre ambos compuestos, principalmente debidas a los
residuos amino de los biopolimeros que quedan expuestos y que son capaces de
interaccionar y permitir la adsorcion de las antocianinas extraidas a partir de calices de
flor de Jamaica. A pesar de que el andlisis de interaccidon entre aminoacido-antocianina
fue realizado con la finalidad de poder justificar si en la fraccién proteica de la GM y sus
fracciones se lleva a cabo dicha interaccién, y con qué residuos dicha interaccién se
favorece, aun es complicado poder asegurar que la interaccién entre las antocianinas y
los biopolimeros se lleva en la misma magnitud que con los aminoacidos libres, ya que
en este punto entra un factor muy importante que puede llegar a limitar dicha

interaccidn, el cual esta controlado por la misma estructura ramificada de la GM y por la
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baja o alta compatibilidad geométrica entre el receptor y el ligando. Sin embargo, el
estudio de estas compatibilidades representa un gran reto debido al gran tamafio (peso
molecular) de los biopolimeros comparado con el peso de molecular de las antocianinas
y a la complejidad que estos sistemas presentan, ya que las interacciones no son
puramente electrostaticas, debido a que los coloides o macromoléculas con carga se
encuentran rodeados de una doble capa eléctrica asi como contraiones fuertemente
ligados. A pesar de estos posibles inconvenientes, se ha reportado que para algunas
interacciones entre biopolimeros de alto peso molecular (oligonucleétidos), la técnica de
ITC resulta una herramienta confiable y directa para la determinaciéon de los cambios

entalpicos (Ball y Maechling, 2009).

7.6 Caracterizacion de los complejos

Como se menciond en la seccién anterior, la determinacion de los puntos exactos de anclaje de
las antocianinas sobre los diferentes biopolimeros es una tarea titanica, y prueba de ello son los

espectros obtenidos por RMN-1H que se muestran en la Figura 7.9.
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Figura 7.9. Espectro de RMN-1H para: a) GM, b) F3, c) F2 y d) F1.
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Como puede observarse de la figura anterior, GM, F3 y F2 presentaron perfiles muy
semejantes con desplazamientos quimicos que van desde 0.6 hasta las 4 ppm. Sin embargo la
integracion de las dreas de estas sefiales se convirtié en un gran problema, debido a que algunas
sefiales estan constituidas por lo que coloquialmente se conoce como “montonetes” que son
sefiales constituidas de mas de 4 picos donde cada uno de ellos se constituye por combinaciones
de dobles de dobles, o triples, etc. Lo rescatable de estos espectros es que a grandes rasgos
pueden observarse diferencias estructurales entre las fracciones de GM y la goma entera,
cambios de desplazamiento quimico que pueden ser atribuidos al contenido de las fracciones de
proteina y azucares. Siendo asi que a la misma amplificacion de la sefial, F1 con menor contenido
de proteina presente una menor cantidad de sefiales y con sefiales mas separadas y mejor
definidas que las obtenidas con el resto de las fracciones y con la GM entera. Cabe mencionar que
cuando se sometieron los complejos a este tipo de pruebas, no hubo un desplazamiento quimico
significativo de las sefales. Al hacer la comparaciéon de ambos espectros (con y sin FsA), estos
fueron idénticos. Por lo que se decidi6 realizar una prueba de analisis elemental para corroborar
la presencia de las antocianinas, encontrando que los contenidos de C, N e H sdlo variaron entre
un 0.1-0.15% para cada elemento (Tabla 7.6), lo cual aunado con los resultados de ITC

demuestran la presencia de las antocianinas en los complejos.

Tabla 7.6. Datos obtenidos por analisis elemental de los complejos de GM y sus
fracciones con FsA.

Elemento GM-FsA F1-FsA F2-FsA F3-FsA

C 40.74 40.77  40.60 39.91
N 0.94 0.68 1.77 2.64
H 6.02 5.58 5.42 5.37

7.6.1 Funcionalidad de los complejos

Debido a que el objetivo de este trabajo no sélo se encuentra enfocado a la proteccion de las
antocianinas a través de la formacién de complejos intermoleculares, sino que ademas busca que

dichos complejos sean funcionales, se evaluaron las propiedades interfaciales de los complejos
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formados con las fracciones de GM con el fin de compararlos con los biopolimeros libres, los

cuales tienen la capacidad de estabilizar interfases agua-aceite.

La Figura 7.10 muestra los perfiles de viscosidad interfacial de las peliculas formadas en la
interfase aceite mineral - biopolimero, en los cuales se observa que las fracciones de GM, F2 y F3
respectivamente, mostraron perfiles de viscosidad mayores al de GM, esto se relaciona
principalmente con el incremento del contenido de proteina en las fracciones, dando origen a
una mayor adsorcién en la interfase aceite-agua, y por lo tanto esto nos provee informacién
acerca de la funcionalidad superior de las fracciones de GM, respecto a la GM entera. Por otra
parte, también se realizaron estas pruebas para las soluciones de biopolimero cuando se hicieron
interaccionar con FsA, encontrando que la presencia de las antocianinas no afecta
significativamente la viscosidad interfacial de F2, F3 y de la GM entera (Figura 7.10 lineas

punteadas).

Cabe mencionar que F1 mostré un perfil horizontal de su viscosidad durante el
tiempo de envejecimiento de la interfase, lo cual se atribuye al bajo contenido de
proteina y por tanto a la también baja capacidad de adsorberse en wuna interfase,

haciéndola no 1til como agente estabilizante de emulsiones.

