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RESUMEN

ILa semilla de amaranto se ha reconocido como una excelente fuente de proteina
¥ presenta un gran potencial de aplicacion en diversos alimentos.  En este estudio

un concentrado proteinico de harina de amaranto (CPM) obtenido por el método

quimico de succinilacion al 50%, se¢ modifico con dox enzimas proteoliti

quimotripsina o tripsina  a tres diferentes tiempos de exposicion hidrolitica: S
¥ 30 min.. lLas condiciones para Ia modificacton cnzimiitica se establecicron al
observarse una leve modificacion del patron originad evaluado por clectroforesis
en geles de poliacrilamida-SDS en grradiente lineal 10-20%4. Fstas condiciones
de concentrucion cnzima-sustrato para [a modificacion del CPM fucron:
quimotripsina [0.377e. 5%, tripsina [0 .25%., 7%0] Una ver preparados Jos
diferentes concentrados se determind el grado de hidrolisis v se evaluaron las

-

siguicntes propicdades funcionales: solubilidisd de nitrogeno. absorcion de agua o
aceite, actividad vy estabilidad de emulsificacion, actividad v estabilidad  de
espumado, estas propiedades fisicoquimicas se evaluaron en funcion del pil v se
compararon con las del concentrado original o CPM I.a solubilidad de
nitrogeno que presentaron los concentrados modificados con a-quimotripsina o
tripsina mostraron una mayor solubilidad en ¢l rango de pfl de 5-7. destacando
por su alta solubilidad  Jos concentrados modificados a los S min. de hidrolisis,
independientemente del tipo de enwima utilizada,  Los concentrados modificados
enzimaticamente presentaron la mads alta capacidad de dispersibilidad en agua. asi
mismo la absorcion de aceite se mejoro por Jos concentrados madificados con a-
quimotripsina a 10 y 30 min. y con tripsina a 10 ¥ 30 min.  1.0os concentrados
modificados con tripsina. son los que presentaron Ja mayvor actividad de
espumado. aunada a una bucna cstabilidad quec en generul presentaron. lLos

concentrados modificados presentaron una bucna actividad vy alta estabilidad de
emulsion a pH de 6, continuando los tratamicentos a pl{ 2 y 8,



1L-INTRODUCCION

La alimentacion en ¢l mundo actual plantea problemas tanto cuantitativos como
cualitativos. En lo que concierne al aspecto cuantitativo, la problematica del
hambre en ¢l mundo s una preocupacion general a causa del aumento de la
poblacion (aumento que os mucho mis acusado en determinados paises), pues no

va acompaiado de un crecimiento paralelo de aportes abimenticios, especialmente
proteinicos. Esta os la

zOm por 1o que en los limos afos se ha procurado a da
busqueda de nuevas fuentes de

proteinas.

slimentos, v ontre estos, aqueltlos ncos en

Por otro lado, ¢l aspecto cuahtativo s tarmbicn importante. yva que las

proteinas alimenticias que deben suministrarse al hombre, necesanamente ticnen

que incluir a los aminoacidos esenciales, para la

formacion Jde
proteinas.

sus propilas

Sin embarpo, on oe

ones no cstameos conformes con I estructura, 1a textura,
el sabor, ¢l color, ¢l valor nutriivo o 1a capacidad de conservacion de los
alimentos, por 1o que ademas, no podemaos olvidar el problemia de las cualidades
sensoriales. Ta Industria Alimentana tiene que suniimistrar grandes cantidades de
productos de calidad constante v de buena conservacion

Fatre estos productos
destacaremos a los que son nicos en proteit

en donde alpunes se fundamentan
cn las propicdiades particulares emulsiticantes,

pelificantes, o
proporcionar esis proteinas

o, que pucden

Hermannson  (1979) define las propiedades  funcionales  como  aguellas
caracteristicas que proporcionan informacion del comportamiento fisicoquinico
dc las proteins

$ en un sistema alimenticio.

1as propicdades funcionales reflejan
atributos intrinsecos de las protei

as tales como:r compe

1eion, secuencia de
aminodcidos, conformacion, estructura, asi como posibles interacciones con otros

componentes de los alimentos. Tas propicdades funcionales pucden ser afectadas
por variables de¢ su entomo fisi

coquimico: pli, temperawura, fucrza idnica,
métodos de extruceion (Kinsella, 1979). Sc¢ ha comprobado que cambios

minimos ¢n la estructura de las proteinas, através de modificaciones quimicas



pucden mcjorar ciertas propicdades funcionales requeridas para la aplicacion en

alimentos (Choi v col 1981).

1.a disponibilidad de las proteinas alimenticias en cantidad suliciente plantea
produccion representa clevados  costos  en

numcrosos problemas, porque  su
fin de satisfacer este

comparacion de los glocidos o los lipidos.  Con ¢l
crecimicnto continuado de la demanda de proteinas, hay que encontrar nucvas
Por cstas

fuentes proteicas, asi como mojores teenologias para su utilizacion,
propicdades

razones cs importante que las proteinas alimenticias conserven s
quimicas, fistcas v biologicas. v resulta fundamental conocer Tos efectos de fos
diferentes tratamicntos (ecnologicos sobre clHas, porque esto pormite una mejoras

de su calidad nutricional v de sus propiedades tuncionales (Cheftel v col | 19RY;

Margques-Moreno, 1993 )

En nucestro pais, se realizan diversas mvestigiaciones que tienen comeo objetivo el
transformar productos vepetales ricos en proteina, en una amplia gama de

productos alimenticios descables y nutritivos,

El amaranto. ¢s una planta que posee caracteristicas agronomico-alimentarias
prometedoras, tiene una gran versatilidad de uso conto forraje. como grano y
como verdura. [.os granos de amaranto conticnen cerea del 12 al 16 %o de
Con respecto a la calidad nutricional de los grinos de amaranto,

proteina cruda
a lx de la

se han publicado numerosos informes que sostienen que es similar
cascina de Ia leche (Shingal v Kulkami, 1988).

En rclacion a las propiedades fisicoquimicas de la semila de amaranto,
Konishi y Yoshimoto (19%9). han informadoe que la globulina del amaranto
parcce ser agente emulsificante relativamente estable a la temperatura v peesenta
una hidrofobicidad muy aita en relacion con otras proteinas vegetales.



En cl departamento de Biotecnologia de la UAM-L se desarrolla un proyecto
quc ticne como objetivo principal la industrializacion de 1a semilla de amaranto.
Como primer paso s¢ planteod Ia preparacion de concentrados proleinicos por
diferentes mdétodos de  solubilizacion del nitrageno proteico y 1a  posible
incorporacion a diferentes alimentos mediante la medicion de sus propiedades
funcionales. En esta primera fase, las perspectivas de uso de los concentrados
obtenidos han sido alentadoras. Tomando en cuenta lo anterior el presente trabajo

de investigacion, tiene como  objctivo la evaluacion del efecto sobre  las
propicdadces funcionales de Ia moditicacion enzimitica con proteasas de un

concentrado de amaranto obtenido por succinilacion.




OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el cfecto sobre las propicdades funcionales de un concentrado proteinico
obtenido por ¢l método de succinilacién a partir de semilia de amaranto, cuando
se modifica enzimaticamente con proteasas.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Determinar las condiciones de cada enzima, para la modificacién
enzimitica proteolitica del concentrado obtenido por succinilacion, utilizando
tripsina 0 a-quimotripsina.

2.- Evaluar las propiedades funcionales del concentrado proteinico succinilado
y modificado con tripsina o a-quimotripsina.




ACTIVIDADES

a) Obtener un concentrado proteinico de harina de semilla de amaranto por el método
quimico de succinilacion:

a.f) Extracr las proteinas por modificacion quimica. Utilizando una disolucion acuosa
a pH 8-8.5 con posterior succinilacion con anhidrido suceinico al 50%a.

b)Y Realizar ¢l Analisis Quimico Proximal del concentrado proteinico obtemdo.

b.f) Determinar el contenido de humedad., proteina, fibra cruda, grasa, cenizas v
carbohidratos.

<)  Modificar enzimaticamente ol concentrado succinilado con las enzimas:
a—quimotripsina o tripsina.

c.1) Monitorear 1a extension de 1a hidrolisis enzimatica . por cada enzima,
mediante los portiles clectroforéticos de cada concentrado protainico.
En condiciones desnaturalizantes en presencia de - sulfato dodecil de sodio.

canNBvaluar ¢l grado de hidrolisas,

d) Evaluar las siguicntes propicdades funcionales: absorcion de agua,

absorcion de accite. actividad y estabilidad de espuma. actividad v estabilidad de
cmulsificacion y solubilidad.

¢) Realizar ¢l Analisis Estadistico:

Analisis de varianza (ANOVA) ¥y Analisis de
Duncan a los resultados obtenidos. Se utilizara ¢l paquete de computacién: SAS
(Siwuatystical Analytical System).



TL-GENIIRALIDADES

IL1.- AMARANTO

El amaranto s un cultivo procedente de Amedérica, especificamente de NMéxico,
Guatemala y Peri. En ticmpos precolombinos, fos granos de amaranto cran uno
de los alimentos hasicos del nuevo mundo. tan importante como ol maiz, ¢l frijol y
Ia chia. servia para hacer tamales, atoles v s agregaba a la masa para hacer

tortillas, tambidn preparaban una bebada a base de semillr tostada, molida y

disucla en aguamicl. no solo aprovechaban L samitla o "haaathi® (Calegria™), sino

s ticrnas a las que thunaban huaazonth,

tambicn cran consumidas sus espig

micnatras que e planta ticrna en peneral ora conocida como quintom!. Su cultivo
surgio havce unos 7000 afios ALC L siendo México, uno de sus centros de origen en
donde tuvo mavor relevancia, alrededor del amaranto sc entretejen levendas v
rituales que ocuparon varios dias en ol calendario religiona: tas mujeres asztecas
ponian gran cmpeio ai meselar la semilla de amaranto con el de abeja o con
sangre humana (de niflo, principalmente), amoldando o un smnfin de formas de

bocados: pidjaros, venados, dioses y montaias para finalmente comerselos durante

las ceremonias nituales, Hamadas “Tecualo™ o "comerse al Dios™. Fue a partir de
la conquista en donde su cultivo s prohibe por ser una planta de gran importancia
religiosa v mistica entre los aztecas, y por jo cual los pucblos dominados por estas
Oltimos rendian un tnbuto anual de 2000 manojos de amaranto a la gran
Tenochtitlan. Esto trajo consigo quo decayera ¢l consumo de uno de los
principales complementos alimenticios de la época (Sanchez-Marroquin, 1980 v
1983; Soriano-Santos 1987).

1.1) DESCRIPCION: A m =& r a n t o .- Dvlasplantas amaranticeas
del latin Amaranthaceae y del género amaranthus. Planta de la tamilia de las
centrospermas  de  flores  generalmente  hermafroditas con los  filamentos
estaminales a menudo soldados en su base por medio de un tubito petaloide. Son
arbustos con tallos extriados y lampifos de cerea de un metro de altura. El



raras plantias que pueden ser utilizadas como vegetal,

amaranto cs una doe osas

cercal y forraje.  Las principales espoecics de amaranto y sus nombres cientificos

pucden verseen la Tabla 1

Amaranthus.

Tabla 1.:Usos ¥ Areas de origen de tas pri

gy de o

- Contier se b Liser
At Blyrrarn (A Trvidus 4 oleracectazi Crdtavardo Vepetal, Anta
A caudates (4 ediedis, 4 malegazzianuss Cultvado Cirano, vegetal, Suddarnenica t Andes
Ortnanental

A cruenter (A prescrdaton Cnihvado o, vepretal St LarneTica (Guaternala)
At dubrdius Sithvestio, Vepetal Sudaractica

Cultivadoe
A Fbridus Sdvestre Vepretal Suddaruenca

Cutnva o Girnno, vepretal Teumenct (Mexieo)

. A ypochondriares 1 A feueocarprs. oA

leucosrerrma, A flaves
A retrofiesus Sivesye Vepretal Norteunence
: A sprosur Kalvestie Vepetal Ass
A tricolor (4 gangericus, A mangossanus) Calivado " | ornamental Astas
Ndvestre Afltica

soridis (4 wsvendens. A graollie

Teuronwo By Knor 12 (1988 Faed Technolusy 39:1

El papel del amaranto como una planta de baja oxplotacion, hoy en dia promete
acional de

do reconocida por fa Academia N

un gran valor cconomico que ha

as de los Fatados Unndos de Nortearmerica (1975) Como s¢ puede

Cienc
observar en Ia tabla anderior, las especies que han side cultivadas en el vigjo
i comsechar ¢l

nuevo mundo desde ticmpos antiguos han sido aproscolundas o

ornamentales

N plantas

grano, como hicrba:

1.2) CARACTERISTICAS AGRONOMICAS DLl AMARANTO

Marvoqguin (1983), reficre que ol Centro de Estudios Fecanomicos y

Sanche:
M) ha tratado de rescatar del olvido al

Sociales del Tercer Mundo (CEES
amaranto, ya quc constituye una importante fuente de nutrimentos ¢n la dicta




Sc han realizado esfuerzos de

tradicional de algtinas regiones de Latinodmen

diversa indole con miras a mejorar los métodos  tradicionales  de

cultive

1 a la cosecha v separacion de Lt senulla mediante la

particularmiente con relacid
introduccion de cquipo para reducir Tos costos de produccion. asi comao  la

acion Jde o sa uso en byoindustria con ¢l objeto de omejorar la situacion

diversit
econdmica de las regiones donde actualmente se cultiva, F1 amaranto, al igual
que otros ecreales v yopetales, oblicnie su mejor crechimicnto en suclos ricos en

ra ¢) caso de esta sermnilla requicre de suclos con alto contenido

nutricntes, que ps

i también como de suclos bren drenados v con pil de

de potasio v nitrogeno,
6.0, El amaranto o Talepria™ ex uno de los pocos cultivos con gran patencial

como cereall as espoecies que se cultivan on nuestro pars son o Cruentes v o2

hypochondriacus

LA crucentus os una espoecic oripinaria de AMéxico v Guatemala en donde es

o v coma vegetal Mantemendo este cultivo cu permancna

utilizada como g
en virtud de la unhizacion del grano en la claboracion de duolees tradicional

a da extraccion de colorante rojo,

mientras que ol vepctal se ha utilizado pa
empleado para Ia colorcion de ciertos alimentos elaborados a base de muaz of

hvpochondricaeis, es una de las especies mas resistente a las condiciones

clinmiticas, sicndo onpinario de fa parte central de México, Algunos tipos de -
hypochondriacis son de hojas tupidas v osin ramas. los gue se dan

particularmente en rcas fropicales de pran altura v oon condiciones seeas. Fas

n potencial como ingrediente

Cnte ¥ prosentan un

semillas son de calidad excu
imes 130 1986)

para alimentos (U

1.3) MORFOLOGIA

a de amaranto es de forma lenticular, con un diimetro de 1 a 1.5 mm.,

LA semil
un gramo de semilla puede contener de 1,000 a 3,000 semillas. 1.a semilla tipo
grano generalmente tiene cotores pilidos. pero el color pucde vanar desde blanco
hueso a beige, eafé claro, rojo y negro. El cembrion (germmen) circunda el
perispermo  (Fig. 1). La cnvoltura de la semilla v ¢l perispernmo se cncucntran



SO e

-4 vascular
Caspide
del brote

CORTE TRANSVERSAJL., CORTE LONGITUDINAIL

Fig. 1.-.Cortes de 1a semilla de amaranto que mucstran su morfologia
(Tewing-Wood ¥y col. (1981) J. Food Sci. 46, p1172)




unidos firmcmente el uno con ¢l otro (Irwing v col,, 1981). pero pueden separarse

por molienda abrasiva. El revestimiento de Ll semilla es una capa  delgada y
Unica, cuya porcion oxterior contiene ¢l pigmento gque imparte color a la semilla,

as se localizan en ¢l anbrion v endospermo. En o el

las particulas  protet
endospermo estas particulas maden entre 1.5 v 2 pm. de diametro, mientras que ta
parénquima del anbrion es 3 a 5 um. En ¢l pernispermo la proteina se presenta en
forma de depositos entre los pequeiios granulos amilaceos, que son Jde 075 o 1.25

um. de diametro (Sonano-Santos, 1987)
1.4) PRODUCCION Y RENDIMIENTO

El amaranto en nucstro pais ¢s actualmente cultivado en los estados de Morelos,
Tlaxcala, Pucbla, . Hidalpo v Edo. de México, siendo estas areas las
responsables de In producaon nacional. En Ia figura 2 s presenta, la
1991 v 1992, cuvo ciclo

produccion nacional de amaranto de los anos 1990,
anual de produccion es de primascra-verane, proporcionada por la Sceretaria de
Agricultura y Recursos Hidraulicos (SARE). Bl rendimiento del amarunto se ha

ricolas en

comparado satistactoriamente con los del promedso de otros ciltive
Neéxnico: ol rendimiento que prescentan ol L fupochondriacus v i cruenties son
de 800 - 1,200 kg ha ( Sanches-Marrogquin, 1980) Fl rendimiento que presenta
ciofies Agropecuanas (INIA)

¢l amaranto segun ¢l Instituto Nacional de Invests
¥ ¢! Colegio de Pospraduados de Chapingo. es del orden de 1500 a 3900 kg ha.,
cuando cs cultivado en monoculuive por un periodo de 3 a 4 meses, rendimiento
relativamente mayvor que ol del maiz por temporal, cuvo rendimicnto promedio es
de 1,400 kg 'ha.  Estas diferencias de rendimiento del amaranto se debe a las
condiciones que sc involucran tales como ¢l lugar de caltivo, Ias condiciones de
suclo. rotacidn de cultivos, condiciones climaticas, cte., (SARIH, 1992; Sanchez-

Marroquin, 1980).



Produccién Nacional de Amaranto 1990-92.

igura 2.~
Tabla a.- Primavers Vovams 1991990 (atie sgrtcate)
E — - -
va)
Riego Tamy Tewal Roems
DF. o 170 1120 o o
HIDALO o 17 17 o °
MFXICO o 10 30 o o
MOREL S L s 11 o o
PUEA LI LE I PY o °
TLAXCALA - 14 1a7 3 140 146 1o 1oc0 L} - 140 148
TOTAL
NAOONAL 6 o e « ™ s 10 oz omyt 6 w3 &7

Tabia b.~ Cacte: Priwavere Varsme 19311791 (mie agricebn)

Fetuio
Roego Tamp Tosal Rorgo Tewp. Tomd Rug Towmp Tosal Rorg Temp Torst
DF. o 166 166 0 16 ks o a3y 13 o
HIDAL(K 3 [y 3 3 12 2 o 2 . o 3
2 e 6% z  es o 4 18 189 e« ars 133
MORILOS o 1% 1% o 1% 1% o as o3 ° » ”
PUERLA o 11T a7 a a0 10 o 12 12 o az @
TLAXCALA 20 18s ik& 20 1%& 206 17 tes laa e v 273
TOTAL
NACIONAL 25 ras 730 25 €13 V3 134 L5 LMD 4% a9 739

TADIE C.- Cibe: Primsevere Vormms 1991792 (mie agricsia)

i <
Ry (et Lmm) [5%Y
Rrego Temms Toamt Rocgo Temp Total Rieg, Temy. Tomal Rieg Temp Toas!
DF, o 136 136 L 134 134 L] 103 103 o 1€1 161
HIDALGO 3 kd 1e 3 » 14 1 H 3 4
AMEACO EE ) 2 72 4 ERIY ) 4 140 lea
MORELOS o 136 130 o 133 130 e 10 10 o i 13
PUEBRLA o 203 203 o 193 o 10 10 a (32 193
TLAXCALA 23 233 238 4 235 233 13 rie Lae 31 Ne 3e9
TOTAL
NACIONAL 12 a47 373 3 xS wse 124 51 tas 4 933 9w
- 300 de ta produ Agrlcohd:los!:susdosUnldust SARH, (1990, 1991, 1992)
ha- - ton.- iada, $mill. de pesos; Temp - tempoval, Rig.- fiego.




