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RESUMEN

La fraccidon proteinica total de la semilla de chia ha presentado algunas propiedades
funcionales por lo que se ha propuesto que esta fraccion podria ser utilizada como
aditivo alimentario, sin embargo, deben estudiarse todas las fracciones proteinicas para

poder ampliar este margen de funcionalidad y encontrar un uso comercial.

Se realiz6 la caracterizacion bioquimica y la evaluacidon de las propiedades funcionales
de globulinas obtenidas a partir de la semilla de chia (Salvia hispanica), para lo cual se
efectud la extraccién de estas proteinas en una solucion de cloruro de sodio, seguida
de una precipitacion con sulfato de amonio. El contenido de proteinas en este extracto
fue del 62.05 + 0.40%, lo que permite nhombrarlo como un concentrado proteinico de
globulinas de chia, seguido de los carbohidratos asimilables, los cuales ocuparon un
35.6 %, lipidos y cenizas con un 2.0 + 0.5 y 0.35 + 0.005 % respectivamente, mientras

que la fraccion de carbohidratos no asimilables o fibra cruda, no fue detectada.

Las globulinas que conforman al concentrado de chia tienen pesos moleculares entre
61.1y 14.2 kDa y la mayoria de estas proteinas tienen caracter acido. La solubilidad en
funcion del pH de este concentrado fue minima (5.5 + 0.07 %) a pH 6 y maxima a pHs 2
y 10, mientras que la capacidad de retencion de agua de este concentrado fue de 1.9+
0.09 % a pH 4, 1.840.09 % a pH 5.29 y de 3.5+0.09 % a pH 7, encontrandose una

correlacion directa entre la solubilidad y esta propiedad.

La formacion y estabilidad de las emulsiones se vieron influenciadas por el pH y la
concentracion de la proteina. A pH 4 se observo una estabilizacién del 70.5 % de la
emulsion a una concentracién del 0.125 % de proteina, mientras que para las
emulsiones a pH 7, la estabilidad se incrementé, a medida que se incremento la

concentracion de proteina.




La formacion de espuma del concentrado de globulinas de chia, fue mayor a pH 4
(292.6 %) que a pH 7 (280 %), sin embargo, a pH 7 se observdé una mejor estabilidad

de la espuma.

Se realiz6 también la comparacion de las caracteristicas del concentrado de globulinas
de chia, con las de un producto comercial de proteinas de soya (APPENSOL),
obteniéndose mejores resultados para el concentrado de chia en cuanto a la capacidad
de retencién de aceite y propiedades emulsificantes y espumantes a pH 4 y 7, por lo
que el concentrado de globulinas de chia puede utilizarse como sustituto del aislado de
soya (APPENSOL) a estos pHs, en productos donde las propiedades emulsificantes

son importantes, por ejemplo productos carnicos.




INTRODUCCION

La preferencia que tenemos de un alimento sobre otro, se basa en los atributos
sensoriales que podemos percibir en ellos, tales como apariencia, color y textura. Las

proteinas participan como parte funcional en la expresion de estos atributos.

Tradicionalmente, se han utilizado proteinas de origen animal en la fabricacion de
alimentos, sin embargo, la atencion se enfoca cada vez mas hacia fuentes no
convencionales como en el caso de las proteinas de origen vegetal, en donde la
investigacion sobre nuevas proteinas funcionales se ha incrementado. Muchas
proteinas provenientes de cereales y semillas han demostrado tener propiedades
funcionales que actuan de manera importante en la fabricacion de alimentos
(Damodaran, 1994; Hall, 1996). En esta misma linea de investigacion se encuentran las
proteinas extraidas de la semilla de Salvia hispanica o, también llamada salvia

espafola, Artemisa espafola, mexicana, o simplemente chia.

Las semillas de chia provenientes de las plantas llamadas Salvia hispanica L., Salvia
polystachya O, Salviacarduacea L y otros miembros de la familia Labiatae tuvieron
usos alimenticios, medicinales, cosméticos, artisticos, etc., por las diferentes culturas
prehispanicas, de tal forma que llegaron a ser junto con el maiz, el frijol y el amaranto,
uno de los cultivos mas importantes de este periodo, sin embargo las variedades de la

chia y sus diferentes usos cayeron en el olvido.