Estos resultados indican que la presencia de una alta cantidad de residuos
aminoacidos permiten un mejor anclaje de los biopolimeros en la interfase, mientras
que una relativamente alta concentracién de carbohidratos expuesta hacia la fase acuosa
permiten un incremento en las interacciones de las capas de biopolimero adsorbidas en
la interfase, llevando asi a la conclusiéon de que un balance Pr/CH apropiado es mas
importante cuando el contenido de proteina es mayor, ya que facilita la estabilizacién de

las interfases agua-aceite.

Por otra parte, las pruebas de fluencia que se realizaron a las diferentes indicaron que
F1 no presentdé un comportamiento de reestructuracién, debido a que al aplicar el
esfuerzo a la membrana interfacial ésta no soporté la deformacién aplicada, y por ende
ésta no tuvo el comportamiento de recuperaciéon que el resto de las fracciones e incluso
que la GM entera presentaron. En la Figura 7.11 se muestran los perfiles de fluencia

(Creep compliance) para los biopolimeros que si presentaron reestructuracién en la
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membrana interfacial y por tanto que fueron capaces de reestructurarse debido a su

comportamiento viscoelastico.

™ (MmNs/m)

Tiempo (h)

Figura 7.10. Perfiles de viscosidad interfacial de: a) GM entera, b) F1, c¢) F2 y d) F3. Donde las
lineas continuas representan la solucién de biopolimero en la interfase aceite-agua sin FsA, y las
lineas punteadas representan el comportamiento de los mismos biopolimeros pero en presencia

de FsA.
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Figura 7.11. Perfiles de Fluencia de las interfases aceite mineral - : a) GM, b) F1, ¢) F2 y d) F3

El andlisis de los pardmetros viscoelasticos de las peliculas biopoliméricas se muestra
en la Tabla 7.7. En esta tabla se puede observar que la fluencia interfacial instantanea
(Jo) esta relacionado con la deformacidn reversible debida a la deformacion aplicada a la
pelicula e indica que un balance Pr/CH en las macromoléculas produce incrementos en el
valor de Eo, el cual es una medida de la fuerza elastica de los enlaces que conforman la
estructura interfacial de las peliculas formadas (Lobato-Calleros y col., 2000), los cuales
fueron mayores para las fracciones F2 que para F3 y para la GM entera, y esto corrobora

lo que se menciond anteriormente.
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Tabla 7.7. Parametros viscoelasticos obtenidos de las peliculas formadas con GM y sus

fracciones.
Muestra Jo x 10° Jy x10° N~ X 10° Am Jn x10°  Eyx10™
(mN/myt (MNIM)™ (mNs/m) (s) (mN/mYy*  (mN/m)
MG 11.18+0.56° 6.09+0.30°  147.76+1.50° 344.03+5.72° 12.86+0.60°  0.089°
Fi ND ND ND ND ND ND
F, 8.88+0.07° 7.90£0.39°  113.99+#1.07° 520.56%6.60° 14.23+0.70°  0.113°
Fs 9.13+0.06" 7.69+0.38°  117.03+0.60° 388.66+5.94° 15.66+0.68°  0.109"

ND = No determinado.

Los valores de fluencia de retardo Jm y Am, indican que el rompimiento y
reestructuracion de los enlaces en la interfase no se presentan con la misma frecuencia,
por lo que valores de Am grandes indican que la deformacién de la pelicula interfacial
ocurre lentamente, siendo asi que de acuerdo con los resultados de la Tabla 7.7, F2
presenta valores mayores que los obtenidos para F3 y para la GM entera. Estos
resultados nuevamente dan indicio de que para la obtencidon de peliculas intefaciales
bien estructuradas debe existir un adecuado balance Pr/CH de manera que exista
suficiente cantidad de proteina que se adsorba en la interfase, asi como suficiente
cantidad de residuos de carbohidratos para que pueda darse la formaciéon de una
estructura multicapa que brinde estabilidad a dicha interfase. Los valores de fluencia de
la fracciéon F1 no fueron reportados debido a que esta fraccién no presentéd ningun
comportamiento de reestructuracién, sino que después de haber aplicado el esfuerzo de

deformacion, su estructura se colapsé y sigui6 fluyendo (Figura 7.11 b).

Por otra parte, los valores de Jy indican el tiempo que requieren los enlaces de las
peliculas para reformarse después de que se ha aplicado un esfuerzo, y se encontré que
no existe diferencia en los valores de |y para F2 y F3, sin embargo si para la GM. Lo

anterior indica que la estructura en las fracciones proteicas de la GM entera es mas
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compleja y estructurada por lo que su recuperaciéon hacia su estructura original lleva

mas tiempo.

Al igual que en las pruebas de viscosidad interfacial, no se encontraron diferencias
significativas con los valores encontrados para las fracciones de GM solas, esto puede
deberse a que las concentraciones utilizadas de GM comparadas con las concentraciones
requeridas de FsA (de acuerdo con datos de ITC) no representan una gran contribucion

al cambio en propiedades funcionales.

%)’///(//’(' cndlico lermaodindmico de la inleraceicn inlermalecalar de anlocianinas con y(f///(/ e ///())*y////f y Sus fraceiones

70



(@780 ) ez L. ,
:,Z%{y(’//(‘(( gﬁﬁ//l(//l (g?/(’//(’/’(' %(’/l(’///f)/('//(’f)

CAPITULO 8

8. Conclusiones

El fraccionamiento de la goma de mezquite gener6 tres fracciones con composiciones
quimicas distintas y diferentes distribuciones de peso molecular. Estas fracciones
representan una alternativa al uso generalizado no sélo de la goma arabiga, sino que
ademas poseen mejores propiedades funcionales y por lo tanto puede darseles un valor
agregado. La primera fraccion eluida de la Cromatografia de Interaccién Hidrofébica debido
a su bajo contenido de proteina y alto contenido de polisacaridos no present6 actividad
superficial ni buena interaccidn con las antocianinas, sin embargo esta fraccion puede ser

utilizada como una fuente rica de fibra dietética.