Y, por 1os datos mostrados en Ta figurn 2. se deduce que las condiviones en las
que s¢ desarrotla ¢l cultivo influven en forma importante sobre Ia produccion

total; al comparar la tabla a, con la tabla b v Ia ¢ ~xe observa que la superficie

sembrada v cosechada son diferentes, asi mismo los rendinmientos, vy es por este

altimo quc 1a produccion nacional de amaranto diticre pose a que la superficie
sembrada en 1991 fue menor que la de 19200 v tomando on caenta la produccion

total nacional de amaranto de cada ato, esta va en aumeanto

1.5) COMPOSICION QUIMICA Y VALOR NUTRITIVO

La Tabla 2 mucstra la composicion de o senulla de amaranto, la ¢ual varia

principalmente a causa de las practics pronomicas.

Tabla 2.-Composicion de la semilla de amaranto

Componcnte 7 o en pcsl{
Proteina i2 . 0.
Lipidos 6 - 7.4
Almudon 02 - &0

Azucares totales 2 - 3
Cenwras 3 - 35
Fibra 4 - 72

ftad de Grammica (UNAM)

La mayoria de los investigadores (Sanchez-Marroquin, 1983: Teutonico y Knorr,
1985) han observado que la semilla de amaranto contiene un nivel promedio mais
alto de proteina (Tabla 3). si sc compara con otros cereales convencionales. Los

cortes anatoémicos vy las técnicas de molienda han sido usadas para demostrar que



la proteina de /1. cruentus esti distribuida en un 65%6 en la envoltura de 1a semilla
y ¢l germien, ¥ 35%6 en el perispertnio amilaceo (Irving. 198 1 Sanchez-Marroquin,
1985).  Los acidos grasos del amaranto estin constituidos en un 76" por los
acidos olecico (CI8:1), linoldico (C18:2), v palmitice (C16:0). 20" de acido
estearico (C18:0) con trazas de hinolénico (CIR:3) v 1%6 de exscualeno (Soriano-
Samos, 1987). contiene adeamas cantidades traza de osteroles v ésteres de esterol

{Bressani. 1983). E) almidon es ¢l carbohidrato mas abundante de la semilla de

amilosa.

amaranto y esta constituido principalmente por amilopedatina, con un 5 o 74 de

Tabla 3.-Compomsicion de harinas integrales

Componentes

Amaanto  luticale Cebada Mar Togo  Quinna
Humedad o 11 00 1100 wumn 1010
Cenmuziss 250 2 00 207 150 105
Protcina 15 T 2 a0 1419 R S1 1200
Fitwa crada 04 230 2% 178 V20
Grasa cruda Fon 1 40 4 1R 561 1 RO
Carbohudratos 0 82 T ol on 3T TS To 00

“Banchez- Martoquin, 1980

Potenciahidad wyromdistial det amarants. C

El contenido mincral de las especies de amaranto generalmente ex mas alto que
€l de los ¢ereales de consumo tradicional extando presentes el tostoro, magnesio,
potasio, calcio y hicrro precisamente en ese orden. Estudios de molienda han
demostrado que las cenizas extan concentradas en un 66° o cn ¢l revestimicno de
1a semilla y en 1a traccion del germen. El revestimiento es rico en calcio, sodio y
magnesio, micntras que ¢l hierro y copre estin concentrados en el germen

La
semnilla de amarantoe ¢s rica en vitamina <, niacina y vitaminas 131 v 132 ademas
de Bcaroteno (Teuténico y Knorr, 1985).

El contenido mineral de las especics de amaranto generalmente es mas alto que

el de los cereales de consumo tradicional estando presentes ¢l fosforo. magnesio.



potasio, calcio y hicrro precisamente cn ese orden. Estudios de molienda han
demostrado que s cenizas estin cancentradas en un 66”, cn ¢l revestinuento de
Ll revestomento es nico o calcio, sodio »
Ia

1a semiilla y en la frac
magnesio, mientras que ¢l hicrro v cobre s
milla de amaranto ¢ rica en vitannina C, macia v vitagunas By B2 ademas

1 concentrados on el permen

de Becaroteno (Teutomico ¥ Knorr, 19XS)

El amaranto conticne tactores antinutricionales. como inhibidores de tripsina,

polifenoles y saponinas (actividad hemaolifica), aunque su concentracion es baja y
lor nuatntive  disminuve

lepuminosas. <l

presenics on
antes del consurmno

similar a  las
no son climinada

Afortunadamente

considerablemente, si
estos factores son temoliabiles v el proceso de coccion es ¢l adecuado para su

climinacion ( Soriano-Santos, 1987).

1.68) INDUSTRIALIZACION

Desde ¢l punto de vista industrial son varias las aplicaciones del amaranto,
es del Tercer Mundo En fa

scegun ¢l Centro de Estudios Economicos v Soc
Fig. 3 sc aprecia la nita qQue las diferentes panes de a planta siguen parm su uso
industrial. de acucrdo con las caracteristicas quimicas de caday una de ellas. Asi,

los tallos serin destinados a forraje, las hojas a alimento para consumo humino
semillas, que

(modificando su sabor v quce vn algunas especies ox armnargo) v las

directamoente

representan la parte mas valioxa para la industria, podrin emple:
como confituras o bivn ser sometidas a molienda para la obtencion de harinas
(Sdnchez-Marroguin, 1283). Estas Galtimas podrin emplearse en industrias

tales como  panaderia, alimenticias, galletas,

especificas pasteleria,  pastas

mazapanecs, hojuclas, cte.

(]



Semilla
[ Cnncenln-dol l Alimento animal l
Proteinico

Sopa. verdura

[ I 1
[ Dulce "nlcgvin:] [Narinq I Cnnﬁ\:ria]
s

[ I T 1]
[Tnnillus_l [ Pany gnllclns] (Maznpnncs] I Pasta ]

\1;\1nvquin. 1983, Archivos atinoamericanos de Nutricion, 33, 11-32.

gura 3. Ultitizac

o integral de! amaranto

En la Tabla 4 sc indican los principales usos de lon productos. En os

momentos actuales so ticnde a establecer pequenias industrue, on varias paises,
para lo cual es conveniente

»urge introducir primero un mcioramicnto en los

métodos de separncton de la semilla. As se podrin reducir los coston de operacion

cconomizando ticmpo v mano de obra, aunque s climinar &sta en forma radical.
asi como diseiar cquipo adecuado para ol trillado, himpiceza de 1o senulla, of
tostado o reventado de las semillas (Cpopping™). cte. Para la separacion de ta
semilla se ha propuesto un modelo adecuada o de bajo precio, tactl operacion,

fabricacién simple v cficiencia verificada.

Los proyectos de industrializacion del amaranto via harinas son muay atractivos
si se toma ¢n consideracion que su calidad nutricional compite ventajosamente
con los cercales. A este respecto cabe seflalar que en los programas de
enriquecimicnto de cereales con diversas finalidades, 1a harina de amaranto y la

de soya entre otras, representa una forma muy conveniente v econémica de lograr
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un apreciable incremento en ¢l valor alimenticio de diversos productos muy

populares en la dicta latinoamericana tales como tortillas, crepas, panes, galletas,

pastas, ctc.,.

El uso industrial del amaranto cs muy amplio, si se toman a consideracion su

empleo directo o en productos cocidos, yi

sea reventados o tostados on diversas

aplicaciones de confiteria (Sanchez-MMarroquin, 1983).

Crudos
-Scmilla perlada
-Scmilla cntera
-Scmilla gorminada
-Hoja entera
-Tallo
-germen

Cocidos

Tabla $.-Productos dc amaranto

Usos Principales

Sopas, guisos, cto.

Granola, confiteria, harinas, pastas, reposteria
Iirecto, cn alimentos especiales

Ensaladas, concentrados protcinicos

Forrajes

Accites

Semilla reventada, cocida o

tostada

Precocidos
-Scmilla

Confiteria, sopas, estotados, haojuclas, galle-
1as, ctc.

Pastas, pan, haninas, tortiilas, tamales.

Alimentos infantiles, alimentos de
humecdad intcrmecdia

Sanchez-Marroquin, 1983.  Archivos Latincamericanos de Nutricion. 33 11-32



I1L2.-PROTEINAS

Las proteinas son macronoléculas complejas que pucden constituir ¢l 50 %o ©
mais del peso seco de las células vivas v tienen un papel fundamental en su
estructura vy su funcion. Numerosas proteinas han sido aistadas v purificadas, su
masa varia de S.000 a varios millones de daltons, Estos biopolimceros estin
constituidos por carbono, hidrogeno, oxigeno, nitroseno v en la mayoria de las
veces con azufre;, aderniis de otros clementos como ¢l hierro, cobre, faosforo o zine

(Badui, 1990, Toporch, 1985).

Los aminoacidos son los mononmeros constituyentes de fas proteinas,  su
distribucion v concentracion determinan fundamentalmente las propredades de las
protcinas. En su mayoria los aminoicidos son acidos a-amino carboxilicos con
caricter anfotérico debido a la presencia de los grupos amino v carboxilo se
cncuentran cn ¢l carbono a de Ia moléeula. En la naturalesi wo encuentran varios
aminoacidox, sin cmbarpo la mayoria de las profeinas estan ostructuradas
solamente por 20 & 21 de clox, Jos cunales se encuentran enlazados fos unos a fos
otros por enlaves de amida sustituida, Hamados enlaces peptidhoos Tas cadenas
polipeptidic
1990: Chefiel v cob, 1989 Toparch., 1985).

tormadas pucden contener varnios cientos de unidades (Baduai.

Cada proteina osta caradcterizada por su - conlorma 1 oos decirs por osu
organizacion tridimensional. Asi, las proteinas fibrosas ostian constituidas de
cadenas polipeptidicas enlazadas a fos largo de un gje comun lincal, que conduce
a la formacion de fibras (coligeno. queratina, clastina, fibroina). Por otra parte
las proteinas globulares, estin compuestas de una o varias cadenas polipeptidicas
cnrolladas  sobre si mismas, para formar en el e¢spacio una  estructura
tridimensional (fonnas esfiricas o globulares). Algunas moldéculas poscen a la vez
las propiedades de las proteinas fibrosas y globulares como la actina y
fibrinégeno (Toporck. 1985, Chefiel y col., 1989; Badui, 1990).



La estructura pritmaria corresponde a la scouencia de los aminodcidos en una
protecina. l.a cstructura secundana y tere

ria sc reficre a la orpas

izacion
tridimensional de la cadena polipeptidica. La estructura cuaternaria, corresponde
a la distribucion geomdétrica entre las diversas cadenas polipeptidicas unidas entre
si por los enlaces que. en la mayoria de los casos no son covalentes (Badui, 1990,

Lenhinger, 1990).

Las proteinas alimenticias incluyen a una variedad de proteinas que bien pueden
también ser reconocidas como estructurales o hiologicamente activas por su
origen, por 1o que no constitluyen un unico grupo. La proteinas alimenticias son
simplemente aqucellas que resultan digeribles, no taxt

utiltzables por ¢l hombre (Cheflel v col., 1989)

v econamicamente

2.1) PROTEINAS Dfi LAS SEMILLAS DE CONSUMO HUMANO.

Las protefnas de los granos puceden clasiticarse en dos cateporias muy amplias
de acucrdo a su funcion del grano: a) proteinas de reserva, sin actividad cataliticas
b) proteinas con gran actividad enzimatica sobre las reservas de carbohidratos, los
productos de las hidrolisis son indispensables para los procesos de germunacion de

Ia samilla. Las proteinas de almacenamiento actuan como reserva Jde material
crudo que pucde ser rmpida y ofi

ntemente movilizando  para ayudar  al
crecimicemto inicial de la germinacion. Asi nusmo, estas proteinas se caracterizan
por cstar abundantemente e las semillas en fonma de cuerpas proteinicos, no
exhibir una intensa actividad enzimiticn y por tener como funcion, ser fuente de

nitrégeno y carbono durante la germinacion (Cordoba-Salgado, 1995).

Desde los trabajos de Osborne en 1907, las proteinds de los cereales se
clasifican segun sus caracteristicas de solubilidad. 1a sistematica sepuida para la
extraccion de estas proteinas s esquematiza en la Tabla S Sc pucde decir que las
técnicas modemas de separacion de  proteinas  (solubilizacién  por  agentes

disociantes, cromatografia) han complementado, sin modificar, este esquema
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on de las

qon. E6 fracoionamiiento, separacion M caracteriza

mmicial de extrac
diferentes protemas plantea problemas dificiles a causa de sy insolubilidad,
polimorfisme v o del fuerie grado de polunerizacion de kas proteinas de reserva
(Chettel v col.. 1K)

Tabla 5 .. Claxificacion dc las proteinas de granos de corvales,
Tipa de protemas | Albdminas Globulmas Prolaminas | Gluteling Giutelinees de clevada
nuka molecular
Canicteres de Solubilizmbs por  Sclubihzulis Solubibzdes Solubtlizdas Insolubles en
solubihdad  las soluciones su- por soluciones  por soluciones por soluctnes las soluciones
Linas y permancs  alnas v pre-  acuosas oc wrdian G e precedentes
cen solutles du- CIpitan por alto contentdo ticorr o alealinee.
rantc la dialisis o halisis (o Tmeren diluidas o por
frente al agus frente al agua etanol solucion Jde ngentes

disocuintes (SIS
Jabomes Grews.
e e [ T 1Y
Cheflel y col , 19%? Protanas Alrnentarias, Actibmg, p 2

Las principales proteinas de almacenamiento de las cereales son las prolamunas
(solubles en alcahal); en ol trigo, Ia cebada v ¢l conteno se encuentran prescentes
en 40-50%q, en tanto que las glutehnaes comprenden alrededor del 35-30%0 Tas
prolaminas de estos cereales se subdividen en glindinas, jordainas » aweajoinas. En

el maiz (Zea mais), sorgo (Sorghuom bicodor) s mijo (Perrseliom dmericanant),

las prolaminas s¢ encuentran de 50-60V o, on tanto que las glitchinas son 35-10%q
de las proteinas totales L avena v el arros presentan globulinas v ghitelinas
respectivamente, como principales proteinas v tambicen presentan bajas cantidades

de prolaminas (Cordoba-Saigado, 1995)

Nitrogeno y Proteina cruda

El contenido de proteina de los alimentos puede estimarse a partir &el contenido
de nitrégeno determinado pos ¢l procedimicmto de Kjeldahl, por las caracteristicas



s de las profeinas os necesario determinarlis en forma global como

plastic.
nitrogeno proteico o en la de sus componentes, los aminoicidos:, los factores

usados pasit Convertir nitrogeno en protema cruda estian basados on ¢f contenido
promedio de nitropeno en das profeinas de ciertos alimentos en particolar (e
19XS) darn L. catedatns ¢} factor de comersion de nitropeno o
SR8 on otras esprecies de amaranto los factores de conversion a

Teon-Simon,
National Research Council

proteina cx

protcina varian cntre 5.2 N

5 6 Sin embarpo. Ja
(NCRY 1981) considera adecuado pare cualyuicr espeaie de amaranto ¢l factor

5.85. (Soriano-Samos. 1987)

2.2) COMPOSICION DI LAS PROTEINAS DE LA SEMILIIA DE AMARANTO
ntes

En torma gendricit se pucde decir que Tas proteinas yvegetales son defie
= v hojas o

principalmente en lsina, muentras gque las proteinas de legnimbroes
forrajos son deficientes en rnetioning. Jista deliciencia pnmana de aminodordos
principaimente de i O metioning o muchos casos por

intensificada on
deficiencias secundarias. por cjemplo, treonina o mmiptotano; sin embargo, {a
ano

i

proteina de amaranto os excepeional porque st balanee de annnodcidos es cere

optimo requerido por el humano, por 1o tamo, suplemnenta o los
inr  Su cantenido de lisina

al balanc
cercales convencionales que son deficientes «n

{Tabla 6) cs casi tres veces mayor que of maiz, v cast ¢l doble del que contiene ¢l
trigo, de hecho ef contenido de este aminoacido on of asnaranto os sunilar al de la

leche ( NRC, 198-1) y aungue fa proteina de anuranto se ha cncontrado Hmitante
en lcucina, oste aminoicido ¢ encuentran en exceso en fos demiis cereales
(Sanchez-Marroquin, 1983; NRC, 1984; Teutonico y Knorr, 1985). Por traubajos
realizados por autores como Soriano-Santos (19873 Ricardo Bressam v col
(1990), s¢ puede deducir gue no o la leucina of Bmitante. a juzgar por los
aminogramas reportados por jo que se ha sugerido que et riptotano pudicse ser ef

aminoacido limitante



Tabia 6. -Contenldo de lisina » cuenta quimica en proteinas de dheraas fuentes

Fuente *e de linina cuenta quimica
o s5.621 7587

Leche an pohu ~-a 5
Togo 4 LS
Armroz 41 -
Cebeda 36 62
Maz 2R 4
Muz opaco-2 30 -
Marz hanncro-2 33 -
Sorga 104 K
EAO {1973)

Sonano-Santos, 1987 Trus de Macsina Faculled de Qxanuca, UNAM

En la tabla 7 sc prescnta la composicion de aminodcidos de la scmilla de

amaranto v otras scmillas,

Tabla 7.- C hcion de inoacidos excnciales de 1a semilla de amaranto ¥ otras semillas
— 100 o peotcin S —
—semno . Irp 0 Mot The Do Vat  Ekys 0 Jeu  PhoTwr |
amaranto 1.4 EN] 3.4 36 4.2 5.1 s 6.0
trigo 0.9 43 31 3.5 4.7 3 7.1 8.0
avena 1.3 4.7 3.5 1.0 5.5 4.0 7.8 8.9
sova 0.7 30 4.5 s.0 1.4 6.4 8.4 8.4
maiz 0.6 3.2 1.0 4.6 s.1 1.9 13.0 10.6
aroz 1.0 30 3.7 4.5 6.7 33 8.2 9.1
—FAO/WHO 1.0 35 1.0 3.0 50 hJE | 7.0 6.0
Singhal y Kulkami (1988) Int. J. Food Sci. Technol. 23, 125-139

Cuando sc clabora una mezcia del

50%0 de harina de amaranto con 500 de

harina de maiz, la combinacién resultante satisface los requerimicntos de
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aminoacidos esenciales para ¢l humano, lo que es importante cuando sc piensa en
el enriquecimicenta de productos como la tortilla (Sorniano-Santos, 19%7); nuis sin
embargo esta mezela no resulta satisfactoria en cuanto a {as cualidades sensoriales
de consumo, no obstante con la mezela de harina de maiz (80%0) v de haring de

amaranto (20%0) se obticne una tortitla que reunce las acteristicas especificadas

por las normas oficiales con buen nivel nutricional (Sanchez-Marroquin, 1980).
La relacion de eficiencia protéica (PER) para ol grano cocido os similar al de
cascina que es de 2.5, con una digestibilidad det 90.0%6 vy un valor iolagaco (13V)
de 75 que es cercano al balance ideal de aminosicidos esenciales que teoriciunente
es de 100.0 (NRC, 19843).