La semilla de esta planta ha sobrevivido mas de 500 afios lejos de las grandes
ciudades y ha tomado relevancia nuevamente, desde que se encontré que posee un
elevado contenido en acidos grasos w-3, importantes en la alimentacién y salud
humana; por otro lado, se considera a la chia una fuente de proteina de facil absorcion
y digestion (Cachill, 2003; Ayerza y Coates, 2005).




Investigaciones recientes han determinado que su calidad nutrimental como unica
fuente de proteinas en adultos no esta limitada, sin embargo, en nifios de edad
preescolar es pobre, ya que es deficiente en lisina, una aminoacido esencial para el

desarrollo humano.

Por otro lado, el extracto proteinico total (albuminas, globulinas, glutelinas y
prolaminas), asi como la fraccion de glutelinas, presentan propiedades funcionales muy
interesantes, como son las altas capacidades de retencion de agua y aceite, lo que las

hace importantes dentro de la industria de los aditivos alimenticios (Olivos, 2005).

La chia, al ser una fuente no convencional de materia prima para la industria de los
alimentos, puede ser importante potencialmente, por lo que es conveniente estudiar sus
fracciones proteinicas. La informacion bibliografica reportada con relacion a las
propiedades bioquimicas y de las propiedades funcionales de la fraccion de las
globulinas es minima, si bien de acuerdo a Olivos 2005, representan la segunda

fraccion mas importante de las proteinas solubles de la chia.

En estudios previos se han reportado las propiedades funcionales de la fraccion de
globulinas de algunos vegetales como los chicharos (Koyoro y Powers, 1987), lentejas
(Bora, 2002), semilla de colza ( Gueguen, y col, 1990), semilla de canola (Gruener e
Ismond, 1997), chicharo silvestre (Aluko y Yada,1995) y frijol blanco del norte ( Sathe y
Salunkhe,1981).

El presente estudio estuvo enfocado a determinar las caracteristicas bioquimicas y
funcionales del extracto de globulinas de la semilla de chia. Esto permitira conocer el
uso potencial de las globulinas de esta importante semilla, dentro de la industria de los
alimentos. Asimismo, esta informacién contribuira al retorno de la importancia del cultivo

de la chia en México.




1. -MARCO TEORICO

En Mesoameérica, la cual es considerada como uno de los principales centros de
domesticacidon de diferentes especies de plantas, hay evidencia de que la agricultura
existia en el valle de Tehuacan alrededor de 9000 a. C. En particular, la chia se
convirtié en un cultivo basico en el Centro de México entre 1500 y 900 a. C.

Entre los aztecas (de acuerdo a la Cronica de la Nueva Espafa escrita en 1554), la
chia, el maiz, frijol y amaranto, constituian los granos mas importantes de los cuales se
derivaban sus dietas bésicas; la chia fue tan importante para estas culturas que junto
con los granos antes mencionados, formaba parte de los tributos ofrecidos a los

aztecas por los pueblos conquistados (Ayerza y Coates, 2005).

Desafortunadamente, el consumo de esta semilla se abandono, a tal grado que en la
actualidad su produccion a nivel nacional apenas alcanza las 300 toneladas de semillas
producidas anualmente, mientras que en la época prehispanica parece haber sido de
alrededor de 10,000 toneladas (Reforma, 2006).

1.1 USOS DE LA SEMILLA DE CHIA

La literatura reporta 150 formas de uso etnoboténico que se le daba a la chia antes del
afio 1600 y 79 formas de uso después de este afio (Cachill, 2003). La fuente de esta
informacion esta incluida en los codices del siglo XVI, escritas por naturalistas, estudios
etnograficos e informacién etnobotanica, la cual identifica 120 especies. Esta
informacion fue dividida en 4 categorias de uso: culinario, medicinal, artistico y
religioso/cultural (Cachill, 2003).