Las fracciones 2 y 3 de la goma de mezquite presentaron mejores propiedades
funcionales que las que presenté la goma entera, lo cual puede deberse a un mejor balance
Proteina/Carbohidrato, el cual es responsable de las mejores propiedades interfaciales de
estos biopolimeros, donde las propiedades viscoelasticas son mejores que las de la goma

entera.

El analisis de calorimetria isotérmica de titulacién mostr6 que la GM entera, F2 y F3
fueron capaces de interaccionar con las antocianinas, donde la relacién molar entre estos
biopolimeros y las antocianinas incrementé conforme el contenido de proteina incrementé.
Lo anterior puede justificarse con lo que diversos reportes indican acerca de la afinidad de
compuestos flavonoides con ciertos aminoacidos, indicando que estas especies quimicas
son capaces de formar complejos con proteinas. Bajo este supuesto, el andlisis de la
interaccién entre los aminoacidos presentes en la goma de mezquite y las antocianinas fue
utilizado para confirmar si existe algin comportamiento selectivo, encontrando que la
Prolina, uno de los animoacidos mas concentrados en GM y sus fracciones, fue el que tuvo la
mayor afinidad para formar complejos con las antocianinas. Aunque una forma de
corroborar esta hipotesis es a través de estudios de Resonancia Magnética Nuclear en 2D,
debido a la gran diferencia de tamafios y pesos moleculares entre los biopolimeros y las

antocianinas, los cambios estructurales no son tan obvios como pudiera esperarse. Este
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mismo comportamiento se encontré al tratar de determinar las diferencias de la

funcionalidad debidas a la interaccién intermolecular.

Debido a que cada uno de los compuestos involucrados en la formacion de los complejos
intermoleculares presentdé cambios en el potencial zeta y dada la magnitud de las
interacciones, se puede inferir que dichas interacciones son principalmente de tipo

electrostaticas, aunque no se descarta la idea de la presencia de puentes de hidrégeno.

La reduccién en la constante cinética de la reaccion obtenida para GM y sus fracciones,
respecto a la obtenida con los aminoacidos, puede ser debida a la disponibilidad de

aminodacidos libres en la macromolécula, y a algunos efectos estéricos.

De esta manera, la obtencion de complejos intermoleculares no present6 cambios
significativos en las propiedades funcionales de la goma de mezquite y aunque debido a la
baja concentraciéon de antocianinas en el complejo no permitié estimar las propiedades
funcionales de éstas, cabe resaltar que con las fracciones de la goma de mezquite se pueden
obtener moléculas con mejores propiedades superficiales (para el caso de F2 y F3) asi como

una fuente rica en fibra dietética (F1).

Por lo tanto, en este trabajo se establece la metodologia y procedimientos generales para
lograr llevar a cabo la interaccidn intermolecular entre un polisacarido como la goma de
mezquite y sus fracciones y un compuesto fenélico como las antocianinas, encontrando que
es posible preservar las propiedades funcionales de ambos compuestos ain después de

haber interaccionado.
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CAPITULO 9

9. Perspectivas

A la luz de los resultados obtenidos en el presente trabajo, surgen nuevas preguntas e
ideas las cuales podrian perseguirse en futuras investigaciones, ya sea con el objetivo de
utilizar los complejos de goma de mezquite - antocianinas como agentes emulsionantes-
estabilizantes o bien como utilizar las fracciones de esta goma como sustitutos de la
goma entera, de manera que al poseer mejores propiedades funcionales, se requiera de
una menor cantidad de material para llevar a cabo la misma accién. Aunque la alta
especificidad de estas especies es reconocida, seria conveniente llevar a cabo estudios de
liberacion o disociacion del complejo asi como evaluar la biodisponibilidad de las
antocianinas liberadas. El estudio de la estabilidad térmica de las antocianinas en el
complejo cuando son sometidas a altos esfuerzos de corte para la preparacién de
sistemas dispersos como las emulsiones, de manera que se pueda asegurar que después
de dicho proceso alin se conservan las propiedades funcionales de los compuestos
fenolicos involucrados. A partir de este tema de trabajo se pueden derivar estudios
relacionados con la caracterizaciéon fisicoquimica de dichos complejos, tratar de
encontrar los verdaderos sitios de unién entre ambas especies, aunque ello implique la
aplicacion de otras técnicas de fraccionamiento diferentes con la finalidad de obtener
fracciones pequefias y asi poder elucidar cambios estructurales debidos a dicha

interaccién a través de RMN en 2D y calorimetria diferencial de barrido (DSC).
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ANEXO I

Cromatografia de Filtracion en Gel

La cromatografia de filtracion en gel (GPC) es un método que se utiliza para separar,
purificar y analizar las mezclas de sustancias. Se emplea, principalmente en la
determinacion de pesos moleculares (Angulo, 1999). Esta técnica se origin6 en la década
de 1960 con el trabajo de Moore, quien en 1964 describié el procedimiento para la
obtencion de geles con tamafio de poro controlado; también mostré la utilidad de la
técnica de separacion para determinar pesos moleculares. Actualmente existe toda una
gama de materiales para analizar polimeros con diferentes caracteristicas de solubilidad

y peso molecular.