Cicrtas proteinas se caraderizan por la presencia de alpunos aminoacidos en
exceso, que pucden atectar la utilizacion de la proteina. Estos efectos pucden
clasificarse como: a) desbalance de aminoacidos, b) antagonismo de aminoacidos,
¢) toxicidad de aminoacidos. Fn ¢l primer caso, se ha demostrado que cuando ¢l
gluten del trigo (que estd pobremente balanceado en aminoicidos) se mcluye en
las dieta de las ratas, como fuente de lisina, el requenimicento de este aminodcido
para un maximo crecimiento también se inaranento. En el antagonismo de
aminodcidos  dcidos, ¢l exceso de un aminodcido  abate la utilizacion de
aminodcidos estructuralmente similares, como en ¢l caso del maiz. donde el

exceso de leucina, no permite 1a utilizacion de isoleucina (Kakade, 1974).

A) COMPOSICION DE AMINOACIDOS DE LAS DIFERENTES FRACCIONES
PROTEINICAS DE LA SEMILLA DE Amaranthus spp.

La protcina de la semilla de Amaranthus spp. esta conformada principalmente
por globulinas y albuminas. Las gluteninas representan aproximadamente el 30%6
de los cuerpos proteinicos, en tanto que las prolaminas a diferencia del resto de los
cereales (Tabla 8) sé6lo s¢ presentan en pequeiias cantidades (Paredes-1.opez y
col., 1988; Barba de la Rosa y col. 1992).



Tabla 8.-Compasicion de lax proteinas de diferentes cerealex y semilla de anwmranto.

_gmne e albununes ¢ adobulingss . Ceprolamnas "
maiz o 55 a0
tngo s (3] 16
avenss 79 - 81 16 5
sorgo i6 52 32
aoRnAlge S6 - 62 1.3 _— 30

Chrdoba-Sahgwdo, 1995 Tesis de Maestria, Universidad Autonoma Setropol i -
Cheficl y col . 1989 Proteinas Alimentanas, Actibra, p239

de la senulla de cimaranthies sppr.

Las distintas fracciones proteing
presentan distintos patrones de distribucion de amunoacidos: las albanunas v
globulinas conticnen altas proparciones de dvido glutinneo v aspartico, asi comao
A, histidina v

sina » valina, en tanto gue las glutelinas son ricas en feuci

de i
treontna (Tabla )

Tabla 9.-Compuosicinn de aminoacidos de las fracciones protetnicas de 1a semilia de amaranto.

o m o 2L, e aa /100 BX. proeuina
aminoactdo albumina plobuling profamina slutelinag
Be ar as 62 R
leu 3o b ) h g 108
Lys 60 17 42 a0
Met 21 34 T4 3
Phe 30 ERY Q0 68
Tyt s 2 10 3R
‘Thr 43 a2 az Ko
Val 40 4 27 N
His 1s 22 113 47
Ala [N ] 50 47 3n
AR Ts 75 9.4 27
Asp 72 72 62 ol
\ Glu 201 200 134 13.2
: Gly 131 96 44 19
Pro 43 59 47 40
Ser Seo 58 51 53
Cérdoba-Salgado, 1995 Tesis de Maestria, Universidad Auténoma N poli -1

N
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Cuando s¢ realizd la comparacion de la composicion de aminoacidos de varias
globulinas, provenicentes de distintos granos de uso frecuente, (Tabla 10) se
encontrd que existia un patron de distribucion similar para la globulinas de soya y
¢l amaranto.

‘Tabia 10. -Composicitn de aminoacidos de distintas globulinas

£ a3/ 100 gr. proteina

Aminaiacida amarantu

HOYH cebuda
Asp 101 ns 92
Thr ER] 42 70
Ser Ro 66 to1
Glx oo TR 19
Pro sa 63 a0
Gly w2 T 7
Als 62 o7 50
Cys 0o 1t [
Val ot So o4
Met 1.2 10 o9
Tle 52 40 o4
1ocu A 72 74
Ty 2.7 23 3
Phe 5.3 39 52
His 2R i 22
Lys aT a1 20
Arg 7o s o6

Cordoba-Salgado, 1995 Teaas de Muaestnia, Universidad Autemaorn

Metropotitina-1

Asi mismo, se¢ ha realizado la secuenciaciéon de aminoiacidos para tratar de
encontrar una homologia entre varias globulinas. Ila sido claro que existen un
considcrable grado de homwlogia entre estas, v que las diferencias encontradas
estan restringidas a un numero de regiones variables o inserciones de frecucncias,
hay al menos tres de tales regiones, las cuales estan localizadas en ¢l polipéptido
a en contraste del polipéptido 3 que se conserva, con solo una minima cantidad de
vartacion presente cerca del carbono terminal de la cadena (Wright, 1972).
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2.3) FACTORES QUE AFECFAN LA SOLUBILIDAD DE LAS PROTEINAS

Las proteinas  de  reserva de Ias o semillas se caracterizan por  estar
abundantemente en forma de cuerpos proteintcos v otienen gran influencia sobre la
composicion de anminodcidos que imaden en fa calidad nutricional que presenta.
Actualmente se han desarrollado téenicas de mutacion que permiten obtener de
tfuentes vegetales, proteinas de reserva ricas ¢n listna (Soriano-Santos y Cordoba-

Salgado, 1995).

Al investigar la naturaleza de fas protemas de reserva Jde oripen vep
cjemplo. para modificar sus proporciones originales de ta scetnbla, no s suficiente
1SHIneniio v su CRractorizacion quimiis.

tuncieon on o somilla, para sdentificar

7]

la Informacion que se obtiene de

ambién os necesano of estudio de su

se sintetizan, para roconover su destine durante el

como, cuando v donde
desarrolio de a semilla, maduracion v pernmimnacivarn, pars detcininar i gendtica y

definir otros fuctores que regulen su abundancia dentro de L semilla (Cardoba-

Salgado, 1995)

S COMICIZL Con S

El paso inicial para la caracterizacion quinmca de as protem
aislamicnto. Estas tradicionalmente se han aislado y fraccionado por extracciones
secucnciales utilizando diferentes solventes (Tabla 5). Fl agua v las soluciones
salinas de fucerza ionica baja. extracn la fraccion definida como albaminas, las
alcabs

soluciones salinas {as globulinas, ¢l ctanol las prolaminas v los ieidos v

extraen las glutelinas. e acuerdo a la clasificacion mencionada anterionmente,

fas albuminas v las globulinas pucden tratane como un solo grupo de proteinas
solubles en soluciones salinas

Se han reportado  anilisis de aminodcidos de fracciones de  albuminas

s de la fraccion de a semilla soluble en solucion

globulinas preparadas por dialis
salina, separando la globulina por centrifugacion y la albimina por coagulaciéon
por calor. LLa razon de realizar este procedimicnto en lugar de realizar una
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extraccion sccuencial con agua scguida por NaCl, ¢ porque la presencia de las
sales en todos los materiales vegetales, hace imposible la extraccion acuosa de
una albumina verdadera (Sonano-Santos y Cordoba-Salgado, 1995).  Sorniano-
Santos y col. (1992) ha utilizado sales divalentes en fupar de NaCl, por ejemplo.
extracciones multiples de proteinas en K:SO4d 6 NaiSOq, obteniendo extracciones

reproducibles.

La solubilidad dc las proteinas cn agua depende doesde e punto de vista
termodindmico, de una disociaciom simultinea de las moléculas del disolvente y

de las moléculas de las proteinas, previa a una dispersion de estas ultimas en el

disolvente, con una superficic interfacial de maxmo contacto entre las proteinas vy

cl disolvente con ¢l que reaccionan enlaces hidrogeno, interaceiones dipolo-dipolo

< ioGnicas.

I.a solubilidad depende fundamentalimmente del pHL tucerza ionica, tupo del
disolvente y temperatura. Ulna proteina con valores de pH o cuperiores o infertores
del punto isocléctrico (pl). tienc carga negativa o positiva vy lax moléculas del
agua reacctonan con cstas contribuyendao a su solubilizacion. Ademas, las cadenas
profeinicas que Hlevan cargas eléctricas del mismo signo, ticnden a repelerse y por
tanto a disociame ¥y dosdoblarse. Este comportamiento se ha utilizado para
solubilizar las proteinus de reserva de las semillas. Pa solubihidad es mayor con
pH alealinos que a pH Acidos: ¢en efecto, en estas proteinas el niimero de residuos
cargados negativamente a pll = pl (acido aspartico y glutamico) es supenor al
namero de residuos cargados positivamente pli< pl (lisina, por cjemplo). La
solubilidad y extractibilidad (rendimiento de un aislado proteinico) a pi neutro o
alcalino pucden mejorarse por aumento de la carga eléctrica neta de las proteinas.
Esto pucde realizarse, por cjemplo, por succinilacion o maleilacion de los
radicales lisil, que¢ resultan asi portadores de grupos carboxilicos ionizables.
También ¢s posible hacer reaccionar las proteinas con moldéculas anfipolares que
posean zonas hidrofobas ¢ tonizadas diferentes (dodecil sulfato de sodio, p. €j.).

En este caso, los residuos hidréfobos se convierten en asociacidn con cstos
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compucstos, cn purtadores de carpas negativas (Choi y col.,, 1982, Cheflel v
col.,1989).

Compucstos como ¢l 2Z-mercaptoctanal v el ditiotreitol a bajas concentraciones,
inhiben la formacian de puentes disulfure entre proteinas con grupo sulthidrilo
libres, reduciendo la poliumerizacion y 1a insolubilizacion, 1a adicion de estos

compucstos en los moedios de extraccion incremen

a ln extraccion de proteinas
(Cordoba-Salgado, 1995). 1w iones de las sales neutras, co un range de 0.5 a 1
Molar (M), pucden aumentar (a solubilidad de as protemas (cledto “salting-in® ).
lL.os jones reaccionan con las cargas de las proteinas v rebajan Ia atraceion
clectrostiatica entre las cargas opuestas de girupos proximos Por otro lado da
solvatacion, debido a cstos tones, permite aumentar la solvatacion de las proteinas

y por lo tanto su solubilidad. Si la concentracion de Jas sales peutras cn superior o

1 M. Ia solubilidad de 1as proteinas decrece y puede condua

a una precipitacion.
Este efecto "salting-out™ resulta de Ta competencia entre kx proteima v los jones
salinos por las moléculas de agua necesarias para su solvatacion respuectiva, Con
una fucrte concentracion salinda, no hay bastantes molcenlas de agua dispornnbles
para la solvatacion de una proteina, porque la mayor parte de arua esta
fucrtemente ligada a las sales. BEo ostas condiciones, las interacaiones protemmi -
proteina resultan muis tmportantes que las interacciones protema-apuia y  osto
puede conducir a la agrepgacion seguida de la precipritacion de L moléculas
proteinicas (Cheflel y col., 1989).

Asi también, la extraceion de las proteinas esta influenciads por numerosos
factores, p. ¢j. tamaito de particula del harina, tratamiento previo en la obtencion
de las harinas, asi como el tiempo de almacenamicento de esta, temperatura, pli
solvatacion, fuerza ionica y relacion con 1a solucion extractora, Gencralmente,
agua, alcali diluido (ptl &), solucion salina (0.5 M) en una relacion 1:10, a
temperatura de 25-307C representan las condiciones normiales para obtencr
proteinas no desnaturalizadas. La inclusion de agentes tioles (2-mercaptoctanol)

en la solucién extractora incrementa ¢l rendimiento de proteina (Kinsella, 1979).
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2.4) CONCENTRADOS PROTEINICOS

Actualmerte no cxisten valores estandarizados del comtenido proteinico de
concentrados y aislados de diferentes fuentes proteinicas. Sin embargo, ¢n el caso
de granos como ¢l cirtamo y la soya, sc¢ considera que una harina de alto
contenido  proteinico debe contenrer entre 50-60% de  proteina  total, un
concenitrado  entre 60-80% y un  aislado mads del 80%. [Los concentrados
comerciales de soya contiecncn aproximadamente 70% de  proteina
nitrégeno total (NT), evaluada por ¢l método de Kjcldahl, 1o que representa una
concentracién de la proteina del 233%4, esto es porque ofiginalmente, el frijol de
soya contiene alrededor det 30% de proteina cruda (Soriano-Santos y Cérdoba-

Salgado, 1995).

cruda o

El procedimicnto mas ampliamente utilizado en la prepamcion de concentrados
y aislados proteinicos de leguminosas y oleaginosas s Ia precipitacion
isocléctrica (Parcdes-lopéz y col. 1988), despudés de una solubilizicion alcalina
(pll 8-10) de las proteinas y remocion del material insoluble por contrifugacion,
las proteinas precipitan por la adicion de un dcido hasta alcanzar el punto
isocléctrico. Otro proceso denominado "micelizacion™ para el aislamiento de las
protefnas de semillas involucra la precipitacion de un extracto en sales neutras por
dilucién en agua fria. [.a proteina producida de esta mancra posce una estructura
micelar antes de secarse; las interacciones hidrofobicas pucden jugar un papel en

1a cstabilizacion de los aislados (Cérdoba-Salgado, 1995).

A partir de difcrentes fuentes vegetales sc pueden obtener concentrados y
aislados proteinicos; siendo ¢l frijol de soya hasta ahora, la fuente vegetal que ha
rendido las mayores expectativas de uso, los granos de soya son ricos en aceite y
proteina, esta Ghima ademas cs de bucna calidad, con propiedades funcionales
adecuadas para utilizarla como sustituto dc protcinas animales en la fabricacién
de alg ali os. A nivel ercial son numecrosos los productos que se
ofrecen en forma de concentrados o aislados, como complementos nutricionales,
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como  sustifutos on  productos  Lictcos o derivados  cirmicos, todos  cllos
complementados con concentrados o aislados de sova. [as aplicaciones que han
alcanzado las proteinas de soya, on sus diferentes proesentaciones, significa al

e alpan otro prano, considerando

menos, las primeras perspectivas por alcanzar
Ios atributos intrinsecos que presente cf grano on particuliar (Kinsclla, 1979)

Otra forma de concentrar la proteina de semillas, es mediante la utilizacion Qe
un proceso de clasificacion ncunuitica on la que s¢ da una scparacion de los
materiales a causa de la diferente densidad que
amiliacea v proteinica de Jas harinas (Cheftel y
emplcado para la obtencidn de concentrados proteinicos a pran escala, donde Ta

se tiene ontre las fracciones

col, 1989). métods que os

clasificacion por aire no modifica ¢! estado native de los carbohidratos y las

protecinas de reserva del material on proceso (Sanches-Marroguim v col ) 1983)

a)Concentrados proteinicos de amaranto

Como antecedentes del conocimicnto de las propiedades fisicoquinncas de las
proteinas de amaranto, s¢ cncuentran los cstudios realizados por Soriano-Santos
(1993, 1994, 1995) v Cordoba-Salgado (1995) ¢n donde una harina proteinica
desengrasada de la semilla de amaranto, obtenida por ¢l mdétodo de clasificacion
neumiitica (Fig. 4), s¢ utihzo para la obtencion de diferentes concentrados
apolubilizacion  con  agua  (pH 7).

protcinicos  por los mélodos de:
b)Solubilizacion con NaCl o N . a diferentes concentruciones y  fuerzas
idnicas (u- 0.05-2); ¢)Solubilizacion con alcali (phl 9, 10 6 11) v d)modificacion

A los diferentes concentrados

quimica (desde 1026 110%6 de succinilacion).
protcinicos obtenidos se les evaluaron las propicdades funcionales encontrindose
que los concentrados que presenitaron un aumento de las propiedades funcionales
cvaluadas con respecto al original fucron los obtenidos por tmatamientos

desnaturalizantes.



Sonano-Santie, 1'73 Cionoa, 44, <03%-5)5

Figura 4.- Proceso de obtencion de HPA-29 (29% proteina) por clasificacion ncumbtica

2.5) PROPIEDADES FUNCIOMNALES DE LAS PROTEINAS

El término “propicdad funcional™ que se aplica a los ingredientes alimenticios,
se pucde definir, como toda propiedad no nutricional que influencia la utilidad de
un ingrediente ¢n un alimento.  Las propicdades funcionales pueden ser afectadas
por variables de su entorno fisicoquimico: pH, temperatura, fucrza ionica,
métodos de extraccion, cte., (Kinsella, 1979). S¢ ha comprobado que cambios
minimos en la ecstructura de las proteinas, a través de modificaciones quimicas
pucden mejorar cicrtas propicdades funcionales requeridas para la aplicacién en
alimentos (Choi y col. 1981).

La mayor parte de las propicdades funcionales influyen sobre las propicdades
sensoriales del alimento (en cspecial, 1a textura). L.as propiedades funcionales de
las proteinas, son propiedades fisicoquimicas que lc permiten contribuir a las
caracteristicas deseadas de un alimento (Tabla 11).
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‘Tabla 11.- Propicdades funcionales de las proteinas de [os granos de importancia en aplicaciones
en alimentos.

PROPIEDADLS ATRISUTOR U CIONALES

Sensanal Color. Olor, Sabor

Hudmtacion Humeriad, Abworoion e agie, Solubabntad,
Capacyled de rtencion de axiia

Surfactante Emulsiticacion, b spanado, Formaaon de

pebcule Upudo: protean, mcorpomcuon de
bpndon y de ~abres
Estructurales y Reologwas Vauseomdad, Flasticitad, Adherencra, ("oherenaia,
Fomacion de musa, Apcpacion, v iciaaon,
Fortiacion de redes v Abras, Textunszacion
Otrus Cornpatibtnbcad con udatrwes, anticoa tantes
enamancos

pid

79) 3 AM OIL CHEMISTS Se 242 24%

Recientemente dentro de la industria alimentaria ha surgido una rama dedicada
a la obtencion de ingredientes proteicos, siendo numcrosas las empresas que
ofrecen una amplia gama de productos  proteicos liquidos,  conventrados,
granulados, congelados, deshidratados, cte., que poscen propicdades tuncionales
bicn definidas (Cheflcl y col.. 19%9).