1. - Usos culinarios: la chia formd parte importante en la alimentacion habitual de las
culturas prehispanicas, fue utilizada como semilla entera, harina de la semilla, el
mucilago de la semilla y su aceite. La semilla era molida y convertida en harina, la cual
era incorporada en tortillas, tamales y bebidas. Actualmente la semilla se utiliza

comunmente en la preparacion de bebidas.




2. - Uso medicinal: Para los aztecas, la chia también tuvo mucha importancia como
producto medicinal. Los Cdédices Florentino y Badianus describen el uso de la chia, sola
0 con otras hierbas medicinales, para el tratamiento de diferentes enfermedades. La
chia era utilizada en infusiones de la semilla entera, formé parte de muchas
preparaciones medicinales como cataplasmas para las heridas de bala. El uso de la
chia para tratamientos respiratorios y obstétricos era mas marcado antes de 1600,
posteriormente, su uso se enfoco en el tratamiento de infecciones y obstrucciones

oculares.

3. - Uso artistico: El aceite de la chia conocido como chiamatl fue usado como
cosmeético. Este aceite era componente de unglentos debido a sus propiedades
emolientes. También era utilizado como una base para pinturas, ademas de que era un

componente basico en la pintura para el cuerpo de los aztecas.

4. - Uso religioso: El aceite era utilizado para la pintura de los cuerpos de los
guerreros, asi como ingrediente basico en la preparacion de bebidas durante las

ceremonias religiosas o sociales (Ayerza y Coates, 2005; Cachill, 2003).
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Fig. 1.1 Usos de la semilla de chia en la época prehispénica. Para inducir el parto en la
época prehispanica, las mujeres que estaban por dar a luz bebian una mezcla de agua
de chia y carne de cola de tlacuache. Cadice florentino, libro Xl, f.171v. digitalizacion,
pared LAS CHIAS SAGRADAS DEL TEMPLO MAYOR DE TENOCHTITLAN.




1.2 BOTANICA

La Salvia hispanica o chia, es una planta perteneciente a la familia Lameaceae, nativa
del suroeste de California, Texas, México y América Central. Es una planta anual de
verano, las formas silvestres se dispersan a través de la Sierra Madre Occidental de
Sonora y de Chihuahua. Existen otras variedades que también pertenecen a esta
familia como lo muestra la Tabla 1.1 (Romero, 2006; Ayerza, 2005); su clasificacion

taxonomica puede verse en la Tabla 1.2.

Tabla 1.1 Variedades de chia, nombre comun y nombre cientifico #

Nombre comin  Nombre cientifico | Nombre comun Nombre cientifico

Chia Salvia hispanica L Chia cimarrona S. dugesii F

Chia S. polystachya O Chia de campo S. columbariae B

Chia S. carduacea L Ch.|a d? S. columbariae B

California
Chia S. lanceolata B Chian /chiyant S. hispanica L
Chia Azul S. cyanea B Chia de Colima Hyptis suaveolens L.
grande

Chia cimarrona S. angustifolia C Chia gorda Hyptis suaveolens L.
Chia cimarrona S. privoides B Chiagrande  Hyptis suaveolens L.
Chia cimarrona S. tiliaefolia V Chia de chapata Amaranthus leucocarpus W

4(Ayerza, 2005)

En México, crece en bosques de juniperos, encino, pino, pino-encino, y otras especies,
a una altitud aproximada de 1900 m. La chia crece en condiciones tropicales y
subtropicales, su crecimiento anual es de 1 m, es sensible a las heladas y resistente a
climas secos; florece de julio a agosto, y sus flores son hermafroditas. Este tipo de
plantas crece bien en tierras arenosas humedas o arcillosas bien drenadas. (UDSA’s
plants database, 2007; Hortiplex Plant Database, 2007; Ayerza y Coates, 2005).