El proceso de separacién dentro de las columnas empacadas con el material poroso es el
resultado de las diferencias en tamafio y, consecuentemente, en el grado de penetracion
de las moléculas en solucidn a los poros del empaque. Las moléculas de tamafio superior
al del poro del gel no tienen acceso a éste y pasan a través de la columna por el espacio
que ocupa el disolvente entre las particulas del empaque; las moléculas pequefias
penetran en el gel en un grado mayor o menor, dependiendo de su tamafo (Figura A1.1).
Por consiguiente, las moléculas mas grandes eluiran de la columna antes que las
pequefias, con lo que es posible determinar la curva de distribucion de pesos
moleculares de la muestra, asi como los diferentes promedios de peso molecular
obtenidos por otros métodos. Para analizar los cromatogramas y calcular los pesos
moleculares se necesita construir una curva de calibraciéon que relacione el peso
molecular con el volumen de elucién. Para esto se requiere de estandares de peso
molecular y del uso de diferentes relaciones o parametros de calibraciéon para una

adecuada interpretacion de resultados (Angulo, 1999).

%)’///(//’(' cndlico lermaodindmico de la inleraceicn inlermalecular de anlocianinas con goma e //1();7////() y Sus fraceiones

83



Angélica Romdn Guerrero Anexo I

8.8

:-.-.*5 = | :

OO0 r®.®@ Hleee
OO0 | |[000] |0

coceliccoe i ocee
AT

# Grande
O Sephadex Moleculas , Pequefa
A1.1 Diagrama del proceso de separacién de las moléculas dentro de una columna de

GPC.

Puede observarse que las moléculas pequeiias penetran en los pequefios conductos que
presentan las esferas de gel, donde la velocidad de flujo de solvente es menor. De esta
manera las moléculas grandes, incapaces de penetrar en los pequefios conductos de las
esferas de gel se mueven entre ellas donde la velocidad del flujo es superior. Como
consecuencia, las moléculas de mayor peso molecular son eluidas antes que las de
menor peso molecular. A continuacién se muestran los tiempos de elucién

experimentales obtenidos para los diferentes estandares utilizados (Tabla A1).

Tabla Al. Pesos moleculares y tiempos de elucion de los estandares utilizados

para la determinacion del peso molecular de GM y sus fracciones.

Proteina Peso molecular Tiempo de

estandar (Da) eluciéon (min)
Tiroglobulina 669 000 382.07
Ferritina 440 000 386.51
Catalasa 232000 627.86
Aldolasa 158 000 652.40
Albumina 67 000 704.61
Quimiotripsina 25000 751.42
Azul 374.53
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ANEXO II

Publicacion

Application and evaluation of mesquite gum and its fractions
as interfacial film formers and emulsifiers of orange peel-oil.
A. Roman-Guerrero, J. Orozco-Villafuerte, ]J.P. Pérez-Orozco, F.

Cruz-Sosa, R. Jiménez-Alvarado, E.]. Vernon-Carter.

Food Hydrocolloids 23: 708-713
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Mesquite gum was fractionated using hydrophobic interaction chromatography, yielding three fractions
(F1, F2, F3) whose average molecular masses ranged from 1.81 x 10% to 5.23 x 10° Da; F; had 90% poly-
saccharide and 1% protein contents, while F, and F3 contained 16 and 46% of protein, respectively.
Fractions’ ability to form oil-water interfacial films and to stabilize orange peel-oil emulsions was
evaluated. The highest interfacial viscosity (321 mNm~') and highest instantaneous elastic modulus
(Eo)=0.113 x 10~ m Nm~! were exhibited by F, and these values were significantly higher than those
exhibited by the whole mesquite gum. F; did not exhibit viscoelastic properties. Emulsions made with F,,
F3, and the whole mesquite gum had coalescence rates of the order of 10~8 s, indicating that these
emulsions were very stable. Nevertheless, emulsions made with F, were significantly more stable than
those made with F3 and whole mesquite gum, and emulsions made with F; broke after 1 day aging. These
results indicate that there is a close correlation between emulsion stability, interfacial rheological

Keywords:

Mesquite gum
Mesquite gum fractions
Interfacial rheology
Orange peel emulsions
Rate of coalescence

properties, and an adequate relatively high protein/high polysaccharide balance in the fractions.

© 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Natural gums are extensively used in a variety of industrial
applications due to their emulsifying, microencapsulating, thick-
ening and stabilizing properties, among others. Mesquite gum
(MG) is a natural polysaccharide exuded by the bark of Prosopis spp.
trees. Previous studies have demonstrated that the functionality of
mesquite gum (Prosopis spp.) is comparable and even superior, in
certain conditions, to that of gum arabic (Acacia senegal) (GA)
(Goycoolea, Calder6n de la Barca, Balderrama, & Valenzuela, 1997;
Goycoolea, Morris, Richardson, & Bell, 1995; Pedroza-Islas, Macias-
Bravo, & Vernon-Carter, 2002; Vernon-Carter, Beristain, & Pedroza-
Islas, 2000; Vernon-Carter et al., 1996; Vernon-Carter & Sherman,
1980), which is considered a benchmark emulsifying, encapsulat-
ing, and film forming agent (Garti & Leser, 2001). Chemically, MG is
very similar to GA, both gums are highly branched complex
heteropolyelectrolytes formed principally by r-arabinose and b-
galactose, and minor proportions of 4-O-methyl-p-glucuronate, and

* Corresponding author. Tel.: +52 55 5804 4648; fax: +52 55 5804 4900.
E-mail address: jvc@xanum.uam.mx (E.J. Vernon-Carter).