Como sc pucde obscrvar en la Tabla 11 las proteinas  proporcionan

caracteristicas fisicoquimicas a los alimentos muy amplias, ¥ a continuacion s¢

mencionan algunas de esas propicdades funcionales

a) PROPIEDADES OE ABSORCION:

‘ ai)_Capacidad de¢ retencion © abworcion de aspgua La conformacion de una
: proteina en solucion depende fundamentalmente de sus interacciones con cf agua.
i Casi todos los alimentos son sistemas solidos hidratados y ¢l comportamiento
fisicoquimico y rcologico de las proteinus v los demas constituyentes cstan
influenciados, por la presencia del agua, ademias de la actividad del agua, por otro
1ado al utilizar concentrados o aislados secos de proteina, hay que hidratarlos. Ia
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hidmatacién progresiva de las protecinas a partir de un estado seco pucde admitir
las clapas succsivas csqquematizadas en la Fig. S,

— ———
et —
> I = SRR = S S & .
- oo - —

e e

Figura 5. -Representacion esquemitica de las intoracciones proteina-agua que se producen durante
el procesa de hidratacion de un pobvo proteico.

Naturaleza de las interacciones protcina-agua.

Se pucden distinguir scis clascs o estados de agua ligada o asociada a las
proteinas, el agua presente en cada uno de csos estados pucde determinarse
cuantitativamemnte por algin método fisico especifico:




Ml apna de Cestractura” o de Cconmstitcion”™, ligada a la proteina por los

enlaces hidrogeno, que contnmbuve a estabilizar la estructura de la proteina y oo

esta disponible como disolvente o reactivo

VW agna “de L capa rnononisdiccndar ™ absorbida en sitios especiticos de la
~) por ntermedios de

proteina (cadenas laterales polares ionnzadas o no romzad
Fstas moléculus no el

enlaces hidrogeno o de interacciones dipolo-dipolo. n

disponibles como disolventes o seactives v Iorman una primara “capa® on torno

la molécula protemica

“Lqque pucde detenminarse por calonmetria diterencial

crgelable

H asrear Tnes
Sus fucertes intcracciones con la protama ampiden que crnistalie
lable incluye of agua de

¢ darante ¢l proceso

Ia temperatura. El o apua ne con

de descenso de
estructura v Ja de la capa monomolecular bae maaseor parte doeo et agua s

Fistas

capas

encuentra hajo 1o forma de “capas™ sucesas, en tome o ki proteina
estan hgadas las unas a las otras por moedio de endaces hidropeno ¢ nteracciones
dipolo-dipolo. 1o cantidad de apgua no congelable enti en relacion directa con el

contenido de aminoacidos de Ta cadena ateral polar

V! agua “capilar o embobida” que esta retemda tiscamente entre )
moléculas proteinicas. Constituve  Ia mayor parte del agua mdaso por Jos

o menos gelificados, tales como el Gqueso,

de los alimentos hamedos, m

“poro:
Ia camne, ctc..

VM agra de hidratacion hrdrodinanica Que rodea las moltéeulas proteinicas en
solucion y que durante los movimicentos de ditusion u otros s¢ desplaza con éstas.
Sc comporta como ¢l agua Libre. Ta esfera de hidratacion hidrodinamica puede
determinasrse por medicion de la viscosidad. va que modifica las propicdades
hidrodinamicas de la proteina (densidad, volumen, forma) (Chettel v col., 1989).
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Diversos factores, tales como la concentracton, pil temperatura, ticnmpo, fucrza

ionica y prescnvia de otros constituventes, afectan a las fuerzas quoe intervienen
La mavoria de las

cntre las interacciones proteina-proteind, v profein:

propicdades tuncionales vienen deternunadas por el equuhibrio entre estas fuers
on oy L carpa neta de las moleculas

S

Ias vanaciones de pll al modificar La oz
proteicas, alteran las fucrzas atractivas v repulsavan entre protemas v a capacidad
En et punto isocldctrica las

de estas Oltimas para asocrarse con cloagua
proteina, son masimias vyl proteinas asoctadas y

tnteracciones  proteina-
an <l nunmumo  de hidratacion e

replegadas sobre clia usnas,  uanifies

hinchamicnto (Chefiel y col., 198Y)

b) sSoLuBILIDAD

La solubilizacion dosde un punto de vista termodinamico, corresponde a una
disociacion de ks moléculas de proteina, previa a una dispersion de estas alumas
sobre un disolvente, con una superficic intertacial de maximo contacto enure la
proteina y ¢l dizolvente. Por cjemplo. para que una proteina pueda solubilizarse
en agua ¢s necesano que reaccione en todo lo poxible, con el disolvente (enlaces
hidrégeno,  interacciones  dipolo-dipolo ¢ jonicas). La solubibdad  depende
fundamentalmente del pli, fuerza ionica, tipo del disolvente v temperutura; asi los
valores de solubilidad pueden variar segin el proceso sepuido para establecer Tas
condiciones finales de pH. fucrza tonical temperatura M concentracion proteica, La
solubilidad bajo distintas  condiciones. da una  bucena  indicacion de Jas
aplicacioncs pofenciales de las proteinas. Esto se debe al hecho de que el grado de
insolubilidad es. probablemente. Ia medida miis prictica de 1a "desnaturalizacion-
agregacion” proteica y porque las proteinas que existen al comienzo de un estado

desnaturalizado. parcialmente agregado. mucstran frecuentemente un descenso de
capacidad de gelificacion, ecmulsion o formacion de espuma (Cheflel y col

1989; Cordoba-Salgado, 1995),
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Frecuentemiente la solubitidad proteinica n pHoneutro o a pil isogléctnico, son
1as primueras propicdades funcionates que s nuden en cadia etapa de preparacion o
de transformacion de un mprediente prateinico. Sin embarpo, las prucbhas mas
utilizadas son ¢l indice de solubnhdad del nitrogeno (NS v ol perfit de
solubilidad en funcion del pli Jde la fuerza ionics o de un tratamiento érmico
(Cordoba-Salpado, 1995)

1a solubihdad de

tonuevoria de las protemas so reducce on forma rreversible
durante ¢l calentamicnte No

obatante, los tratamicatos termm

~ pucden ser
indispensables  parn alcanzar . otros ohjetivos. comees ia
micreorgamsmeos. de apua, de olores indescables, cte

stive

chimmacion  de
Aurn o ratamientos nuis
usan para o extraccion o punficacion de las
proteinas, pueden provocar cierto grado de desnaturabizacion v de insolubilidad

L talex como los que se

Asic las hannas de sova Lo mismo que los concentrodos v oaislados presentan
proporciones de solubibidad de nitrapeno que varian del 10 al 9074 (Kinsella,
1979)  Por otra parte. oo siempre o correcto atitmar quic L protomas deben
tener una clevada solubibidad raceal, para qus otras propredades hmcionales sean

bucenas. Por ¢jemplo. 1a abrorcion doe agua de apua de un ingrediente proteico

pucde alpunas veces mejoramse con su desnaturabyacion ¢ ansolubilizacion prey

1

c)ICAPACIDAD 0OF EMULSIFICACION

Una cnulsion alimenticia es tundamentalmente. un sistema de dos tases que
consta de un liquids o lipido plastico (aceites, grasas o coras o aceites esenciales)
y agua. La definicion clasica de ermulsion dice: "os un sistema de al menos dos
fases de liquidos inmiscibles, uno de clos disperso en tinos globulos en ¢l otro. En
la mayoria de los casos el d

mctro de las potitas liquidaes dispersas esta
comprendido entre (.1 v S0 jun, con un grado vanable de dispersion on tomo al
valor medio” (Riasella, 1979).



Una emulsion sencilla de dos liquidos tiende a serinestable, v siose deja en
reposo un corto ticmpo, las gotitas dispersas ascrenden v se unen para constituir

una capa superficial o se depositan v reunen en un sedimento, sepan sea Ia

densidad de ambas fases

a0 puede anttaparse debido a que ol incrementar ¢t

drca superficial producida por la dispersion incrementa en

an moedidin Ta energia
tibre superficial ded sistema y con tal incremento en el mivel enerpético, el sistema
es inestable. Por ¢l proceso de coalescencia esta enerpia hibre superticial obticne
un nuevo valor mmumo Fa conergra Bibre superticud depende det arca superticial
(factor de

;apacidad) v de ia tension intertacial (Fctor de mtensidad)

Obviamente que la enerpia libre superficial no hace mas que incrementarse
cuando ol dtrea superticial aumenta dorante a dispersaon. Por o que siose quiere
producir una cmul:ion estable, o necesano anadic un tereer material Hlamado
estabilizante, lon cuales pucden ser dividos en dos categorias, a) moléculas

pequeiias D) mactomoleculas, HE termino es

abilizados se usa para denotar a
aqucellos compuestaos que no son surtactantes ACtivos  pero. que  imparten

estabilidad & las cinuluiones: por 1a restricorm de las interacciones interfaciaten, las

+omntertiac

proteinas forman peliculs les, por lo gue se han clasificado comao

cmulsificadores, mientras gquce Tos polisacarido:

SOt en

abilizadores, aunque hay
proteinas que pucden desarrollar ambas funciones (Cheftel y col.. 19R9)

lLas proteinas actuan comeoe sturfactantes on muchas emulsiones de ahmentos. En

la formacion de la anuls

Hn. las moléculac

de la protama se ditunden s son
absorbidas cn interfase aceite’agua. 1o migraciom de

= proteinas de la solucion
a la interfase o termodinimicaumente favorable, debndo o que una parte de Ia
energia conformacional ¢ hidratacion de la proteing es pordada en la interfase. Una
vez en la interfase, la mavoria de las proteinas se desenrrollan en diferente grado,
s¢ reorientan y reacomodan para formar una policula continua adhesiva, donde

los segmentos hidrotobicos se onentan en la t

s apolar (aceite), mientras que los
segmentos polarcs, o hacen en la fase acuosa, ademas de que Ia mayor parie de la
proteina ocupa la interf:

L interactua con moldéculas vecinas impartiendo tirmera
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cas de tales

y wviscosidad a la pclicula. Ias propicdades reologicas vy meeas

wn de las anulstones en

peliculas son importantes on la fommacion v estabilize
alimentos vy varian con el upa de proteina. concantracion, phi, fucrza 1oaica.
temperatura, por lo que la informacion  concerniente a las propredades de
formacion de ostas peliculas on Gnl para entender las propedades amulsificantes
de las proteinas en Jos almentos Ademas de ta estabnlizacion, ks proteinas
tambicén sirven para modificar textura,  retenaion de sabor vy sobre todo influyen
determinantemente en la aceptabilidad de las enulsions on los alimentos
(Franzen y Kinsella, 1976, Cheftel v col | 1989 Cordoba-Salpado, 1995)

Tanto ba capacidad de emulsiticacion como 1a estabihidad de emulsion son

usadax frecuentemente en la caracterizacion funcronal de fas proteinas Fas

capacidad de cmulsificacion se define como la miaxima cantidad de aceite que

puode ser emulsificada por una dispersion de proteina. mienuras que i estabilidad
de la ecmulsion se refiere a fa habilidad o Lo cualidad de o emuoladn a penmanceer
sin cambios. [.a cstabilidad de In emulsion se pucde apreciar visualmente por la

cremacion o separacian de aceite (Hemmansson, 19749)

Hay vanos procesos (uo pucden presentarse en una cmualsion v ogue pucden

causar inestabilidad. cotre los que se cncuentran fos siguientes:

NCremado:

el cuil por diferencia de densidades de los componentes
aceite/agua, se presenta la tendencia a Ia formacion de un gradiente de densidad
La velocidad del cremado dependera de la forma de la gota, la diferencia de

densidades entre las fases de aceite y agua y Ia viscosidad del medio.

itYTJoculacion: Es un proceso en ¢l cual dos o mais gotas se agregan sin perder su
identidad. 8i bien este proceso modifica lus propiedades fisicas de la emulsion y
cspecialmente las propiedades reologicas, Ia distribucion del tamano de las
particula permancce sin cambios. El floculo se dispersa ripidamente, si las
intcracciones son débiles, aunque éstas pueden ser fuertes. La floculacion de las
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cmulsiones depende de la naturaleza de Ia proteina  estabilizante y de las
condiciones de solucion, tales como pil y fucrza ionica (IDas y Kinsella, 1990)

iiiYCoalescencra: Proceso en ¢l cual la colision de dos o mis gotas resulta en la
formacion de una gota, mas grande. El aumento del tamaio produce la separacion
de las fases aceitc’/agua. La coalescencia es la principal causa de inestabilidad de
las emulsiones, ya que implica ¢l rompimiento de la pelicula interfacial ¥y es
irreversible. Vanos factores tates como 1a sulubihidad del emulsiticador, pli, sales,
concentracion  del emulsificador,  relacion fase/volumen, temperatura vy
propicdades de la pelicula, afectan la estabilidad a la coalescencia de las
emulsioncs (IDas y Kinsella, 1990).

Sin cnibargo, diversos fenomenas tienden a estabilizar ik cmulsiones, las que

a continuacion se presentan ¢n la siguiente tabla 12,

Tabla 12.- Factores que afectan las propiedades de emulsificacion de las

prolcinas
-Eactorcs extatnbzanies
Reducaon de la tensén superficis] interfacial Infenor a 5 dinas, debvdo a Ia naturale-
#a de sus fases. Afadicndo tensoactivos
Presencia de una capa niterfacial resstente Pelicula de proteainas absortndas, se oponce
i aln
Cargas electrotaicas del mismo xigno Formaciim de una doble capa difuss deo
contruones  repulsion cicctrostanca que se
opons a las micracaones de Van der Walls,
Diimetro pequerio de las gotas y
Fuerte viscosadad de Ia fase continua Formacion lenta de cromnas o sedmmentacion
Agentes cmulsaonantes Surte de pob dos o de i

Cheflel y col 1989 Proteinas alimentanas. of Acnbtwa, p79



Gueneralmente, las proteinas son  estabilizantes mediocres  de emulsiones
agua/aceite. Esto puede atribuirse a la naturaleza fundamentalmente hidrofila de
1a mayoria de ias proteinas. lo que hace que la mavor parte de una molécula
profcica absorbida se encuentra cn la zona acuosa de Iaanterfase (Cheftel y col,

1989).
d) PROPIEDADES ESPUMANTES

En pgencral las espumas alimenticias son dispersiones de gotas de gas en una

fase continua ligumida o semisohida que contienen un surfactinte soluble. Ta

capacidad de las proteinas para formar espumas estables s debida a la formacion

impenctrable conformada por proteinas, que mantienen atrapadas
ba

on y La expansion Jet ligquido contra su tene.

de una peliculs

moléculas de pas. i la tension superfiaial entre ol anre v el agual

facilitando la deforma on superticial,

Las proteinas aptas para desarrollar aspumado deberan ser solubles en fa fase
acuosa; concentrame en la interfase, desenrvollare para formar capas cohesivis

de proteina vy circundar  las burbujas de oairel sl como poseer la sutioento

viscosidad y fucrza mecinica para prevenir Ia ruptara v ocoalescencin de las
burbujas. l.a interfase gavliquido pucde alcanzas 1 m por ml de liquido Al ipaal
que las cmulsiones, s¢ necesita energia mecinica para crear esta mterfase. Tas
burbujas de gas de una espuma pucden variar de tamafio desde un diaimetro de
1m a varios cm, a causa de los numerosos factores involucrados, tales como: la
tension superficial v viscosidad de Ia fase Iiquidin, el aporte de energia, ete
Habitualmente, una distribucion uniforme de burbujas pequenas. da al alimento
suavidad y ligereza, asi como un aumento de la dispersion v perceptibilidad de

aromas. Una diferencia significativa entre las emulsiones ¥ Lus espumas, esta en

¢l hecho que en estas, la fraceion de volumen ocupada por la tase dispersa (gas)
varia ¢n la escala mucho mayor que con las emulsiones. Frecuentemente las
cspumas son incstables. porque ticnen mayor superficie de imterfase. Existen

basicamente tres mecanismos de desestabilizacion.
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DDrenado o pérdida det liquido de la lamina liquida por gravedad. Por la
diferencia de presion y/o variacion. En las espumas de baja densidad, las burbujas
tienden a presionarse estrechamente las unas con las otras. lo que aumenta la
pérdida del liquido de las lammnillas. ‘Fensjones interfaciales bajas y dismetros de
burbujas grandes disminuyen la presion intema  y pérdida del liquido. Esto se
produce durantc la formacion de la espuma, continuando la xalida de los liquidos,
lo que aumenta mas ¢l valor al nivel de expansién y reduce e espesor v
resistencia en las laminillas liquidas. 1. pérdida del liquido s¢ reduce cuando la
fase lHquida es viscusa ( Io que sc pucde conscguir con la adicion de nzicar) y
ocurre también cuando os alta la viscosidad de la pelicula de proteinas absorbidas,
Esta viscosidad depende de la intensidad de las interacciones proteina/proteina y
proteina/agua.

il) Difusion de gas de las burbujas pequedlas hacia las burbujas grandes, difusion
que cs posible por 1a disolucion de gas en la fase acuosa.

i) Ruptura de la lamminilla liquida que separa las burbujas de gas, &sta ruptura
provoca un aumento del tamafto de las burbujas por coalescencia y conduce, en
definitiva a un derrumbe de la espumn. Existe una interdependencia entre la
pérdida de liquidos y 1a ruptura, porque ésta iltima aumenta la salida de liquidos
¥y csto puede reducir el espesor y [a resistencia de las laminillas. También surge la
ruptura cuando las dos peliculas proteinicas absorbidas se aproxdman {a una a la
otra a una distancia de unos 50 a 150 A, como resultado de Iz pérdida de liquidos
o por un debilitamiento del producto de las coalisiones. No sc sabe si a cstas
distancias son importantes las repulsiones clectrostiticas y/o Ias atracciones
moleculares entre las dos peliculas proteicas absorbidas. Finalmente se sabe que
cuando las peliculas absorbidas son espesas y clasticas, estas presentan una mayor
resistencia a la ruptura (Cheficl y col., 1989). Por otra parte hay factores que
contribuyen a estabilizar las espumas de las proteinas (Tabla 13)



Tabla 13 .- Factores que afectan las propiedades espumantes de lax proteinas.

T etabis o
Viscosidised suprerficiat Desnaturahracion ¥ asocu@on de lis proteinas
Concentiacton Solubilidad, velovidad de dhfusion, on fase dispersa
Daoble capa eléctnca Los repulaann afects tos wones sfines en solucion
pH Teoncamente optimo cerca dil pH sockectneo
Surfactantes complementcnos Otras profornas, pobisacarsdos (no lipndos)
Desnatutahiantes Una desnaturub.zscion hmittada pusde ayudas 4 L forma-

@on de L peboula

TRimsella, 1970 JAOCS . 242

2.68) ALTERACIONES DE LAS PROPIEDADES FUNCIONALES

Las protcinas utilizadas normalmente como ingredienies alimenticios sufren
durante su preparacion y empleo distintos tatamicntos fisicos vy quimicos. Por lo
general, durante su extraceion v purificacion se trata de no alterar sus propicdades
estructurales y funcionales, sin embargo las proteinas aisladas pucden modificarse

dcliberadamente para mcjorar asi sus propredades o darles otras. Ademas. de que

después de su incorporacion al alimento final, las proteinas
otras modificaciones (Cheflel y col., 1989; Kinsclla. 1979)

ann pucden sufrir

2.7) MODIFICACIONES QUIMICAS ESPECIFICAS.

La cstructura primaria de las proteinas pueden modificarse quimicamente para
mecjorar sus propicdades funcionales. La introduccion de grupos carboxilos
ionizables pucdc realizarse por acilaciéon con anhidridos internos de acidos
dicarboxilicos ( succinilacién, malcilacion , cte.,) (Fig. 6).