Tabla 1.2 Clasificacion cientifica de la planta Salvia hispanica L"

Reino Plantae

Subreino Tracheobionta —Planta vascular
Super division | Spermatophyta — Planta de semillas
Division Magnoloiphyta — Planta con flores
Clase Magnoliopsida — Dicotiledonea
Subclase Asteridae

Orden Lamiales

Familia Lamiaceae (familia de la menta)
Género Salvia L (Sage)

Especie Salvia hispanica L

® Hentry y col 1990.

El cultivo de Salvia hispanica Unicamente se encuentra reportado en el estado de
Jalisco, aunque se sabe que otros estados de la Republica mexicana como Puebla,
Michoacan y Sinaloa también han tenido produccion de ésta y otras especies de chia.
La Tabla 1.3 nos muestra como ha variado la produccion de chia en el estado de
Jalisco desde el afio 2001 hasta el afio 2006. (SAGARPA, 2007).

Tabla 1.3 Produccién de chia en el estado de Jalisco.

2001 2002 2003 2004 2005 | 2006
Superficie sembrada (Ha) 300 300 300 250 15
Superficie cosechada(Ha) 300 300 300 250 15
Produccion (ton) 900 600 900 600 37.50
Rendimiento (Ton/Ha) 3.00 2.00 3.00 2.40 2.50
Precio Medio Rural ($/Ton) 4,500 1,450 2,700 3,800 7,800
Valor de la Produccion 4,050,000 | 870,000 | 2,430,000 | 2,280,000 | - |292,500
(Miles de Pesos)

Anuarios estadisticos agricolas; SAGARPA (Delegacion Jalisco); SIAP / SIACAPW

1.3 COMPOSICION.

Las semillas de chia tienen ventajas nutritivas Unicas. Bushway (Bushway y col., 1981),
Ayerza (Ayerza y Coates 2005) y Olivos (Olivos, 2005), reportan el analisis proximal de

dos especies distintas de la semilla de chia, el cual se observa en la Tabla 1.4:




Tabla 1.4 Composicion de las semillas de chia Salvia hispanica y Salvia polystachya

Composicion Porcentaje
Salvia Salvia Salvia hispanica®
hispanica’  polystachya? P
Jalisco Sinaloa
Humedad 4.31 +0.116 5.94 5.72
Grasa 30.4 29.80 + 0.87 | 32.23+£0.08 | 29.61 + 0.07
Fibra 27.5 18.00+ 0.64 | 34.59 + 0.07 | 45.88 +0.02
Ceniza 4.61 4.61+0.03 5.96 £ 0.06 | 4.65+0.47
Proteina 20.7 23.60 24.60 + 0.25 | 19.59 + 0.27
Carbohidratos 40.29 18.70 2.62 0.27
Fosforo 0.69+0.01
Calcio 0.54+ 0.01

Fuente : 1 Ayerzay Coates, 2003; 2 Bushway y col., 1981; 3 Olivos, 2005

La composicion de la chia es comparable con la de los 5 mejores cereales del mundo
(Tabla 1.5). Sus componentes son significativamente mas altos en proteina, lipidos,
fibra y cenizas, al compararlo con los otros cultivos. Cabe mencionar que el contenido

de lipidos de la chia es excelente como fuente de &cidos grasos omega—3.

Tabla 1.5 Comparacion entre la composicion de la semilla de chia y la composicion de
distintas fuentes vegetales

Fuente® %Proteina | %Lipidos |%Carbohidratos | %Fibra %Cenizas
Arroz! 6.50 0.52 79.15 2.8 0.54
Cebada’ 12.48 2.30 73.48 17.3 2.29
Avenal 16.89 6.90 66.27 10.6 1.72
Trigo® 13.68 2.47 71.13 12.2 1.78
Maiz* 9.42 4.74 74.26 3.30 1.20
Chia®® 20.70 30.4 40.29 27.5 4.61

1 Departamento de agricultura de los Estados Unidos; 2 Weber y col,1991;
3 Ayerza y Coates, 2003

La fracciéon proteinica de la semilla de chia varia de un 19 a 24 %, este porcentaje es
comparablemente favorable con el de oleaginosas, leguminosas y cereales. Se ha
determinado que los aminoé&cidos de la proteina de chia no tienen factores limitantes en
la dieta de las personas adultas (Bushway y col, 1981), sin embargo, recientes

investigaciones han determinado que su calidad nutrimental como Unica fuente de




proteinas para nifios en edad preescolar es pobre, ya que no cumple con los patrones
de requerimientos en lisina establecidos por la FAO/WHO/UNU (1985) (Olivos, 2005).