0268-005X/$ - see front matter © 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.foodhyd.2008.06.005

L-rhamnose, differing only in the ratio between these residues,
being of 2:4:1:1 for MG, and 4:2:1:1 for GA, respectively. MG and
GA have been reported as containing a small amount of protein,
being from 2.0 to 4.8% for MG, and from 1.0 to 2.0% for GA, which
are complex mixtures of distinct fractions with different chemical
structures (Goycoolea, Calder6n de la Barca, Balderrama, & Valen-
zuela, 1998; Orozco-Villafuerte, Cruz-Sosa, Ponce-Alquicira, & Ver-
non-Carter, 2003; Ray, Bird, lacobucci, & Clark, 1995; Vernon-Carter
et al.,, 2000). This protein fraction is responsible for the emulsifying
properties of MG and GA, where an adsorbed layer of protein at the
oil-water interface provides the primary stabilizing structure in
many food colloids (Dickinson, 1994). Both gums have been frac-
tionated by hydrophobic interaction chromatography (HIC) or gel
permeation chromatography (GPC), and results indicate that they
consist of several principal fractions, in which protein content
varied greatly (Orozco-Villafuerte et al., 2003; Randall, Philips, &
Williams, 1989; Ray et al., 1995; Vazquez-Ortiz, Lopez-Franco, &
Goycoolea, 2006). Ray et al. (1995) found that GA fractions with
higher molecular mass and higher protein content increased citrus
oil emulsion stability applied into model beverages. The study of
emulsifying properties of MG has been increased in the last years,
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because of its ability forming viscoelastic films at the oil-water
interface, and due to the supposition that the emulsifying mecha-
nism is closely related with the protein content (Vernon-Carter &
Sherman, 1980; Vernon-Carter, Pedroza-Islas, & Beristain, 1998).
In disperse systems, rheological properties are closely related
with adsorption dynamics, and molecular structure of their com-
ponents. Because of this adsorption, interface shows resistance to
deformation. Interfacial rheology investigates deformations occur-
ring at fluid interfaces; many practical problems may involve in-
terfacial rheological phenomena: formation, stability and processing
of foams and emulsions; spraying and atomization; selection of
surfactants; and film formation (Steffe, 1996). The interfacial rheol-
ogy of adsorbed biopolymers appears to be sensitive to the detailed
macromolecular structure and to the nature of the intermolecular
interactions of the adsorbed layer (Rodriguez-Patifio & Nifio, 1999).
The objectives of this work were three-fold: (1) to fractionate
and chemically characterize whole MG and its fractions; (2) to
determine the interfacial shear viscosity and interfacial static vis-
coelastic properties (creep compliance-time studies) at the mineral
oil-water interface; and (3) to evaluate the stability imparted to
orange peel-oil-in-water emulsions by MG and its fractions.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Mesquite gum (MG) tears from trees from Prosopis laevigata
were hand collected in the Mexican state of San Luis Potosi, Mexico,
and purified as reported by Vernon-Carter et al. (1996). Orange
peel-oil and brominated vegetable oil were purchased from Safra-
mex S.A. de C.V. and mineral oil was purchased from Drogueria
Cosmopolitana, S.A. de C.V. (Mexico City, Mexico). All reagents were
of analytical grade and were purchased from Sigma, USA. The water
used for all the experiments was double distilled and deionized.

2.2. Fractionation

2.2.1. Hydrophobic affinity chromatography

A defined volume of 9% MG solutions in 4.2 M NaCl was applied
to a phenyl-Sepharose CL-4B column (Pharmacia) with an inner
diameter of 2.54 cm and 50 cm length. Elution was carried out
using 4.2 M NaCl, 2.0 M Na(l, and deionized water successively
using a flow rate of 40.0cm®>h~'. The eluent was monitored at
280 nm using a low-pressure chromatographic system (Biologic LP,
Bio-Rad, CA, USA). The recovered fractions were exhaustively di-
alyzed against deionized water and then freeze-dried. Protein and
sugar contents were determined for each fraction (Randall et al.,
1989; Ray et al., 1995).

2.2.2. Molecular mass distribution

The molecular mass distributions were determined by GPC using
a packed column with Sephacryl S-500-HR (Pharmacia) with an
inner diameter of 2.54 cm and 100 cm length. For eluent 0.5 M NacCl
ata flow rate of 34.5 cm® h~! was used. Elution was monitored by UV
absorption at 280 nm using a low-pressure chromatography system
(Biologic LP, Bio-Rad, CA, USA). The volume of sample injected was
1 cm? at a concentration of 80 mg cm ™. The column was calibrated
using protein and dextran standards (Pharmacia Biotech) in the
range of 13,700-669,000 Da (Orozco-Villafuerte et al., 2003).

2.3. Analytical methods

2.3.1. Nitrogen, ash, moisture, and total sugar content
determinations

The percentage nitrogen in the gum and its fractions was de-
termined by Kjeldahl method using a Biichi system (Scrubber 412,

Digestion unit 426 and Distillation unit K-314). The protein content
was calculated using a conversion factor of 6.25 as proposed by
Anderson and Farquhar (1982). The moisture content was esti-
mated by heating at 105 °C until constant weight was achieved. Ash
content was estimated by heating (muffle furnace) at 550 °C until
constant weight was achieved. Total sugar content was determined
using phenol-sulfuric method (Dubois, Giles, Hamilton, Rebers, &
Smith, 1956). Determination of glucuronic acid content was done
using the carbazole method, and p-glucuronic acid (free acid) was
used as standard (Randall et al., 1989).