H CO CH3
s
s lallocaie
H CO CH2 CHZ COO
H3 Ao drned s aw é—coo

00 Coniecacin t+H CO CH CH COO
( ? yco

2]CH3
brer teiplle Z 1 CO CH é: CH2 COO
( _5‘ ) H3

Figura 6.- Principales camblod en proteinas por varias modificaciones quimicoas.
( Choi y col. 1983, J. Food Sci. 48, 1275-1278 )

La succinilacion de una proteina convierte los grupos cationicos amino a
residuos anidnicos, ¢l incremento en la carga neta negativa producida por ¢l anién
succinato altera ¢! caricter fisicoquimico de la proteina, lo que implica un
mejoramiento de la solubilidad en soluciones acuosas y coasecuentemente en
cambios de la capacidad de emulsificacion y espumado. En su trabajo, Cordoba
Salgado (1995) cxplica en teoria el incemento de la solubilidad acuosa
observada quc tiene la succinilacion y acctilacion de la proteina de soya. T.a
presencia de cargas negativas adicionales motiva la repulsion electrostitica, el
desdoblamicnto y la disociacion. Estas cargas negativas suplementarias, mejoran
1a solubilidad y/o la dispersibilidad, incluso a un pH isocléctrico.

Aunque la succinilacion de todos los grupos nucleofilicos es posible, los grupos
amino ¢ hidréxilo de una protcina son rapidamente acilados en comparacion con
otros residuos aminoacidos disponibles para la reaccion. Los grupos fendlicos de
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la tirosina, sin embargo, ticnen pencralmente un pK mas atto ¥ ostan usualmente
mejor protegidos de a reaccion que los grupas amino. Los grupos hidroxilo de la

serina v la treoning son nucleotitos débales y no son faulmente actlados en

s taprdamente

oria de los retites acifanfoes reaccionan i

solucion acuosa. I.a ma

con Jos grupos amino, los grrupos £ oamimo de T bisma son mas sacepubles a ser

acilados debido a su relativamente bajo pK oy su disponibilidad esterica para la

reaceion (Cordoba Salgado. 1995)

Aunque  se han estudiado  diferentes modificaciones  de vanos prupos
aminodcidos, poco s¢ ha reportado en relacion o 1 extension v naturalezi
cléctrica del grupo acilante sobre el ctecto de este on Tas propredades funcionales
ya citadas. Chot v col. (1982) al modificar haring de algodon con diterentes

ama  de resultados, tas modificaciones

agentes,  cncontrason  una amplia

efectuadas, malcilacion, succintlacton y dimcetilglutardacion morementaron la

extraccton de proteinas, o (ue se reflejo on una alta solubilidad de 1os materiales

w

obtenidos, en tanto que con la accttacion del muatenial, estas caractenisticas

vicron parcialmente afectadas. No obstante que la acetilacion reduce las cargas

positivas de la proteina, ol anadir grupos hidrotobicos cargados neutratmente, a

los s 1 amino cargados witivamente, los  restuntes grupos actlantes
B £ frupe

incrementan los grupos acilos hidrotilicos cargados negativamente en la protema

(Caordoba Salgado, 1995).

La estructura de las proteinas succintfadas resulta de sualta carpa neta v el
reemplazo de las fuerzas atractivas de corto alcance o longuud por ftuerzas
repulsivas del mismo alcance o longitud que provocan  un  subsecucnte
desdoblamiento de las cadenas polipeptidicas. Do esta manera en aislados de sova
las interacciones clectrostaticas entre los grupos amonio (NH,*) v carboxilo
mejora la interaccion proteina-proteina, lo cual abate la solubilidad, en una
succinilacion a valores neutros, sin embargo los cationes amonio de la lisina son

reemplazados por aniones succinato (Cheflel y col., 1989).
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2.8) MODIFICACION

Para conseguir un mejor conocimicnto de Las propicdade. tisicoguinmg,

ENZIMATICA

s de las

proteinas alimenticias, se ulthzan alpunes modificaciones cnamaticas en las

cadenas polipeptidicas. 1.as reactiones que comummente catalizan fas cozimas son
descritas on la Tabla 14

Tabla 14.- Chasificacion de fas enzimas 3 subclasificacion de enzimas proteohticas

—— Clases

Oxidoreductasas

Transferasas

Hidrolasas

Liasas

Isomecrasas
Ligasas

De estas, la hidrol

— e STupo que afectiy

CHOH
CHI-CHE
CH-C11,
Metito
Midroximcetile
Acil
Amino
Ester carboxilico
Monodsier toslonca
Digster fosforico
Enlace glucosidico
Enlace Pepudico
Cc-C
C-0
Aldosa-ketoas
Forma cnlaces (-4
Forma enlaces C-N
Forma cnlaces CC

is es la reac

e _Ejemplos

[actato deshrdiogenasa
Act-C oA deshidiogenaa
Aminoaado oxidasa
¢inamdinoacetato monliransferasa
Scrina hutrovmetltransferasa
Colina acehltranscrasa
Transanmunasa
Lsterasa, bpasa
Foatatasa
Kibonudleasa
Arnulass
Eapoectico de la ensama utilizada
Aldolaxa
Fumarato hidi ataxa
Fosfoglucoisomerasa
Enzima en especttico
Cilutanmna sintetasa
Accul Con carbaxilasa

ton nuis simple: involucra solamente la division

de los enlaces covalentes por agua. Las hidrolasas son enzimas sencillas v thaciles

de inmovilizar, usualmente contienen una cadena peptidica (vj

lisoenzima,

ribonucleasa) de relativo peso molecular bajo (Franks, 19%8).
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Las cnzimas s¢ unen especificamente a un sustrito a través de interacciones
geométricas  fisicas  complementarias. Fsto  permite a  las  enzimas ser

absolutamente especificas, tanto en Ia union al sustrato, como a la calilisis de Ta
recaccién. El sustrato proteinico experimenta una hidrolisis parscial sobre los
enlaces peptidicos para alterar a funcionalidad de Ja proteina. Hay tambidén otras
dos formas de accion de las enwzimas hidroliticas, una e la produccion de enltaces
intra o inter cruzados moleculares, este entrecrizamicnto puede ser utilizado para
inducir a coagulacion. la gelacion, La alteracion en textura v el incremento de 1a
1 PrUPOS quimbcos

aes ol ataque

viscosidad de 1a protama en solucion. ITa ot
especificos de la proteina comno son los aminedcidos csenciales que moerementan li

calidad nutritiva o bicn mncorporan hidrofobicidad o hidrofilicidad a aminaicidos

que proporciona a la proteina un caracter suntitilico. [as ventajas que pueden ser

reconocidas con ¢f uso de las enzimas son su cspecificidad, condiciones sencillas
de manipulacion y baju concentracion  requerida para realtzar Lo reaccion

(Jimdénez-Flores, Richardson, 1986, Frankhs, 1988 | Whitaker, 1977,

Una enzima conocida por su clevada especificidad e {a tripsina (Tabla 15) | la
cual es una enzima digestiva secretada por of pancreas al intestino delgado. solo
cataliza la hidsolists de aquetos enlaces peptidicos en que Lo funcion carbomilo es
aportada por lisina o por arginina, con independencia de la longitud, La tripsina no

cataliza ¢l rompimicnto si el residuo del lado del C es prolina.

La a-quimotripsina es menos especifica que la tripsina, é&sta hidroliza enlaces
peptidicos donde el grupo carboxilo (-COOH) es aportado por los aminoacidos
aromuiiticos, tales como ¢l tnptofano, fa tirosina y fenilalanina o por un grupo R
voluminoso no polir como la metionina, asparagina, centre otros. La renmina
hidroliza a pH 5-7 en especifico sl enlace peptidico fenilalanina-metionina de la
x—cascina. la fucrza de esc cnlace poeptidico en especifico es suficiente para
destruir la habilidad dc la x-cascina de cestabilidad de las micelas de la cascina,

ocasionando la formacion de un coadgulo de paracascina (Toporek, 198S,

Whitaker, 1977).



Tabla 15.- Knzimas proteohiticas

Enzi ~Especificidad .

Kuente
Mamifcro Topsina R, arp. bs
Quimotnprsin.g K, ton, bram, mct
Pepsina R, fen. ur, tp
Irobidasa R,0R; - glicma
Carboxipeptidasa A KR, cCualquicr aminoacido
cxcepto arg, hs, pro
Carboupeptidasa 13 K, an hs
Immnopeptidasa desprende probna
1 .cucina aminopeptidas. R, Cualquicr aminoacido
excepto pro, gh
Amimopepticdasa M No cspecifical
Vegetal PPapaina No espegiticat
Ficina No especificat
Carboxipeptidasa ¢ Se desconoce
Bacteriano Subtibsina~ No especitica®
Nagarasas No espeaiticat
Progesa_ — Nogspeulica¥

maror parte de as enzAaamas son inactivas

* sc usan nombres comunes comercial
hacia ¢l cstatwin de imida de probma y cf ataque a peptido de glicina s muy bajo
Franks, 1988, Charactenizaton ol protainsg. The Humana Press pi-24

Ia aplicacion de cnzimas hidroliticas es un atractivo medio de obtener el

mejoramicnto de las propicdades funcionales de las profeinas sin deterniosar el
valor nutritive (Cheflel, 1989). Ia degradacion de la proteina a péptidos
generalmente rinde  un producto mas soluble. Tas propicdades funcionales tales
como el sabor, la viscosidad, la emulsificacion y el espumado se ven afectados
(Marquez-Moreno: Ferniandez-Cuadrado, 1993, Kinsclia, 1985). [.a modificacion
enzimatica es representada a traves de proteolisis  limitadas, Puskhi (1975)
investigd la funcionalidnd de aisladoas proteinicos de soyva hidrolizados con
proteasas dol Aspergillius orycae, variando las velocidades de enzima-sustrato.
Algunos de los etectos de la modificacion cnzimatica por proteclisis a algunas
proteinas de origen vepetal s¢ presentan en la Tabla 16, Diversas son las
modificaciones a las protcinas de soya que han sido estudiadas. Esas proteinas son

de gran importancia por su bajo costo y su alto valor nutritivo
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Tabla 16.- Hidrolicis cnzmatics de prote

as vegetales 3 sa efectn sobre su funcionalidad.

Sustruto Enzi
Concentrado de soya Trpsina
Grano de soya y 11s glubulina Bromclina

Concentrado dc avena Tripsina
Grano de colza Pcpsina,
Tripsina,

o Papama

Termitasa
proteasa
Thermexictinoryces

Haba

vulgarts.

52

n, (1986). Doptment. Food Sci & Technol, Unive

e Propicedad Funcional —

Buena solublizacion, inciemento on la viscosidad
v estatlidad de cmutaon. en ol volumen y
estabilidad de espuma, pero «uando se utibza para
salchichas decrese s tinmeza v ostabalidad en la
coccion

Sc induce ta polavion termal con la reacaon de la
bromelina por 15 mun Alpunas de las poluncnza-
ciones via enlace disullito son obmer adas por
clectinfiresis on geles de poliscnlamida-SiosS

Incremcnto en la capacidad v ostabale-

dad de emulaticacion, Capacidad Jde hadratacion,
¥ espumado; disminucion en la capacidad de
absoreion de acente

Hidralisis de b harina sepginda de una ultratilira-

cidn sccando ¢ matenal voen moogeno, sc icne

un radsor noto de proteina y un cochiciente de G-
gestimhdad aparente sinnlar ab de la casaina

Dependicndo det grado de hidrolisis, se mcre-
menta 1a solubilidad, 1a coagulacion por calor,
1a capacidad dc expumado 3 la absorcion de agua
asi mismo, fa capaaidad de emulsilicacion v la
estabilidad de espumado no se ven alcctados.

itv Cahforma, USA.



HIL- MATERIALES Y METODOS

A continuacion se presenta el diagrama  mctodologico (Figura 7) scguido en
este estudio y posteriormente se explica a detalle [a metodologia de cada bloque:

{ Objetivas: General v Parﬂculan:s}

[ Obtenciébn dcl concentrado  proteinico l

’ AnSiisis Quimico Proxdmal ' Modilicacién cnzimatica del S - ™
concentrado succinitado -!:ctrn ores

kvnluaclén de algunas propiedades fisicoquimicas }

[ Discuslén de resultados J

Figura 7: Diagrama metodologico gencral
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3.1) CONCENTRADO PROTEINICO DE AMARANTO.

La semilla de amaranto (rogranthues hvpochondriacns) utilizada cn este
estudio fue procesada por San Miguel de Provecios Agropecuarios S P RO de RS
para obtener unat harina rica en proteina. Esta harina (1HPA) se desengraso por ¢l
método  recomendada  por Soriano-Santos y  col (1992 obtemiendo hanna
proteinica de amaranto desengrasada cuve contenido proteinico {ue del 29%0

(HPAD-29). Posteniormiente se procedio a fa solubihzacion de tas protemas

contenidas en exsta harina para la obtencion de un concenurado proteinmico de
amaranto.

3.2) PREPARACION DE EL CONCENTRADO PROTEINICO POR Ul
DE SUCCINILACION (CPM) .

METODO

Para la preparacion del concentrado proteinico se siguia o] mdétodo utilizado
por Soriano-Santos y Cordoba-Salgado (1995).

Se prepard una solucion al 10%6 (p/v) de HPA-29 on agua destilada, se ajusto
a pll de 8.5 con NaOH al 409%. Una vez alcanzado ¢l pll deseado. se adiciono
anhidrido succinico en una relacion del 5096 del contenido de proteina cruda det
HPAD-29. Una vez adicionado el anhidrido se¢ mantuvo en agitaciéon por 1 hr. Sc
centrifugd a 5000 rpm durante 20 min. Se recupero el sobrenadante v se ajustod el
pHl a 4.0, utilizando HCI al 10%6; 1a agitacion se mantuvo hasta el tinal de la
operacion. Se centrifupo nuevamente a 5000 rpm durante 20 min. Finalmente se
recuperaron los precipitados y s¢ secaron
pulverizaron y se guardaron en
desecador, hasta su analisis.

en la estufa a 40 C por 12 hr, se

frasco color ambar manteniéndolo en un



3.3) ANALISIS QUIMICO PROXIMAL. Uina ves oblenido ¢l concentrado

proteinico por succinilacion se procedio a etectuar el analisvas quimico proximal

(AQP) de acuerdo a los matodos estd

wares aprobados por Ls AOAC (1980). En

1a Tubla 17 sc resumen las téenicas utilizadas para cada prucha det AOQP

‘Tabla 17.- Analisis Qui

Jico Proximal (AQ™)

" Analisis Meétodo Condiviones

T4 659C, ¢ hr

Calanacion T 5509, t 6 hr
Protcina Kjcldahl tc 5.85
Grasa Sohxlct 5 hr

ll:'(ly‘kk‘lﬂﬂ
residue T BOOC
Fibra Cruda Kennedy residue
Carbohidratos Por diterencia

t 0.5 hr.
550, t 1 hr

empueratury;, U tiempo

3.4) MODIFICACION ENZIMATICA PROTEOLITICA.

La modificacion enzimatica sc realizd segiin Sook y col. (1990). Se prepararon
diversas soluciones de CPM a 1a concentracion descada en peso/volumen. Aparte
se disolvid la ecnzima en agua a temperatura ambicnte para obtener una solucion
de concentracion conocida.

La mctodologia usada para realizar Ia modificacion enzimaitica al CPM se
representa esquetmiiticamente en la Fig. 8.



Concentrado Proteinico
Succinilado

Condicione :L

Moditicaci Enziméti
ISL [EL & I
Monitoreo por
Electroforesis

l Concentrados Proteinicos
™

diticad. nzimét]

L

Ewvsaluacién de las propicdades fisicoquimicas !
+Grado de hidrblisis +Solubilidad i
¢Espumado +Emulsidn +Absorcién :

Figura 8.- Metodologia scguida para la modificacién enzimiaitica del ‘
CPM con a b ripsi o trig

Q

Las concentracioncs ensayadas para la tripsina estuvo comprendida cn un
intervalo de 0.25 a 2.0 %% pcso/peso (p/p). cn tanto que para la a-quimotripsina
fue de un intervalo de 0.25 a 0.5 % p/p. La concentracién ensayada de sustrato
para la tripsina estuvo comprendida en un intervalo de 5 a 20%6 p/p, con un total
de 10 niveles ensayados: micentras que para a-quimotripsina s6lo se ensayaron las
concentraciones de 5 y 7% p/p, con un total de 4 niveles (Tabla 18).



Tabla 18.- Concentracion de ato pars Ia i $on del

CPAL
—Sastrate (CPMD Enzi
% pcso’peso
“Tripsina

20 2.0

15 2.0

19 2.0

10 1.5

10 1.0

10 o8

7 0.5
7 0.25

5 0.5
5 0.25

a~-quimotripains 7 0.5
3 0.37

s 0.5
5 0.25

Posteriormente se cstablecieron las condiciones de T° y  pH (Tabla 19), las
cuales son las necesarias para la activacion a la pr Glisis de Ia i en
especifico; tiempo (5, 10 y 15 min.). concentracion de enzima y sustrato.

Tabla 19.- Condiciones ensaysdas para Ila activacién e i fvacion de las

para Ia modificacion ded CPM.

Enzima Reaccion Inactivacion
pH T (°C) T (°C) t (min.)
Tripsina 8.0 37 87 5
a-quimotripsina B.0 37 87 s

Sook y col., (1990). 'J. Agric. Food Chem. 38, 651-656.
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El ajuste de pil se hizo con NaO1 al 40%0, muentras que para s temperatura se
utilizé un bano maria. Sc adiciono Ly cnzima a fa suspension de CPA en
proporcion de una concentracion en o peso enzima peso de proteina contemida en
el CPM. S¢ incubao

1 baino maria a la temperaturs de reaccoson sepun la enzima a
wtilizar, & tres diferentes hicrmpos de exposicion a la ladrobisis los cuales tueron de
S5, 10 y 30 minutos. Despudés de transcurnido ¢ ticmpo senalado de incubacion se
procedio a la inactivacion por tempoeratura de e enzima respectivamente,. . Se

enfrio Ia muestra v ose acutralizo con perasada de hidrs

ene praedo analditico
Finalmente se puarda i 07 C hasta su anabisis, Para La esvaluaaion de los diterentes
tratamicntos cnzimaticos sobre las proteinas del CPAML e tomaron alicuotas de
cada tratamienta v se aphicaron a peles de polianenilanida on presencia de dodeoil
sulfato de sodio. Donde una vers que se obtuvo la

moditicacion enzimatica

deseada, las muestras s¢ scearon por complcto en una oxtuth de vacio a la
temperatura de 60 "C, s

guardaron en recipientes harmicticamente sellados v

ctiquetados en refni

cracion hasta sy uso. Todas  las enzin

proporcionadas por Sigina Chemical Co (St Lowis Moy

5 fueron

3.5) ELECTROFQORESIS ({PAGU-SDS)

La alteracion o moditficacion de las proteinas que ocurmio durante la protedlisis
por tratamicnto cnzimatico s¢ determind por clectroforesis (Sistema Laermmli,
1970). en geles de poliacrilamida (Sipma Chemical Co. St Louis Mo,
claborados con un gradiente lincal de 10-20°0 de acrilamida on presencia de
dodecil sulfato de sodio (SDS) (Sigma Chemical Co. St. Louis Mo.),

l.as concentraciones y los volumenes empleados para la elubaracion de los geles

se describen en ¢l Anexo 1. El equipo de clectroforesis utilizado cx de marca
Hoecfer Sn Fco. Cal..