La Tabla 1.6, muestra el analisis de los aminoacidos de la semilla y harina de chia

realizada por Ting (Ting y col, 1990) y Olivos (Olivos, 2005), respectivamente.

1.4 MUCILAGO

La semilla contiene alrededor del 5 % de fibra soluble, que aparece como mucilago
alrededor de la semilla al colocarla en agua. Este polisacérido esta compuesto de D-
glucosil, D- xilosil y acido 4-O- metil - a-D- glucopiranosilurénico (Ayerza, 2003; Lin y
col., 1994).

1.5 PROTEINAS.

Las proteinas son macromoléculas complejas que pueden constituir el 50 % o mas del
peso seco de las células vivas y tienen un papel fundamental en su estructura y funcion.
Para la mayoria de las proteinas, los aminodcidos constituyentes pertenecen a un
grupo de 20 diferentes aminoacidos unidos por enlaces peptidicos. Nueve de estos
aminodcidos se obtienen de la dieta y son conocidos como aminodcidos esenciales.

Los otros 11 pueden ser producidos por el organismo y no es necesario ingerirlos.

Las proteinas, sobre la base de su composicion, se pueden dividir en 2 clases:
proteinas simples, que producen Unicamente a-aminoacidos después de una
degradacion hidrolitica completa; proteinas conjugadas, que por degradacion producen,
ademas de a-aminodacidos, un grupo no peptidico organico o inorganico llamado grupo

prostético.

Las proteinas del primer grupo se pueden subclasificar con base en la solubilidad y

composicién de los aminoacidos.
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Tabla 1.6 Perfil de aminoacidos de la semilla y harina de chia

Harina Patron de
L desengrasada a.c EL referencia
L L R e adulto®
Sinaloa® GrEEL ) | e g i, (9/16 g. N)
Asp 7.6 7.4 6.50
Trp 0.5
Thr 3.4 3.2 2.93 0.9
Ser 4.9 4.4 4.20
Glu 124 13.7 13.78
Gly 4.2 4.0 3.99
Ala 4.3 4.4 4,12
Val 5.1 5.3 4.41 0.3
Cys 1.8 1.4 0.33 1.7
Met 1.8 14 1.99
lle 3.2 3.4 3.66 1.3
Leu 5.9 5.9 5.82 1.9
Tyr 7.5 7.5 1.48 1.9
Phe 7.5 7.5 4.01
Lys 4.4 3.6 4.14 1.6
His 2.6 2.5 2.16 1.6
Arg 8.9 8.6 8.07
Pro 4.4 3.9 2.94
Total 80.6 79.5 74.53

! Olivos, 2005; ?Ting y col,1990 ; "FAO/WHO/UNU,1985 ; © extraccién con disolvente ;

4 extraccion con prensa.

Las proteinas presentan cuatro niveles de estructura:

1. - Estructura primaria: se refiere a la identidad, cantidad relativa y secuencia de

aminodcidos de la cadena peptidica.

2. - Estructura secundaria: se refiere a la orientacion geométrica de la cadena

polipeptidica que sirve como esqueleto del polimero indicando las estructuras de hélice

alfa, hoja plegada paralela o antiparalela y estructura al azar.

3. - Estructura terciaria: se refiere a la arquitectura tridimensional completa de la

proteina, incluyendo la orientacion de cualquier grupo prostético.
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4. - Estructura cuaternaria: que considera la unién no covalente de dos o mas cadenas

polipeptidicas idénticas.