2.4. Interfacial rheology

The interfacial rheological measurements were done using
a Physica MCR 300 (Physica MeBtechnik GmbH, Stuttgart, Germany)
modular compact rheometer, with a stainless steel biconical disk
(radius of disk, Rp, of 15 mm and disk double angle, 2a, of 10°). A
thermostated acrylic vessel (inner radius, R¢, of 27 mm) was inserted
in the measuring plate of the rheometer, the aqueous solutions (MG
and its fractions (1%w/w)) were carefully spilled into the vessel,
afterwards the rheometer motor drive was lowered until stainless
steel biconical disk was placed at the polysaccharide solution sur-
face. Then the oil phase (mineral oil) was carefully poured with help
of a glass rod unto the vertical wall of the vessel until the oil formed
a layer above the polysaccharide solution (Pérez-Orozco, Beristain,
Espinosa-Paredes, Lobato-Calleros, & Vernon-Carter, 2004).

2.4.1. Interfacial shear viscosity

The films were submitted to a constant disk angular velocity (Q)
of 1.27 x 103 rads~L. Necessary torque (M) required for main-
taining the steady rotational speed and angular displacement of the
disk with time () were monitored every 10 s for 15 min with the
rheometer software. Interfacial shear strain (y'™) and interfacial
shear stress (¢'™) were calculated using Eqgs. (1) and (2).

; M
int
- 1
7 272 1)
. 2R?
t _ b
nt = Rg — th)eb (2)

where r is the radial location between the disk and the vessel
(Rp <1 <R.). Plots of ¢'™ versus y'™ were obtained in order to de-
termine the region in which the torque and/or interfacial stress at the
interface attains steady-state behaviour (data not shown), which was
used in the calculation of the interfacial shear viscosity (™) with Eq.
(3) (Pérez-Orozco et al., 2004). n'"t was determined at different aging
times of the films. All measurements were done at 25 °C.

: M [1 1
me _ "% [ *
T = 4n0 (Rg R%) 3)

2.4.2. Interfacial static viscoelastic properties (creep compliance)
The interfacial creep compliance was carried out by subjecting
the film to a constant o™ of 0.3535 mNm~! during 15 min, after
which ¢'™ was withdrawn, and the stress relaxation of the film was
followed for further 15 min. The change in 6, was monitored every
2 s with the rheometer software and ™ as function of time was
calculated with Eq. (2). The interfacial compliance of the films as
function of time was obtained with the following equation:

int
Joy = 0 (4)

gint



710 A. Roman-Guerrero et al. / Food Hydrocolloids 23 (2009) 708-713

where ¢'™ was evaluated at the disk radius (Rp). Plots of J(t) versus t
for MG and its fractions films were obtained. The experimental data
were non-linearly adjusted to the following equation (Sherman,
1969) using a Polymath software release 5.0 (Cache Corporation,
Austin, TX, USA):

J(©) = Jo+Jm(1 = e} 4 )y (5)

where Jo (=1/Eg; Eg is the interfacial instantaneous elastic modulus)
is the instantaneous interfacial elastic compliance in which bonds
between the primary structural units are stretched elastically, Ji,
(=1/Eg; Er is the interfacial retarded elastic modulus) is the in-
terfacial mean retarded compliance of all the bonds involved, A,
(=Jm/Mm; nm is the interfacial mean viscosity associated with re-
tarded elasticity) is the interfacial mean retardation time, and Jy
(=t/nn) is the interfacial Newtonian compliance, which is charac-
terized by an interfacial Newtonian viscosity nn. All measurements
were carried out at 25 °C.

2.5. Emulsions formation and stability

Measured amounts of MG and the fractions F;, F, and F3 were
dispersed in water and let to hydrate for 12 h before their use. To
prepare 25 cm® of emulsion, appropriate amounts of orange peel-
oil and weighing agent (brominated vegetable oil) were pre-mixed
in a 2:1 ratio with continuous stirring until homogenous mixture
with density = 1.01 gcm~> was obtained. The oil phase was then
dispersed into each of the polysaccharide solutions with a VCX130
sonicator (SONICS VIBRA CELL, USA) for 5 min with 40% amplitude,
and emulsions Eyig, E, , Er,, and Eg, were produced, respectively. All of
the emulsions had a volume disperse phase (¢) of 0.1 and the weight
ratio of the oil phase to MG or its fractions was 1:1 in dry weight.
Emulsions were droplet size measured with a Master Sizer 2000
(Malvern Instruments, UK) at different time intervals during 37 days.

The stability of the emulsions was evaluated by determining the
rate of droplet coalescence. Droplet coalescence largely follows first
order kinetics (Sherman, 1969; Walstra, 1987) and can be repre-
sented as:

Ne ke

No e (6)
where N; is the number concentration of droplets at time t, Ny is the
number concentration of freshly droplets (time =0), and K. is the
rate constant, which is related to the probability to the interdroplet
film (interfacial layer) rupturing in time t (Sherman, 1969). When
the volume of emulsion droplets remains constant, that is, no oil-
ing-off occurs in the emulsions, the relationship between the
emulsion droplet number, N, and the mean volume average droplet
diameter, d3, is given by

4 (dso\>

3™ (7) N = constant (7)
The relative number of emulsion droplets can then be obtained

from (Ye, Hemar, & Singh, 2004)

Ne l:(d30)t:0:| ’

No  [(d30)¢—¢

If the kinetic plots of In(N¢/Np) versus t for the emulsions give
a straight line, then the slope is K. (Ruiz-Ramos et al., 2006).