I.a técmica usada para la elaboracion de los geles se realizo de acuerdo al

manual dec . Las soluciones de acrilamida y entrecruzador junto con ¢l buffer

Sy



correspondiente s¢ mezclan en las cantidades indicadas en el anexo 12 la mezela
se hizd lentemente. para evitar la formacion de burbujas, mmediatamente sc
agrego la solucion de persulfato de amonio ¥y TEMED. Para la claboracion de los
geles (0075 mum. de espesor) se utilizé un sistema de drenado especial que
incorporo a las soluciones del 10y 20%0 (para formar ol gradicnte Tineal) con un
flujo de Sml‘min. Sc dejo gelificar (1.5 hr) y antes de que la polimerizacion
hubicse terminadoe se rocio una pelicula de agua sobre la superficic del gel para
evitar ia formacion de un mefiisco, va formado el gel se dreno el apua de Ia
supcerticic, posterionnente se preparo ¢l pel de separacion y e vaoio con una

Jeringa, sc volocaron lox peines y soe dejo polimerizar

Preparacion de Ia muestra @ [a muestra se disolvid en uns

sofucion compucsta

con SDS, glicerol, mercapioctanol ¥y azul de bromofenol; de tal mancera quce 1a

concentracion de la proteina esté entre S0 v 100 microgramos por 50 microlitros y
para desnaturalizar 1a proteina muestra se pone a bafo maria en chullicion por 2.8
min.  Sc depositdo la muestra de acuerdo al mapeo planeado, se aplicaron 100 ul
de cada una de las muestras seleccionadas, Para Ia determinacion del peso
molcecular de los diferentes polipeptidos sc aplicaron muestras de 30 pul de una
mezela conocida como Dalton Mark (Sigma Chemical Ca. St Touis Mol ) (Tabla
20).

Tabla 20.- Compasicion Dalton Mark de aplicacion en electroforesis .

T BoiiméBiids B e Tt R e
a-lactoalbamina 14,200
Tripsina inhibidor 20,100
Tripsindgeno 23,000
Anhidrasa carbomica 29,000
Gilicerol-3-p-deshidrogenasa 36,000
Albamina de hucvo 45,000
Albumina bovina 66,000

El sistema se¢ trabajo a corriente constante de 30 mAmpere por gel. Cada corrida
duré entre 4.0- 5.5 hrs. Posteriormente los geles se colocaron en una solucidn
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teftidora de azul brillante de Comumasic R-250 (Sigma Chemical Co. St Louis
AMo.). en una concentracion Jde Q0. 125%4 pry en una mezcla de ctanol al 5090, dcido
acético gla

al (10 01 vov) por espacio de 12 hrs. Despuds se lavaron los geles
con agua vy finalmoente se depe

ron en una sohs

m decolorante de dcido acético
glacial, ctanol y apua (1.5 111 7.5 v/v/v),

a) Detorminaciéon de los pesos moleculare

Para determinar los pesos moleculares (PN de los diferentes polipeptidos en
los geles de poliacrilamidis, s¢ recurria a la movibhidad relativa de Br proteina (Rf)
Hoefer Scientific Instruments (1990). Bl ostandar de proteinas de peso molecular
conawido se coloas para la electroforesis en ol carmil 1,y vna pratica de togariuno
de peso miolecular de las proteinas conoadas contra la movihidad o mugracion
relativa (que es 1a relacian que hayv entre Ia distancia recormida por la muestra v la
distancia recorrida por cada marcador de proteina de peso maolecalar conovido)
durante la clectroforesis, permite hallar ¢l peso molecular de
desconocida (1chninger, 1990).

In proteina

Rt = Distancia recorrida por la banda seleccionada
Distancia total recorrida por la muestra

La distancia ue se mide comprende donde se inicia ¢l gel de separacion hasta el
avance final de 1a curva que forma el azul bromotenol. Con los Rf obtenidos de
los polipéptidos de peso molecular conocido (tabla 20). s¢ clabord una curva
patrén en la cual por interpolacion de los RY de los polipéptidos problema se
conocid el peso molecular relativo de estos, mediante 1a ecuacion:

log P.M. ~ m(Rf) + b.
3.6) GRADO DE HIDROLISIS (G.H.)

El nivel del rompimiento de los enlaces peptidicos de una protcina por
tratamicnto enzimitico proteolitico se¢ puede determinar por mediciones del

contenido de nitrégeno soluble en una solucion de acido tricloroacético (TCA) al

<1



jo se realizd

10%6. A esta medicion se denomina grado de hidrolisis y en este trat
segun Yamashita (1970) y Edwards & Shipe (1978). con la modificacion ¢n ¢l
tiempo de agitacidon (5 hr.) . Se preparo una suspension al 196 (p/v) de CPM, se
tomd una alicuota de 1 ml y s¢ ensayO para determiinar o contenido de nitrogeno
por ¢! método de Kjeldahl, sicndo déste el nitrogzeno 1otal (N) contenido en [a
muestra original CPM. Postcriormente 10 ml de una suspension acuosa de CPM
modificado por la enzima al 126 p/v, s¢ mezclaron con 10 mb. de T'CA al 20% y
se puso en agitacion por 3 hrs. a temperatura ambicnte (207°C), se sometio a
centrifugacion a 3000 rpm durante 15 min. (Centrifuga Sorvall  RC-5) y el
sobrenadante se ensay o por el método de kjeldahl, siendo este ol nitrogeno soluble
en TCA del CPM modificado enzimaticamente. Por o que ¢l 2o de prado de

hidrolisis s¢ caleulo de acuerdo con la siguiente expresion:

%AGH = Nitrdageno saluble_en TCA al 10% X (100)
NT

El 2 GH del tratamicnto s¢ calculo de la diferencia del ©oGH del CPM sin
modificar y ¢! % GH del concentrado medificado cnzimaticamente, como sc

ilustra cn la siguicnte cxpresion:

AGHtrat = (%Gt del CPM) - (%GH modi ficados con enzima)

3.7) EVALUACION DE LAS PROPIEDADES FUNCIONALES

Sc cvaluaron diferentes propicdades funcionales del CPM y de los concentrados
proteinicos modificados enzimiticamente a los diferentes ticmpos de hidrélisis S,
10 y 30 min. Las propiedades funcionales que sc evaluaron fueron:

a) Solubilidad de Nitrégeno

Se prepard una suspension al 1% (p/v) de concentrado en agua destilada y se
ajusté en una scric de pH de 2, 4, 6, 8, y 10 con NaOH o HCl (0.1). La

Gl



suspension en ¢l pll deseado se mantuvo en agitiacion por 30 min o temperatura
ambicnte (20°C). Las suspensiones se cemtrifugaron a 5000 X g durame 15 min,
(Centrifuga Sorvall RC-5). 1l contenido de proteina solutnbizada se ¢
cl método del colorante ligado a la proteina (Bradiord. 1976). previa ¢

aluo por

aboracion
de una curva patron con albumina sérica bovina (S Choemical Coo St Touis

Mo.). Todas las pruchas se hicicron por triplicado

b) Capacidad de absorcidn de agua o aceite

1a mectodologia utilizada (Wang & Kinsclla, 1976) para ambas evaluacionoes
fuc similar, excepto La cantidad de accite (3 ml ) o agua (5 mlyutilizadas. A 0.5
gr. de concentrado se le anadia la cantidad de agua destilada o aceite de girasol
cotnestible comercial (1,.2,3) respectiva ya antes mencionada M se sometio a
maxima homogenizacion por dos min. ¥ posteriomente a 30 min. de reposo,
cnsepuida se centrifugaron a 1660 X g durante 25 min. posterionmente e midia la
cantidad de agua o accite  no absorbida por ¢l material vy por diterencia de
volumen con cl origginal se obtuvo la cantidad de agua o aceite absorbido. 1a cual

s¢ expresa como ml de agua o aceite absorbido por gramo de maternial

c) Actividad y Estabilidad de Emulsi ficacion

Formacion de cmulsion: Esta se realizo segun Cordoba-Salgado (1995). Se
prepard una suspension 2.5%0 (p/v) de concentrado de agua destilada. Previo a la
formacion de la emulsion, la suspension sc ajusté a unasericde pil de 2.4, 6.8 v
10, sec centrifugéd a 3000 rpm durante 5 min. y se tomaron volimenes iguales del
sobrenadante la suspension v de aceite de girasol comercial (1.2 .3}, v sc

homogeneizaron a mixima velocidad 20000 mm con un homogenizador Ulra
Turrax Junke Ika-werk durante 1 min.

Actividad de Emulsificacion: Una vez formada la emulsion, osti se sometié a
centrifugacion a 1300 x g durante 5 min. La actividad de emulsiticacion se
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obtuvo midiendo 1a altura (a la que se denomind 1) de i emulsion v Ty altura

() e la capa enulsificada que permancee después de a centrifu
vy Kinsella, 1976).

won (Wany,
Ambox ténnminos se relacionaron de ta sipguiente mancra

wActividad de = Hy. _dc_cmulsmu_nu..nun.. do_coenteifugac (100)
Emulisificacion inicial de l1a emulsion

Estabilidad de emulsiticacion: Uina vez formada la emulsion, se somatié a bano
maria por 30 min. a BOC, posteriormiente s¢ «ntrio a chorro de apua hasta 15°C
se centrifugd a 1300 x g durante S min. Para la evaluacion de la estabilidad se
emulsion antes del tratamiento térmnco v la altura (1)
remanente de la centritugacion, ambos términos s¢ relacionaron en la expresion

midio la altura (1) de

%Estabilidad de = Hp o : apa . remanente _de cmulsion (100)
Emulsificacion H Altura inicial de la emulsion

@) Actividad y Estabilidad de Espumado

Estas propicdades se¢ midicron sepin Paredes-1.6pez (1988) con algunas
modificaciones (en la velocidad: 12000pm ¥ en el Licmpo: 60 seg.). Se partio de

una suspension al 1 o (p/v) de concentrado. a suspension s¢ ajustd a una sene
de pil de 2, 4, 6, 8 y 10. 50 ml. de suspension a pll deseado se someticron a
homogenizacién ¢en un Ultra Turrax (125 Janke &

Kunkel) a una velocidad de
13500 rpm durantc 90 scgundos, posteriormente

s¢ midio ¢l volumen de la
espuma desarrollada, la capacidad de espumado

se expresd de la sipuiente
mancra.

XCapacidad = = 5 x (100)
de Espumado Vol. antes mezclar

Una vez que s¢ formd la espuma y se evalué la actividad de espumado, la
misma mucstra sirviéo para cvaluar la estabilidad. la cual s¢ midio dejando
G3



reposar por 30 min. la mucstra con la cspuma desarrollada, lucgo de este lapso se
midio et volumen de la cspuma remanente. 1a estabilidad de espumado se
expreso de la siguiente manera.

%Estabilidad =

—{Vol.desp. reposo - Yoll dinicial) x (100)
dae Espumado (Vol desp. mezclado - Vvol. inicial)

3.8) ANALISIS ESTADISTICO

El namero de repeticiones por tratamiento fue de un minimo de tres v en
algunos casos se¢ cvaluaron un maximo de 3 repeticiones comao en el caso de la
solubilidad de nitrogeno y la absorcion de agua y aceite.
prucba se analizaron por ANOV.A de una vi
dcl anali

1o resultados de cada
seguan el tipo de prucbha, ademuis
de Duncu, también se realizo andlisis de regresion lincal simple, por
medio del paquete computacional SAS (Statystical Analytical System)

El anilisis de Duncan sc realizé para cada pli. de acucrdo al tipo de prucha
estudiada. Por lo que para una mejor comprension de las tablis de resultados de
los diferentes tratamicentos, estos se analizan por columna o a un mismo pli.




IV RESULTADOS Y DINSCUSION

4.7 JCARACTERISTICAS QUIMICAS DEL CONCENTRADO PROTEINICO
OBTENIDO POR SUCCINILACION

El rendimiento obtomde del concentrado proteinico por succintlacion fue del
29.38% * 2.53. El resul

ado del AQP realizado gl CPA se presenta en la
siguiente Tabla, donde se compara con la hanna de sermrlla de amaranto obtenida

por clasificacion neumiitica (HPA) v del HIPA desengrasado (HIPAD)

Tabla 21.- Anatisis quimico proximal de Ia harina de semifla de amarante obtenida por
clasificacion neumatica (FHIPA), do) FIPA desengrasado (HEPPATY) v del cancentrado proteinico
obtepido por succinilacion (CPPN).

COMPONENTE HPAZ HIAD? CEPNT
55 § LU | 5 S L § S i %> S 1% § NN | -

HUMEDAD 2.0 (00! X2 00 467 :0 01
PROTEINA 24.3 0.7 26.76 263 0.4 28.GO 524G :1.52 55.02
GRASA 08 +0.0 10.79 0.8 10.0 0.87 215 :0.20 2.59
CENIZAS 7.5 100 8.26 %2100 891 302 :0.03 317
FIBRA CRUDA 9.8 0.0 10.79 103 500 11.20 N B R R} 315
CARBOHIDRATOS  39.4 43 39 46.2 50.30 3439 36.07

(1) T.os resultados son la mcdia + la desviacion estindar de tres réplicas
(2) Soriano-Santos y col. ( 1993).
(3) By BS corresponden a base humeda y hase scca respectivamente.

Como s¢ puede observar existen diferencias importantes en las composicion del
HPAD y el CPM. El CPM presentd bajo contenido de humedad (4.67 o). La
cantidad de agua presente depende del método de secado realizado durante Ia
succinilacion.  El contenido proteinico obtenido en ¢l CPM aumcnta en un
199.5% con rcspucto al HPAD, la razén de proponcr la obtencion de un
concentrado de harina de semilla de amaranto, a partir de una harma obtenida por
clasificaciéon neumaitica se debe a la comple;

dad que existe para concentrar las
proteinas de la semilla de amaranto, a consccucncia de su bajo conmtenido de
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proteina. Hasta ¢l momento no cxisten  valores de referencia del contenido
proteinico de concentrados y aislados obtenidos de diferentes fuentes  vegetales,
Se sabe que para cl cirtamo y la soya se considera que una harina de alto
contenido proteinico oscila entre el 50-60%0, un concentrado  entre 60-80% y un
aislado muis del R0%s de proteina  cruda, Debido a que los concentrados
comerciales de soya conticnen aproximadamente ¢l 70% de¢ proteina cruda o
Nitrogeno total (NT), cvaluada por el mdtodo de kjeldaht (Whitaker y
Tannenbaum; 1977), los concentrados de semilla de amaranto deberan presentar
aproximadamente ¢l misio contenido.  Originalmente, ¢l frijol de soya conticne
alrededor del 30 %o de proteina cruda o NT, en comparacion al 166 que contience
Ia semilla de amaranto. Comparativamente. ¢l HPA aporta tan solo ¢l 8126 de 1a
proteina que conticne ¢l frijol de soya, lo cuil representaria una desventaja para la
comervializacion del HPA. e igual forma, un aislado comercial de soya
conticne alrededor del 90% de proteina cruda |, por lo que se esperaria que un
aislado comercial de semilla de amaranto tuviese un contenido similar. Con ¢l
propésito de dar mayor cficiencia al proceso de aislamicnto del nitrogeno de la
semilla de amaranto, un paso intermedio de la concentracion de nitrogeno es ¢l de
obtener un material con un mayor contenido de proteina cruda comparable at
frijol de soya, lo cual se¢ ha logrado mediante ¢l sistema de clasificacion
necumatica, donde no hay modificacion significativa de las proteinas nativas
(Soriano-Santos y Cérdoba-Salgado, 1995).

Aunque ¢l contenido de protcina obtenido con la succinilacion es menor al
compararlo con un concentrado de soya, s¢ puedc considerar como concentrado;
otorgado por cl incremento de 1620 a 26.3 %, hasta el 52.46 %o de proteina
obtenida del grano, HPAD y CPM respectivamente.  Se sabe que la importancia
de las proteinas de amaranto reside en su contenido de lisina, en un estudio de
Delahaye y Gomez (1987), reportaron que modificando con 0.3 g de anhidrido
succinico/ g de proteina de harina de amaranto lograron modificar en un 42%b al
grupo £- amnino terminal de la lisina. Este antecedente puede indicar una posible
pérdida de Ia calidad nutritiva original que presentan las proteinas del grano de

amaranto.
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Con lo que respecti a los componentes restantes: cenizas, grasa | fibra cruda y
carbohidratos, se observo que en el CPM disminuyeron {ibra cruda y cenizas,
micntras que los carbobidratos s¢ mantuvieron en un porcentaje sinular, con
respecto al HPAD, ademis de un aumento on grasa, esto hace suponer que
durmante In succinilacion se perdicron materiales tales como aricares simples,
carbohidratos no asimilables, que pucde ser fibra cruda, almidon v minerales que
posiblemente quedaron en el precipitado a pil de 8.5 6 bicn solubitizados en ¢l
sobrenadante durante la precipitacion isocléctrica a pil de 3.

4.2) MODIFICACION ENZIMATICA PROTEOLITICA

a) EVALUACION CUALITATIVA DE LA MODIFICACION ENZIMATICA

La alteracion o moditicacion de las proteinas a polipéptidos mas pequeiios quoe
ocurre durante una protedlisis por tratamiento  crzimatico s¢ determino por
clectroforesis en geles de poliacrilamida-SDS: por lo que las mejores condiciones
para la modificaciéon enzimatica del CPM sc establecicron por propio criterio, al
observar Ia minima modificacion del patron original evaluado por cleatroforesis,
fucron 10 los niveles de ensayo para Ia tripsina y 4 para la a—quimotripsina.
los patrones de electroforesis que se observaron en los primeros niveles de prucha
mostraron grandes bandas de polipeptidos aglomeradas en ¢l fondo. sefial de que

1a proteolisis de la proteina fue severa dado que el tamaifio de cstos no pasaba el
14,200Kd de la

a—lactoalbumina, por 1o que en posteriores enisavos s¢ buscod
licgar al menor cambio sobre ¢l CPM.

En la Tabla 22, s¢ presentan las condiciones de concentracion de enzima-
sustrato para modificar minimamente ¢l concentrado succinilado de amaranto.
Las condiciones para modificar ¢l CPM con tripsina fucron de 0.25%/7%

(enzima/sustrato), con respeclo a  a—quimotripsina fue  de  0.37%a'5%
(enzima/sustrato). Asi mismo, en Ia Tabla 22 sc resumen las condiciones de T®



y pH necesarias para 1a reaccién ¢ inactivacion utilizadas para la modificacion del
CPM.

Tabla 22.- Condiciones de concentracion enzima-sustrato para modificar al CPM.