Existen fuerzas estabilizadoras que le proporcionan a las proteinas una estructura
definida, como son los enlaces peptidicos en la estructura primaria, los puentes de
hidrégeno y disulfuro en la estructura secundaria, interacciones covalentes (puentes de
disulfuro) y no covalentes (puentes de hidrégeno, fuerzas de atraccion electrostatica e
interacciones hidrofébicas) en la estructura terciaria y en la cuaternaria en donde la
mayoria son interacciones hidrofébicas y electrostaticas (puentes salinos entre

diferentes especies monomeéricas de la proteina) (Bohinski, 1991).

1.5.1 GLOBULINAS

Las proteinas presentes en las semillas usualmente se clasifican en cuatro grupos de
acuerdo a su solubilidad en solventes especificos usados sucesivamente para Su

extraccion:

Las albuminas, las cuales son solubles en agua; las globulinas, las cuales son
extraidas en soluciones de cloruro de sodio (NaCl); las prolaminas, solubles en etanol
al 70 % y las glutelinas, las cuales son solubles en soluciones basicas (pH 12) o acidas
(pH 2) (Cheftel,1998; Branlard y Bancel, 2007).

En granos de cereales, las principales proteinas de almacenamiento usualmente son
las prolaminas, mientras que en los granos que no provienen de cereales, tales como
las leguminosas, usualmente predominan las globulinas, las cuales llegan a ocupar de
un 35 a 72 % del contenido total de proteina, y tienen una propiedad de balance

nutricional (Waggle y col., 1989; Utsumi, 1992).

Las globulinas pueden subdividirse en 2 clases, 7 y 11S, basados en sus coeficientes
de sedimentacién (Wright, 1998), la globulina 11S, es la proteina predominante en

plantas dicotiledoneas (Pernollet y Mossecaa, 1983).
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En su estructura secundaria, las globulinas poseen fracciones con bajo contenido de
estructura a - hélice y alto contenido de estructura p - plegada, esto ultimo tiene una

importancia relevante en el plegamiento interno de estas macromoléculas.

Sin embargo, las propiedades de superficie (tension superficial, de emulsificacion,
retencidon de aceite y caracteristicas espumantes de las proteinas, entre otras), son mas
variables que las propiedades fisicoquimicas (como viscosidad, gelificacion, solubilidad,
entre otras), entre las globulinas de plantas monocotiledéneas y dicotiledéneas.

(Marcone, y col., 1998).

1.6.- PROPIEDADES FUNCIONALES DE LAS PROTEINAS.

Las propiedades de los productos alimenticios tienen un especial interés en la
aceptacion del producto por el consumidor. La apariencia, tamafio, forma, textura,
consistencia, viscosidad y palatabilidad son algunas de las caracteristicas externas y

fisicoquimicas importantes en todos los productos alimenticios.

El fabricante selecciona sus ingredientes y los procesa para obtener las propiedades
deseables en el producto terminado. La habilidad de un ingrediente alimenticio para
interactuar con otros e impartir propiedades deseables a un sistema de alimentos es

conocida como funcionalidad.

Los alimentos son sistemas complejos que estan formados por distintos componentes,
tales como proteinas, grasas, carbohidratos y sales minerales, los cuales influyen en las
propiedades funcionales. La funcionalidad en un alimento es el resultado de la
interaccidn entre estos ingredientes, sin embargo, se considera que las proteinas tienen
una funcién muy importante y quizas mayoritaria en la imparticién de estas propiedades
(Wijeratne, 2005).
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La contribucién funcional de una proteina a la calidad sensorial de un alimento no se
limita a una sola propiedad fisicoquimica, sino a la manifestacion de una compleja

interaccion de multiples propiedades (Damodaran, 1994).

Las propiedades funcionales de las proteinas, pueden clasificarse en 3 grupos

principales:

1) Aquellas que son dependientes de las interacciones proteina — agua, también
llamadas propiedades de hidratacion, las cuales incluyen absorcion y retencién
de agua, dispersibilidad, solubilidad, entre otras.

2) Aguellas que dependen de las interacciones proteina — proteina o

hidrodindmicas, tales como, viscosidad, gelificacion, texturizacién, entre otras.