(8)

2.6. Statistical analysis

All quantitative data were expressed as means + standard de-
viation. Statistical analysis was performed with analysis of variance

(ANOVA) and Tukey’s test of NCSS statistical software (2001). Sig-
nificance was determined with a value of a < 0.05.

3. Results and discussion
3.1. Fractionation and characterization

MG was fractionated by HIC and it was made up by three
principal fractions (Fig. 1). Fraction 1 (F;) represented 85.5% of the
whole MG, whereas fraction 2 (F») accounted for 11.1% and fraction
3 (F3) for 4.0% of the whole gum. These results are in close agree-
ment with those found by Orozco-Villafuerte et al. (2003) for
mesquite gum collected from P. laevigata.

Each MG fraction was then re-fractionated in order to estimate
its molecular weight (MW) by GPC. In this case, the elution is in
order of decreasing molecular size rather than by increasing hy-
drophobicity as in HIC. Fig. 2 shows the chromatograms obtained
for each fraction and the average molecular mass of each fraction is
shown in Table 1. The molecular mass intervals for the different
fractions were: F; from 2.29 x 10° to 523 x 10° Da; F, from
2.27 x 10° t0 3.82 x 10° Da; and F; from 1.81 x 10% to 3.47 x 10° Da.
These molecular masses are substantially lower than the reported
average molecular mass for whole MG obtained from P. laevigata
which is about 2.12 x 108 Da (Vernon-Carter et al., 1998, 2000).

The chemical analysis showed that the polysaccharide content
between the fractions decreased significantly from F; to F; to F3, but
F; sugar content was non-significantly different from that for the
whole MG (Table 1). On the other hand, protein content was sig-
nificantly different among all the samples being higher for F3, and
followed in descending order by F,, whole MG, and Fj, respectively
(Table 1). The values quoted for total sugars and protein in whole
MG and the three fractions are comparable with those reported by
Orozco-Villafuerte et al. (2003).

3.2. Interfacial shear viscosity

Fig. 3 shows the tendencies of 7™ versus aging time for the
interfacial films from MG, F;, F> and F3 at the water-mineral oil
interface. The curves showed that whole MG, F; and F3 films ex-
perienced an increase in 7"t with aging time, whereas F; presented
7'M values close to zero which did not vary with aging time. The
initial 7™ value and its rate of increase over time were closely re-
lated to the relative protein/polysaccharide contents of MG and its

fractions. F,, with 16.29% protein and 78.85% polysaccharide
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Fig. 1. Profile of the mesquite gum fractionation by hydrophobic interaction
chromatography.
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Fig. 2. Gel permeation chromatograms of mesquite gum fractions: (a) Fy, (b) F» and
(c) F3.

contents, presented much higher nim than Fs;, which contained
a higher amount of protein (46.21%) but a lower amount of poly-
saccharide (58.16%), and that F;, which contained the highest
amount of polysaccharide (93.49%) but the lowest protein content
(0.76%). So it seems that a relatively high amount of hydrophobic
amino acid residues allowed for an effective anchoring of the bio-
polymers at the interface, whilst a relatively high amount of hy-
drophilic carbohydrate blocks extending out into the aqueous
phase allowed for increased interactions of the adsorbed bio-
polymer layers. Thus, an adequate relatively high protein/high
polysaccharide balance is more important than when this balance
is poor in protein or rich in polysaccharide. As time provided for

Table 1
Chemical analysis of whole MG and its fractions
Whole MG F] Fz Fg
Average molecular 212 x 1052 5.23 x 10° 3.82 x 10° 1.81 x 10*
mass (Da)
Moisture (%) 716 +£0.20a 923 +0.17¢ 7.68 +0.19° 8.32+0.20°
Ash (550 °C, %) 1.88 £0.12a 1.98 +0.19° 2434033 235+023°

90.96+6.89a 93.49+6.82a 78.85+4.52° 58.16+757°
2327+016a 2219+2.04a 14.54+0.92° 10.60+0.52¢
488+052c 0.76+016d 16.29+0.01° 46.21+3.34%

Total sugars (%)
Glucuronic acid (%)
Protein

(Nijeldant % 6.25, %)

Data are mean of three replicates per sample. Values with the same letter within the
same row are not significantly different.

¢ Data obtained from Vernon-Carter et al. (1998). All percentages expressed in dry
basis.

film formation was longer, reconfiguration of adsorbed molecules
at the interface proceeded to a greater extent, allowing new mol-
ecules to reach the interface and for new interactions with neigh-
bouring molecules to take place, thus giving rise to an increase in
interfacial viscosity.

3.3. Interfacial static viscoelastic properties

The interfacial creep compliance-time study is a non-de-
structive test permitting the determination of rheological param-
eters under conditions that approach the state of the sample at rest;
this allows elucidating a more precise picture of the actual film
(Mufioz & Sherman, 1990). Under adequate experimental condi-
tions, all of the interfacial films, except that obtained with Fj,
exhibited typical interfacial creep compliance-time curves (Fig. 4),
indicating that whole MG, F, and F; exhibited viscoelastic behav-
iour. The viscoelastic parameters characterizing each film are given
in Table 2. Analysis of instantaneous interfacial compliance mod-
ulus (Jo), which is related with the instantaneous reversible de-
formation suffered by the strain applied to the film, indicates that
an adequate relatively high protein/high polysaccharide balance in
the macromolecules produced a significant increase in the value Eg
of the films. Thus, Eg, which provides a measure of elastic strength
on the bonds making up the interfacial network structure (Lobato-
Calleros, Aguirre-Mandujano, Vernon-Carter, & Sanchez-Garcia,
2000) was significantly higher for F, than for F3 and for MG because
of its protein/polysaccharide balance as previously explained. The
retarded interfacial elastic compliance region parameters J, and Ap,
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Fig. 3. Changes in the apparent surface shear viscosity at the mineral oil-water in-
terface with aging time for: (a) whole mesquite gum, (b) F;, (c) F> and (d) Fs.
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Fig. 4. Creep compliance-time (J(t)) curves for: (a) whole mesquite gum, (b) F,, and (c) Fs. F; did not exhibit creep compliance behaviour.