Enzima Reaccion Inactivacién Concentracion (“ep/p)
pH T (°C) T (C) t(min.) Enzima - Sustrato (CPM)

Tripsina 8.0 37 87 s 0.25 7

a-quimotripsima  B.0 37 87 s 0.37 s

En la Fig. 9 se mucstra ¢l perfil de clectroforesis en condiciones de
desnaturalizacton para los diferentes concentrados (a-guimotripsina, tripsina,
respectivamente a4 los 3 diferentes ticmpos de exposicion de hidrolisis). Asi
mismo, al observar la distancia que recorricron las bandas de proteina en el gel, se
procedié a calcular ¢l Rfs de cada banda del Dalton Mark, posteriormente
clabord una grifica de Rf's vs log P.M. de los polipéptidos conocidos (curva
standard: con valorcs promcdio de tres réplicas). El peso molecular de los

diferentes polipéptidos prescntes de cada muestra sc calculé a partir de la
ecuacion:

Los pesos moleculares de los diferentes polipéptidos detectados se encucntran en
la Tabla 23. En la Fig. 9, s¢ puede observar que para el cc ado succinilad
sin modificar (M), sc apreciaron muy 9 band: de las } S son
1as bandas principales ( IV, V1, VII, VIII, IX) quc costesponden a polipéptidos de
P.M. aparente de 34.36, 23.88, 17.78, 15.13, 1288 KDa respectivamente. En las
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lincas ABC se prosentan los perfiles de Jos concentrados modificados con «-

guimotripsina a los tiempos de exposicion de 5,10 v 30 min  respectivamients. on
Tos tres casos se reduce el numero de bandas a tres que corresponden al VL VI
¥ X1, tos cuales corresponden a un PA aparente de 17.78. 1513 v 12 XX KDu

respectivamoente.

Tabla 23... Peso Molecular aparcate calculado pars los difereates polipeptidos prescates oa fos

perfiles de electroforesis de los concentrad oa protemnicos de amaranto.

— adcs M. Cakoutado (Kl .

' &0 2
n 023
m 30 74
v M 30
v >

Vi 23 R%
vt 177
vt ISEE]
34 12 KK

Con respecto a la tripsina, las  lincas AB,C  presentan los  perdiles
electrofordéticos de los concentrados modificados con esta enzima a los ticmpos de
exposicion de 5, 10 y 30 min. respectivamentc: s¢ encontraron las bandas VI y
IX de P.M. aparente de 15.13 y 12.8% KDa. Los pesos moleculares aparentes
reportados por Cordoba-Salgado (1995). quicn en un cstudio de perfiles doe
solubilizacion de las proteinas de amaranio reporto el pertif de electroforesiis de un
concentrado de amaranto obtenido por succinilacion, bien pueden compararse con
las encontradas en este estudio, las tres bandas encontradas por Cordoba-Salgado
(1995), corresponden a lasbandas I, 1V, IX.
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Fig. 9.-Perfil de clectroforesis de los concentrados proteinicos de la semilla de amaranto,
modificados enzimidticamente con tripsina o a-Quimotripsina
S: Patrdm cstandar de polipeptidos .- Albamina sérica bovina, albumma de huevo, gheeraldchido
3-fosfato deshidrogenasa, anhidrasa carbanica, inhibidor de tripeina y a-lactoalbiamina, 66, 45, 36, 29,
20, 14.2 KDa respectivamente A Concentrado obtenido por succmnitacion. A13C: Concentrado
succinilado moddificado cnnamancamente a daferentes tampos de expeomicion 5. 10y 30 munutos
FOSPCCINAMCIIE CoN HPSIa o a-quimnotnipina.



D)EVALUACION CUANTITATIVA DE LA MODIFICACION ENZ IMATICA
(GRADO DI HIDROL I1S1S5)

En la Fig. 10 se muestrie ¢] o de prado de hndrolisis, ey aluacion cuantitativa
de la moditi

cion que sutno ol CEPM por el tratamiento cnizindatico. B donde e
observo ue las moditicaciones realizadas con tripsinag prescntacon los ran
hidroli

CPM muestra un 8 65%6 de hidrohsis, este valor es alto al que <o esperaria de una

w de

aparentes mas altos, continuands los tratados con v-quimatnipsina -}l

muestra que o ha sado tratada enzimaticamente, ko s col (1990 reportaron

un valor inicial de 1.35%0 en un trabajo realizado con un aslade de sova | Se

observa por los valores promedio que prosentaron los tratinnentos con trpani, su
alta especificidad, presentando una masor accion hidrolitica on comparacion con
la a-quimotripsina a los S min., aungque  posteriormente a los 10 v 30 man esa

diferencia de proteotisis entre ambas enzamas disiminus e

Los valores de ToGHE de las enzimas tnpsing ¥ (-quimotnipsitia proproraionan

una idea de la composicion de las cadenas polipeptidicas, se puede suponer que

existen un mador numero de los sitos de accion de rompimicnito parie Ly tnpsina
que para la c-quimotripsina o tambidn se exphea a Quie §a gipsina o una Cuzima
mis especifica . que la aequimotripsioag (Marquez-Noreno, Femader-
Cuadrado,1993).
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4.4) PROPIEDADES FUNCIONALES DE LOS CONCENTRADOS PROTEINICOS OE
AMARANTO MODIFICADOS ENZIMATICAMENTE

a) SOLUBILIDAD DE NITROGENO

La solubilidad de la protcina es una de las propicdades funcionales mas
importantes, dado que se constdera que la funcionalidad de las proteinas depende
en gran medida de su capacidad de solubibidad inicial. T.as curvas de solubilidad
en funcion del pH del CPM v los seis concentrados obtenidos enzimaticamente, se
mucstran ¢n la Fig. 11, Analizando ol pertil de solubitidad se observo que o pH
deido se presentaron valores de menor solubilidad con respecto al CPML a pH
neutro la solubilidad de los concentrados tripsina 5 min. v a-quiamotripsina 5 min
mgejord, en tanto a pll hasico los concentrados anterionuente mencionados se
auintuvicron ligerumente por debajo de los valores s altos que son los que fe

corresponden al patron.

En la Tabla 24 se presentan los valores del pertil de solubihidad a diferente pll
de los concentrados obtenidos, los datos estudtados indicaron que a pll 2 ¢ CPM
¥ ¢l modificado con a~quimotripsina a los S min.  s¢ presento ¢} valor promedio .
mas ajto a p 0.05. A pH 34, el concentrado tripsina a4 5 min. presento el valor
promedio mas alto. A pH 6 ¢l concentrado tripsina S min. v a-quimotripsina § ‘
min. presentaron los valores promedio mas altos (p20.05). A pH & v 10, ¢l

comportamicento es similar, ¢t CPM presento o] valor promedio mas alto, seguido

muy de cerca por los concentrados tripsina 5 min. y a-quimotripsina S min..

Para los concentrados modificados enzimuiticamente se encontroé que la mayor
solubilidad s¢ ticne en ¢l rango de pll ncutro (6 y 7), este comportamicnto es
similar al encontrado vn proteinas miofibrilares succiniladas de pescado, en
aislados modificados de avena, en gluten succinilado de trigo, cn aislados
succinilados de girasol (Cordoba-Salgado, 1995).
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Tabla 24 -Solubilidad de nitrogene de concentradox proteinicos de amaranto modificados
i ate on $on del piL

PH [ (ug de N/mD)]

Concentrado. 2 4 3] ] 10
Sin Moditicar 7496, 3701, 9% 83, 195, 13498,
a-qui- 5 min 1281, 2163, 12307, 128 83, 130 77,
motnp- 10 min a7 74, 2968, 7819, 7732, 7838,
sna 30 men aro1, 2111, 6953, 77 a0, 76 92,
Top- 5 min 57 47, 57 36, 129 55, 125 80y, 129 04,,
sina 10 min 1281, 12 54, 8527, 8772, 90 75,
30 man 1030, 898, 85 30, 86 99 8651y

Todos 102 vakres Gados $0n 1a Imedha de tres repetcione s
La desvieckan estandar €1 mancr al 5% ol valor promedo
. tevas guaies rdcan que las Medat 0C 10N 3ngdx sltvamente Mererses. Duncan (p<0 0%)

Se encontré que en general la solubilidad presento los valores mis altos al pil
de 8 y 10, continuando con ¢l de 6, 1o cual contrasta con ¢l comportamiento de
una alta solubilidad a pHl alcalino de concentrados preparados de amaranto
obtenidos por distintos métodos de sotubilizacton y de concentrados de ocra v
ajonjoli (Cordouba-Salgado, 1995).

Estos resultados son diferenies a foy esperados, si s¢ toma on cuenta que en base
a la bibliografia s sabe que en general ¢l perfil de solubilidad de una proteina
parcialmente hidrolizada mejora en toda su escala de pll. porque no forma
agregados voluminosos ain a plf isocléctrico. El aumento de solubilidad obtenido
por proteoélisis limitada se atribuye a la formacion de unidades mas pequeitas, mis
hidréfilas y mas solvatadas.  Chefict » col. (1989), Choi ¥ col. (19%2) han
informado, que la succinila;

on de las proteinas o8 una forma cficaz de
incrementar la solubilidad de un material proteinico. sin embargo los resultados
obtenidos ¢n el presente estudio indica que 1a hidrol

s moderada a fas cadenas
polipeptidicas, somectidas a una reaccion de acilacion repercute en la disminucion

de la solubilidad.  Se sugicre que este tendmieno sc debe a la liberaucion de




residuos hidrotobos, durante Ia aceion hidrolitica: se sabe que la solubilidad de las
profeinas s susceptible a1 cambios profundos, cuando se altera alguno de los

principales factores que la detenminan, como el grado de hidratacion, su densidad
108

y distribucion de cargas a lo largo de la cadena. por Ja presencia de compu
no proteinicos que proporcionan un clecto estabizante. Puski (1975) indicd que

ciunente prescitiron dano por calor, la

cn las proteinas de soya  tratadas enzima
cual se retlejo en la disminucion det Indice de Solubitidad de Nitrogeno medido

aunque la solubilidad se considera un factor smportante en ta

<.
funcionalidad de las proteinas, no es suficiente para explicar ¢l comportamiento
de cicrtas propicdades de superficie, va que [a hidrofobicidad juepa un papel
imporante.  Asi mismo Ia solubilidad de las protamas os ol resultado de Ia

influencia conjunta de los distintos factores que intervienen en cla v no se puede

aislar fiacilmenie uno del otro (Huidrobo y Tejada, 1992,

b) CAPACIDAD DI ABSORCION DE AGUA O ACEITE

En lo que respecta o Ia absorcion de agua, s¢ observo que Tos concentrados
modificados enzimaticanionte con  Z-quimotripsina o Iripsun., no o prosentaron
absorcion como tal. se encontrd una dispersion de los concentrados en ¢l agua.
Esta dispersion es total, dado que al somicter las mucestras a una centrifugacion, no
1 propiediid esinteresante s os¢ piensa en la

hay scparacion del material. K

utilizacion de este material en la preparacion de bebidas, cusa funcion sea la de

proporcionar turbidez.

En la Tabla 25 s¢ prescentan los resultados de absorcion de agua y de Ia
absorcion de aceite de los concentrados obtenidos. Los valores promedio de
dispersibilidad ¢n agua para todos los concentrados moditicados por la tripsina
son mas altos a p-70.05, siguiendo los valores de dispersibilidad de los
concentrados de a-quimotripsina, en comparacion a los que presento el CPM. Asi
mismo, sc observé que los concentrados obtenidos con a~quimotripsina no
. para

presentan diferencias significativas a los tres diferentes ticmpos de hidrolis
los concentrados obtenidos con tripsina ¢l comportamicnto fue ¢l mismo. Esta

7¢



clevada capacidad de dispersibilidad pucde explicarse debido a la alteraa de 1a
estructura de la proteina, al sutrr ndrobiss las cadenas polipeptidicas, torman

unidades polipeptidicas muis pequedas, mas hidrotilas v mejor solvatadas ( Chetiel
ycol, 1989).

‘Tabla 25.-Absorcion de agua o accite de concentrados protemnicos de amaranto por succinilacion
modificados cnzimaticamente

e agua Abaorcion de aceite
Cmides soncentiube

Kin moditicas

2t5s om!d

1= .0 x’»"
G-qumotnpsana
a %oun 1o3 . 0sh 17 e nab
» 10 mn 453 caostr [T
a 30 nun 4432 0ost™ 1KY 0024
Tnpsuns
a Soun 49 :00nn 17 s02b
a 10 nun. SO+ 00Y [NV b
a 30 pun,

<0 005 1KY - 0124

T trpresama muedea y Qe ios win sattenie de wes roplac e

b e com bearae gmales no sin Snticat vearras difereesss Ouanc an (¢ O 051

Con o que respecta a 1a absorcion de aceite, se encontras que los valores
promedio de absorcion mas alto a p0.05, lo prescrtaron los concemrados
obtenidos con a~uimotripsina a los 10 ¥y 30 min.y los concentrados con tripsina a
los 10 y 30 min, micntras que ¢l resto de Jos concentrados modificados
enzimiticamenice presemaron valores de absorcion de aceite similares al CPAN
Puski (1975) rabajo la hidrolisis enzimatica de proteinas de sova, reporntando que
en teoria, 1a dipgestion cnizimdtica de las proteinas incremema el numero de
polipéptidos con afinidad a la interfase agua-aceite, que se manificsta on el
aumento de 1a capacidad de absorcion de aceite, v esto tambien se retlcja en la
capacidad de  cmulsificacion  que  presentaron . coneentrados modificados
enzimiticamente en los trabajos de Sook y col. (1990) v Vodjani v Whitaker
(1994).
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Los valores de absorcion de aceite y agua del concentrado por succinilacion de
amaranto, se asemcian a los observados por Delahaye (1987) en concentrados de

amaranto, micntras que con Cordoba-Satgado (1995) solo se asemeja ¢l valor de

la absorcion de aceite on un concentrado sinular.

Das v Kinsella (1990) indicaron
a los valores de abrorcion de

QuUE parn una Imsma protei

o aceite obtenidos
pucden variar sepun ol método de extraceion empleado, asi

condicionces de medicion usado para su evaluacion

it

como el cquip y

c) ACTIVIDAD Y ESTABILIDAD D EMULSIFICACION

En Ia Fig. 12 s¢ mucstra ol perfil de la actividad de emulsion de los

concentrados de amaranto madificados cnzamaticamente en funcion del pli;, Al
analizar

por ranpos de pll se tuso que a pil acdo, todos los concentrados
presentaron ol mismo comportamicnto, o excepaeion del concentrado tripsina 10
min. el cual se cncontrd por debajo det CPA alos piT 2 v 3. A plH ocutro, todos
los concentrados obtenidos mostraron valores similares al CPNL mmuentras gque a

plH basico disminuycron su actividad de ecmulsion con respecto al patron,

En la Tabla 26 sc muestran los valores en porcentaje de ia actividad de
emulsificacion en funcion del plll que presentaron los concentrados proteinicos de
amaranto moditicados enzimaticamente; a ptl 2 los concentradon obtenidos en los
tratamicntos de tripsina a 30 min. y a-quimotnpsing S0 10 v 30 min. presentaron
los wvalores promcedio mis altos (pr 0.05). siendo los concentrados von a-
quimotripsina los que wivicron una adtividad de emulsiticacion por encima del
CPM. A pH 4, todos los concentrados tratados cnzimaticamente mostraron
valores promedio mas altos (p 0.05) de actividad de emulsion con respecto al
CPM. A pll 6 ¢l concentrado que supera la actividad del CPM ex ¢l obtenido con
tripsina a 30 min., mientras que el resto de los concentrados obtenidos presentaron
valares promedio (p~0.05) por debajo al del patron. cuyos valores promedio no
son significativamente diferentes. A pll 8 ¢l concentrado obtenido con «-
quimeotripsina a 5 min. presento el valor promedio mas alto (p70.05) de actividad
de emulsion en comparacion al CPM, mientras que ¢l resto de los concentrados
obtenidos los valores promedio (p- 0.05) son menores a los que presentd ¢l patron,
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A pll 10 todos los concentrados ohtenidos enzimats

promedio (p<0.05) de actividad de emulsion por abajo del PPN

amente mostraron valores

Tabla 26.- % Actividad y Estabilidad de emulsificacion de concentradas protcinicos de amaranto
modificadaos enzimaticamente en funcion del pil

pH
Concentrado 2 4 6 8 10
— A E A E A E A € .

Sinmodihcar 3725 5034 o od 50 24> 46 5°9 466 4734 an1* 50 S
@-qui- Smin 46 BP¢ a3 3eb a5 2 od 49 2+t a5 9¢ s00*  au2bc 373® az24s®
motrip-10min. 5124 2389 341  76°¢ ap1ab 579 406bc 36 19< 1419 297¢
sina 30 min. 49240 4730 356 331° 46 8%  a55° 3219  346°¢ sa? 106°
Trp- Smin. 393¢ 2309 17 6° 749 ased 4569 261 a0 g 1377 asabe
ana 10min 1619 2505¢ 26 4% 22445 253 50 30699 3498 80¢ 29 ac

30min  S32%* 366 30 8® 16 a¢ 5274 a7 7o 373¢  a54%® 262¢ 379>

Yw‘ ot valorers dados 30n la rreedia v la Ga 3N evandel de oS repetcones
a.al. a2 4 Letras iguates sxdcan Que las Mmedas No 1oN SGNBCat smente dferardes. Dund sn (<0 US)
Al Acmadad. €= Establdad

En general, sc observa que a pH 4 la actividad de emulsion s mcjorada por
todos los concentrados obtenidos con respecto al CPMM; v a pH 6 1a actividad de
cmulsion  presentd valores promedio  cercanos  entre si (46.3%5-52.7%a).
independientemiente del tipo de enzima y tiempo de hidrolisis empleados.
También se¢ observo que la actividad emulsificante que presentaron 1odos los
concentrados se encucntran por debajo del 52% (ver tabla 26). que es la mayor
desarrollada por este tipo de concemtrados.

Vojdani y Whitaker (1994) reportaron que la protedlisis limitada y especifica
de la B-lactogicbulina con diferentes proteasas pueden macjorar sus propiedades
i en relacio

a su proteina intacta en cspecial en su pumto
isocléctrico (pI). Por los resultados obtenidos en el presente estudio se coincide en

$o
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quc la hidrdlisis cnzimitica puede proveer a una proteina de propicdades

cmulsificantes, espoecialmente cerca del pl.

En Ila Fig. 13 sc mucstra ¢l perfil de Ia estabilidad de cmulsion de los

concentrados de amurantio modificados enzinmiiticamente en funcion del pH; a pH

acido todos los concentrados obtenidos presentan una estabilidad de emulsion
menor que ¢l CPM pero que va en aumento al subir ¢l pll. A pH ncutro, la
cstabilidad de cmulsion de los concentrados  obtenidos e mgejorada en
comparacién a la del CPAM, mientras que a pH basico esta propicdad se ve

disminuida por todos los concentrados con respecto al patron

Asi mismo., en la Tahla 26 s¢ prescentan los resultados obtenidos en la

estabilidad de emulsion que formé cada concentrado, donde bay
estabilidad en la zona de ¢l pH de 6-10, sin embargo estos valores promedio
(P<0.05) se¢ encucntran por debajo del 50%, esto significa que 1a formacion de las
emulsiones por los concentrados s posible pero su estabilidad disminuye. Puski
(1975) encontré que la capacidad de emulsion se incrementa con el tratamiento
enzimitico micntras que Ja estabilidad de emulsion decrece 'y explica que en
teoria la digestion enzimatica de las proteinas incrementa el numero de moléculas

una mnasor

peptidicas disponibles a la intefase aceite-agus v asi un drea oxtensa puede ser
cubicrta dando por resultado la emulsificacién de mas aceite | sin embargo estos
péptidos mis pequciios y menos globulares forman capas superdelgadas alrededor
de las gotas de accite lo que da por resultado una emulsion con baja estabilidad.