(Jm/mm), where bonds break and reform but not at the same rate,
can provide more detailed information regarding the nature of the
system under study (Sherman, 1969), and in particular Ay, which is
the time taken for the delayed strain to reach approximately 63.2%
(1 —1/e) of the final value. Materials with a large retardation time
reach full deformation slowly (Steffe, 1996). The A, exhibited by our
films was significantly higher for F> than for F; and for MG (Table 2).
These results presumably indicate that a balanced proportion must
exist between the protein and the sugar residues contents in the
macromolecule so that enhanced viscoelastic properties can be
developed at the water-mineral oil interface, i.e., sufficient protein
must be available for it to act as anchoring moiety at the interface,
but on the other hand, a sufficiently large amount of polysaccharide
groups must be projected into the aqueous phase, where multilayer
interactions and cross-linking take place, eventually giving rise to
three-dimensional gel-like structures. Jy indicates that when bonds
have ruptured, i.e., the time required for them to reform is longer
than the test period, individual fragments of the broken structure
flow past one another (Sherman, 1969). The Jy values shown by F,
and F3 were non-significantly different between themselves, but
significantly higher than those for MG, which indicated that the
film structure for F> and F3 was more complex than that for MG as
its structure recovery takes longer.

3.4. Stability of emulsions formed with MG and its fractions

The relative change in droplet size of the emulsions with aging
time was also mainly affected by an adequate relatively high pro-
tein/high polysaccharide balance of the macromolecules. Thus, the
stability of Er, was very short term as the emulsion broke within
few hours after its formation. The very low protein content in Fj,

Table 2
Viscoelastic parameters obtained for films formed with MG and its fractions

hindered the anchoring of the molecules of this fraction at the in-
terface, and thus the emulsion droplets devoid of an adsorbed
polymeric layer. Emulsions Eyg, Er, and Eg, showed very good
overall stabilities against droplet coalescence which were of the
order of 108 s~1, although a significantly best stability was shown
by E, followed by Enc and Eg, (Table 3), respectively. Seemingly in
these three cases a fine interplay between protein content and the
extent of projected polysaccharide moieties into the aqueous con-
tinuous phase determine the stability of the emulsion. These results
are in close agreement with the results given above for the in-
terfacial films rheological properties. Thus, fraction F, seems to
form a robust macromolecular barrier at the interface that prevents
the droplets from aggregating or coalescing by a combination of
steric stabilization and electrostatic stabilization mechanisms
(Dickinson, 2003).

4. Conclusions

In this work, it was shown that mesquite gum consisted at least
of three fractions with different chemical composition, molecular
mass distribution, interfacial rheological properties, and emulsify-
ing properties. The fractions of mesquite gum can provide alter-
native uses that provide better functionality and added value
compared to the whole gum. Thus, fraction F; which did not
present surface activity, but possessed the highest polysaccharide
content among all the fractions, could be a potential excellent
source of dietary fibre. Fraction F, was shown to be an excellent
emulsifier agent, probably to its more adequate relatively high
protein/high polysaccharide balance than that for the whole mes-
quite gum. This more adequate balance provided a better adsorp-
tion at the interface, and the formation of an interfacial film with

Sample Jo x 10* (mN/m)~" Jn x 10 (mN/m)~! 7N x 10* (mNs/m)~! Am () Jin x 10* (mN/m)~! Eo x 10~* (mN/m)
MG 11.18 + 0.56° 6.09 + 0.30° 147.76 + 1.50° 344.03 +5.72° 12.86 + 0.60° 0.089¢

F ND ND ND ND ND ND

Fy 8.88 -+ 0.07° 7.90 + 0.39° 113.99 + 1.07° 520.56 -+ 6.60° 14.23 +0.70° 0.1132

F3 9.13 +0.06° 7.69 + 0.38° 117.03 + 0.60P 388.66 + 5.94° 15.66 + 0.68° 0.109°

ND = Not determined.

Data are mean of three replicates per sample. Values with the same letter within the same column are not significantly different.
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Table 3
Changes in droplet size (dso) and apparent rate of coalescence for the emulsions:
Ewmc, Er,, Er,, and Eg,, after 37 days

Sample Ke(s™h Correlation of Initial d3o (m) Final d3o (um)
determination R?

Emc 2.79E-08b 0.9108 0.497d1 0.680c2

Er, ND ND 0.320a* Broken®

EF, 1.86E-08a 0.9434 0.410c1 0.550a2

Ef, 2.87E-08c 0.9215 0.390b1 0.670b2

ND = Not determined.
2 Broken within 24 h of formation. Values with the same letter within the same
column or the same number within the same row are not significantly different.

enhanced viscoelastic properties and good steric repulsion energy
that increased the stability of emulsions. Fraction F3 could be used
in combination with fraction F» hoping to achieve a synergist effect
in the stabilization of emulsions.
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