Todos los concentrados evaluados en general, presentaron buena actividad y
estabilidad de emulsion a pH{ 4 y 6. A pH 2 y 4 s¢ encontré que el concentrado
que presenta Jos valores promedio mas altos (p-20.05) de actividad +estabilidad es
el obtenido con a-quimotripsina 30 min., a pH{ 6 ¢ ¢l concentrado a-
quimotripsina 10 min., micntras quc a pH 8 y 10 ¢s el CPM.
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Una protedlisis parcial pucde mejorar las propicdades emulsionames de las
proteinas desnaturalizadas por el

calor, como en ¢l aislado proteico de soya
(Puski, 1975), estos cfectos, proviencn probablemente del aumento ot o
solubilidad dcl hidrolizado que facilita la difusion y extension on las interfascs
accite/agua y aire/agua. Sin ecmbargo, cuazndo ¢l grado de hidrohisis excede del 3-
%o, 1a viscosidad y cspesor de las peliculas protcicas, resultan aparentemente
insuficiente para estabilizar las cmulsiones y espumas (Cheflel y col, 1989); lo
anterior se hace evidente para los concentrados moditicados a los 510 v 30 min.,
donde existe una disminucion en la estabilidad, dado que et grado de hidrolisis

que presentaron los concentrados s¢ encuentran cn un rango de 6.27 a 29%q (fig,
9), y aunque se cnocontrd que en algunos  concentrados  la estabilidad de
cmulsificacion disminuve conforme a los tictpos de exposicion son mavores,

tambicn s¢ encontro gque a pll - hay estabilidad de emulsion,

Es posible que al pil en ¢l que s encucentran valores de bucha emulsificacion
los polipéptidos presentes en ¢l concentrado estén jonzados, permitiendo una
apertura de estox, a 1o largo de la interfase agua-aceite, abatiendo la tension
s icial y propiciando la formacion de emulsion. Datos en 1a literatura indican
que la estabilidad de emulsion es mala cerca del pl de una proteina v mejora a pit
distantes al pl, en teoria esto sucede como resultado del balanee de las fucrzas
repulsivas (cargas sobre las moléculas de las proteinas, que se¢ ven afectadas por
iones en solucidn) y fucrzas de atraccion (Juerzas hidrofohicns v de van der
Walls). Por 1o que 1a prediceion del comportamicento de una cmulsion a pl pucde

no scr muy confiable, dado que la carga nela sobre la proteina es cero (Vojdani v
Whitaker, 1994).

Los concentrados obtenidos pueden ser usados como sustituto parcial de algan
material emulsificante, cn la preparacion de un determinado alimento acido (tal
caracteristicas de buena

como la mayonesa, por e¢jemplo), principalmeme a pil de 4 y 6 por las
cmulsion y  estabilidad  que
concentrados a ¢se pH.

presemtaron cstos
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d) ACTIVIDAD Y ESTABILIDAD DL ESPUMADO

En Ia Fig. 14 sc muestra ¢l perfil de la actividad de espumado de los
concentrados de amaranto modificados ervzimaticamente en funcion del pli, al
analizar las curvas sc¢ encontrd que a pil acido y a pll neuatro. los concentrados
obtenidos con tripsina 5, 10 y 30 min. superaron la actividad de espumado que
presentd ¢l CPAL Micntras que a ose mismo intervalo de pll los concentrados e~
quimotripsina 5, 10 v 30 min. disminuyeron su actividad de espumado con

sico os el concentrado tripsina 30 min. ¢! ue prosentd

respecto al patron. A pH bi
una actividad mas alta que el CPM.

En la Tabla 27 se muestran Jos valores ¢n porcentaje de [a actividad de
espumado en funcion del pl, que presentaron los concentrados proteinicos de
amaranto modificados cnzinuiticamnente, a pift 2 y a pll 6 los concentrados
obtenidos en los trutamientos de tripsina & 5, 10 v 30 min. presentaron los valores
promedio mas altos (pr 0.05) en comparacion al CPA, micntras que a oste mismo
pll los concentrados obtenidos con a-quimotfipsina a 5, 10 y 30 min. tuvicron
una actividad de espumado por debajo del patron. A pll 4, los concentrados que
presentan valores promedio miis altos (pr0.05) de actividad de espumado son fos
obtenidos tripsina a 5, 10 y 30 min., mientras que los concentrados a-
quimotripsina mantienen valores promedio (p<0.05) con medias que no son
significativamente diferentes a las del patrdn. A pll 8 ¢l concentrado tripsina 30
min. mucstra valores promedio (p--0.05) mas altos de actividad de espumado con
respecto al CPM. A pll 10, los concentrados miodificados con tripsina a 10 ¥ 30
min. presentaron los valores promedio (p>0.05) mas altos que los que presentd el

patron.

Se¢ puede obscrvar quc esta propiedad funcional ¢s mcjorada por los
concentrados modificados con tripsina a los tres diferentes tiempos de hidrolisis
con respecto al sin modificar. micntras que con los concentrados modificados con
la a-quimotripsi pr aron una menor actividad en comparacion con el
CPM.
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Tabla 27.- % Actividad y % cstabilidud de expumado de co

neentrados proteinicos de amaranto
o en tm del pti
e e gt
Concentrado 2 2 6 8 10
£1 A E A E A E A _ _E
Sin madificar 353 33T 240 T20° 22t 91 a93* 34 2+ 394" 3229
a-qQui- Smin 2433 7s8® 260 arat 1wt 7270 7 33% Q 0o< 30 o8 a0 &
motp- 10 min 2409 58 o 24 7° 274 13 7€ 663° 10 7¢ [Xeais az o9 a2z
sina 3O mn 2339 61 ab 220°% as9 12a0¢ Tivab 107 000 < 36 7¢ 71 1¢
Tnp- Smin A2 7Y a6 9° a1 3% 96 0r aso* 07" 34 7° 28 6° a0 ob o8 5¢
ana 10 min A4 08 a1 o9 43 3% 931 393% 49 8¢ 35 7O 36 5 07 75520
30 min. 48 3% 36z A5 0% 8a5¢ A0 7" 656° as ot et 513 777
Todos 10% valOrns dados 20N 1a Madia ¥ 1a Gesnactdn e<tandar de tres Inpebciones
a b,
Al = Actividad. E£1 = Estabihdad

. cLeras iguales iIndican Qua las Madias MG 300 ncatvamanis dierontes. Duncan (peD 05}

En la Fig. 15 sc muestra ¢l perfil de la estabilidad de espuma de los
concentrados de amaranto modificados enzimaticamente en {uncion del pil, al

analizar las cunas se encontro, que a pll acido los concentrados obtenidos
tripsina 5, 10 y 30 min. presentaron una estabilidad de espuma mas alta que 1a del
CPM.

b

A pll neutro esta funcion se ve disminuida por todos los concentrados
dos con resy o a la cstabilid

1 dc espurna del patron,. A pll basico, 1a
cstabilidad de espuma que presentaron los concentrados se¢ ve diferenciada por la
zona de pll a la que se encuentre, a pil 8 todos los concentrados obtenidos se
encucntran por debajo del CPM, mientras que a pll 10 esta propicdad se ve
mcjorada por todos los concentrados con respecto al patrén.

Asi mismo, en la Tabla 27 sc prosemtan los resultados obtenidos en la
i estabilidad d¢ espuma que formé cada concentrado.

A pll 2. cl valor promedio
{p<0.05) mas alto d¢ In actividad + estabilidad de cspuma fue para ¢l conantrado
tripsina 5 min.,

a pll 4 los concentrados quc presentaron los valores promedio
mas attos son los obtenidos con tripsina S, 10 y 30 min. en comparacién con ¢l

)



CPM. A pll 6 sl igual que a pll R, todos los concentrados oblenidos presentan
valores promedio por debajo del patron. A pll 10,

quimotripsina 30 min.. tripsina 5, 10 y 30 min., presentaron los valores promedio
mas altos que cl CPM.

los concentrados -

Sc puede relacionar la menor actividad de espumado que presento el CPAM con
la minima solubilidad a pll 4-6, cste comportamicnto s

similar al obscervado por
Cordoba-Salgado (1995). con un concentrado también succinilado.

Aunque son numerosos los estudios (que sen

an la importancia de una alta
solubilidad de las proteinas para Que s¢ maniticsie una bucna actividad v
estabilidad espumante, se acepta que particulas proteinicas insolubles pucdan
tener un papel de estabilizacion en tas espumas, debido al incremento de alguno
de los factores qQuce intervienen en a fuormacion de tal propicdad, como es ¢l caso
del aumento de la viscosidad superficial, asi vomo la posibilidad que dan la
presencia de cargas cléctricas, provecadas por ¢l agente acilante durante la
succinilacion, asi como por las que aparecen por los aminodcidos que han sido
hidrolizados de las cadenas polipeptidicas y que presentan cargas. on donde la
aparnicion de atracciones clectrostiaticas intermoleculares que se producen en cl
perfil de pHl, aumentan ¢l espesor y 1a rigidez de las proteinas absorbidas en la
interfasc aire’/agua (Chefiel v col., 1989). Lo que explica ¢l comportamicnto de

los concentrados obtenidos en este trabajo con la moditicacion enzimatica.  PPara

los concentrados obtenidos con tripsina s¢ observa un aumento de la actividad y
estabilidad de ta espuma, incluso a

lores extremos de plH. sc pucde deber a 1a
presencia de cargas clectrostiticas, originadas por ¢l rompimiento de las cadenas
polipeptidicas de las protecinas originales, que ya habian tenido modificacion al ser
succiniladas. El comportamiento quc presentan los concentrados modificados, en
base a los rcsultados obtenidos, del cfecto del pl sobre las propicdades de
espumado, es cxtremadamente compleja, y solo podria especularse una
explicacion de lo que esti pasando en ¢l entomo. considerando la posible
existencia de determinadas cargas cléetricas proporcionadas por el rompimicento
de la enzima a los enlaces peptidicos ya conocidos, tales como lisina, arginina o
tirosina quc permiten enlaces hidrofilicos; triptéotano, tirosina, fenilalanina o
metionina qu ¢ son hidrofobos.
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Vojdani y Whitaker (1994), mencionan que la cstabilidad de espuma es mejor a
pl de¢ la proteina y se explica por la ausencia de fucrzas repulsivas las cuales
tienden a debilitar Ia fucrza y of espesor de las peliculas de la interfase entre cf gas
dec la burbuja y ¢l agua, permitiendo interacciones por enlaces hidrofébicos.
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CONCLUSIONES

Entre las estrategias Je mejoramicnto de Ias propicdades funcionales en las
1cion Gquimica, con agentes acilantes como

proteinas se ha estudiado la modifi
anhidrido succinico, anhidrido acéuco, cte., (Choi y col. | 1982) Donde ¢l grupo
nucledfilo por excelencia para estas reacciones, ex ¢l grupo g-amino de la lisina |
Este hecho resulta controversial, en ¢l caso del amaranto y de otros granos, v que
cs precisamente ¢l contenido de lisina en el grano de amaranto lo que otorga fa
clevada calidad nutricional de este grano. No obstante  otric estrategia para
mgjorar las propiedades funcionales de la proteina es la moditicacion enzimatica

(Sook:; Park ; 1990).

La aplicacion de envzimas proteoliticas s un atractivo medio de obtener ¢l
mejoramicnto de las propicdades funcionales de los alimentos sin deteriorar ¢l
valor nutritivo (Jimenez-IFlores y Richardson, 1986). T.a depradacion de la
proteina a péptidos generalmente proporciona un producto muas soluble; se sabe
ademuis, que las propicdades funcionales tales como el sabor, a viscosidad, ¢l
batido y amulsificacion ¥y Ia capacidad de cspumado son también  afectadas
(Marqucz-Moreno, Femandez-Cuadrado, 1993). tal como sc demostra en este

estudio.

Al analizar las diferentes propiedades  funcionalex  estudiadas  de  los
concentrados modificados cnzimaticamente, s¢ observo que 1a hidrolisis de
cnzimas provocan alteraciones en las propicedades originales de las proteinas. La
acilacion de las proteinas con ¢l anhidrido succinico resulta en una alta actividad
emulsionante; autores como Franzen y Kinsclla, 1976 Choi y col.,, 1981; Shuhn-
Sheen, 198R8; atribuyen cste comportamiento al aumento de las propicdades
supcrficiales (tension superficial en las interfases agua/aire o accite/agua) debido
al cambio de la carga neta de la proteina provocado por ¢l agente acilante, sin
embargo csta propicdad fuc superada por los concentrados modificados
enzimaticamente a pH 4 en general. En este caso la hidrolisis de las cadenas
polipeptidicas pucden liberar aminoacidos y con cllo cargas cléctricas afines; las
inserciones por tanto de estas cargas resultan en ¢l aumento de la repulsion entre

=K



las cadenas polipeptidicas generando ¢l desdoblamiento de la molécula, de csta
mancra los polipéptidos resultantes que son de naturaleza lineal y de diferemtes
tamafios pucden acomodarse en  las interfase agua‘sceite, actuando como
estabilizadores de emulsion, al orientar sus fragmentos polares en ¢l componentc
no polar de Ia emulsion y simultiincamente ocurre un fenameno similar con los

fragmentos no polares con la parte polar del sistema.

En la Tabla 28, s¢ presentan las propicdades funcionales obtenidas por los
concentrados modi Al modificarse
las propiedades funcionales que originalinente presentaba ¢l CPA por [a hidrolisis

ados cnzimaticamente con respecto al CPAML

fa alteracion dec la proteina nativa, ¥y por Jos
cizimatica del CPM cambia las

cnzimidtica, se hace cvidente

resultados obtenidos en osta estudio, Ia hidrolisi
propiedades funcionales iniciales. .a amphia gama de funcionalidad presente en

los concentrados pucede deberse al tipo de proteinas presentes,

Tabla 28.- Principales proplicdades fisicoquimicas de los concentrudos modificados

con proteasas con respecto al CPM.

Concentrado Cirado dar Solubilsdad Enspersitnbictad Abmorown Actividad Actividad
Huddrobas de nitidgeno en agua de scaate de emuluin  de cspramado
S mun. 627 pH 2-10 Ahn bucra pH: 2-8 _—
10 min 2169 — Alta buena pil 46
30 mm. 23 — Alta buena pil. 2-6 pHL:10
Trpsina:
Smm. 262 pH: 4-10 Alta bucna pH: 40 pH: 2-10
10 min 293 — Alta bucna pH: 46 PH: 2-10
30 pun. 29.57 —_— Ala bucna pil: 2-6 pH: 2-10
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CONCLUSIONES FINALES

1.) Las condiciones de concentracion de  enzima-sustrato  para  la
modificacion del concentrado obtenidas en este trabajo son: w-quimotripsina
[0.37%a, 5%, tripsina [0.25%. 7%].

2.) El % de grado de  hidrolisis de  los  concemrados  tratados
enzimdticamenic ¢s aparentemente proporcional al tiempo de exposicion a la
protedlisis, asi mismo se manifiesta en la alta especificidad de 1a tripsina, al
mostrar un valor clevado de 26GH a los 5 min. y mantener en los valores de 10 y

30 min. una leve diferencia entre si.

3.) La solubilidad dec nitrégeno que  presentaron los  concentrados
modificados a-quimotripsina o tripsina fue mayor solubilidad en ¢l rungo de pti
de 5-7. Destacando los concentrados modificados a los 5 min. de hidrolisis,
independientemente del tipo de cnzima utilizada,

4.) Los concentrados modificados presentaron dispersibitidad en agua, asi
mismo la absorcion de accite se mejord por los concentrados madificados con a-
quimotripsina a 10 y 30 min. y co la tripsina a 10 y 30 min.

5) Los concentrados modificados con tripsina, son los que presentaron la
mayor actividad de cspumado, aunada a una bucna estabilidad que en general
presenta.

6) Los concentrados modificados en gencral presentaron una  bucna
actividad y alta estabilidad de ecmulsionapli de 6. 2 y R

7) Los concentrados modificados enzimaticamente a los 5 min. son los que
presentan las mejores propiedades funcionales con respecto al CPM y el resto de
concentrados modificados.
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ANEXO 1

A continuacion se presenta la lista de las soluciones empleadas durante la téenica de
clectroforesis en geles de poliacrilamida on presenciin de dodecil sultato de amiomo en gradicnte
lincalde 10 y 20°0

Solucion # 1 Solucion  #2 Solaciaon #3

B0%T, 2.7% Bis.) Soluciaon mondamero en glicerol Running gel buffer
al 7590 (30°T, 2.7% 0 Bis) (1.5\1 tris<cl pH ~8.8)

Acrilamida 584 g Acrilamida 584 Tris 366 g
Bis 1.6 p Bis 1.6 Agua a 200 mi
Agua 200 mt. Gilicerol 76%6 a 200 ml. ajustar a pll 8.X con
Guardar en oscuridad Giuardar en oscuridad HCH

a 4°C. a 4°C. Guardar en oscuridad

a 4°C,

Solucién #4 Solucion #S Solucion #6
SDS al 10% Persulfuto de amonio al 10% Buffer para empuaquetamients
SDS s0g Persulfato de NH 0sg Trs-base 6 pr.
HyO a 5ml H O a S mt 11,0 a 100 ml.

T° ambicente preparar continuamente pH de 6.8
Solucion #7 Solucion #8
Sotucion tenldora Seoluciéon decolorante
Metanol al 50% 908 ml. Ac. acético glacial 225 ml
Ac. acético glacial 92 mil. Eianotl 180 mi
Azul coomasic R-250 1.25g H,0 2625 mi.

mezelar:

[}H,O + Ac. acdtico glacial} + Etanol

a4




Sotucion  #9

Buffer de Tanque

(0.025 M tris base, pII=83
0.192 M Glicina, 0.1 % SDS)

Tris buse 1R e

Glicina RG6.4 g

Solucion #43 60 ml

H,0 a 6 I

pH de 86

Solucion  #11
Bromolenol
H,0O a

100 my.
10 ml

Solucion #10
Tratamicnto de desnaturalizacion
(.125 N1 tris-cl, piI=6.8
20%% Glicerol, 4% SDS,

1% 2-mercaptoctanol)

Solucién  #6 2.5 ml
Solucion  #4 £ mi.
Glicerol 2 ml.
Z-mereapltoctanol 1 mi.
Solucion #11 .25 ml.
H0O a 10 mil

Para la formacion de los geles en gradiente lineal se utilizaron las siguicntes soluciones en

el orden de adicion on el que aparecaent ¥ sus respectivas cantidades:

10%

s67 m
425 ml
017 ml
o X3 ml
37w
o W

20%
1.3 ;e
225 mi
017 ml
116 m
37
6w

racion /7 eing
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