3) Y las propiedades de superficie se refieren a la tensiébn superficial de
emulsificacion, retencién de aceite y caracteristicas espumantes de las proteinas
(Cheftel, y col., 1989).

1.6.1 SOLUBILIDAD

Termodinamicamente la solubilidad de una proteina, bajo condiciones dadas, es la
concentracion de proteina en el solvente en un sistema Unico o de dos fases

(interacciones proteina — proteina o proteina — solvente) en el estado de equilibrio.

La solubilidad puede determinar las condiciones Optimas de extraccion y purificacion de
las proteinas, asi como para la separacion de fracciones proteinicas. La solubilidad,
bajo distintas condiciones, también da una buena indicacion de las aplicaciones

potenciales de las proteinas.

El grado de insolubilidad es tal vez, la medida mas practica de la desnaturalizacion o de

la agregacion proteinica.
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Entre las propiedades funcionales de las proteinas, la determinacion de la solubilidad es
de primordial importancia, pues influye en otras propiedades de las proteinas tales
como espumado, emulsiones y gelificacion, ya que en general las proteinas requieren
tener alta solubilidad para obtener resultados satisfactorios en dichas determinaciones
(Halling, 1981; Vojdani, 1996).

1.6.2 RETENCION DE AGUA

La determinacién de la capacidad de retencion de agua de una proteina alimentaria, es
de gran importancia en la industria de los alimentos. Esta propiedad no solo determina
la aceptabilidad de un producto alimenticio dado (textura, jugosidad, etc.), también

determina el margen de ganancia.

Muchos alimentos contienen hasta un 90 % de agua, por lo que una buena capacidad
de retencion de ésta es esencial. Muchos consumidores tienden a elegir productos que

no muestren pérdida de liquidos en el empaque.

1.6.3 RETENCION DE ACEITE.

La capacidad de retencion de aceite de una proteina esta determinada por la estructura
de la matriz proteinica, asi como por el tipo de grasa y su distribucién. Las interacciones
entre las proteinas y la grasa también son muy importantes, ya que éstas pueden
afectar la estructura del gel (propiedades gelificantes), asi como la distribucion y/o

emulsificacion de la grasa.

Una formulacion que resulte pobre en la capacidad de retencion de agua y aceite puede
traducirse directamente a pérdidas de liquidos durante el procesado (coccion,

congelamiento, etc.).
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1.6.4 PROPIEDADES EMULSIFICANTES

Las emulsiones son dispersiones en dos liquidos no miscibles, de los cuales uno se
encuentra bajo la forma de pequefias gotitas dispersas y el otro bajo la forma de una
fase continua dispersante. La mayor parte de las emulsiones alimenticias son del tipo
aceite en agua (O/W) por ejemplo, margarinas y mantequillas o bien agua en aceite
(W/O), como por ejemplo la leche, pero su estructura es mucho mas compleja, ya que
en muchos sistemas de alimentos los sdlidos son una parte importante de la matriz

(por ejemplo en las salchichas) (Cheftel y col., 1989; Hill, 1996).

FORMACION DE EMULSIONES: El agua y el aceite son inmiscibles debido al
incremento desfavorable de energia que ocurre cuando la estructura del agua es
perturbada por contacto con agentes externos no polares. El nivel minimo de energia
de un sistema se obtiene cuando el area de contacto entre los dos liquidos inmiscibles
es minimizada, esto se logra con la adicién de agentes emulsificantes, los cuales tienen
la funcién de disminuir la energia asociada con la dispersién final de las gotas de aceite

en agua.

Los agentes emulsificantes son moléculas anfipaticas, las cuales tiene una porcion
soluble en agua y otra porcidn soluble en solventes no polares. Este tipo de estructuras
tiende a maximizar el contacto de los grupos polares y minimizar el contacto de los

grupos hidrofébicos con el agua.

Las proteinas contienen ambos tipos de residuos de aminoacidos, polares y no polares
y pueden ser adicionados como agentes emulsificantes. Estas proteinas se adsorben
en la interfase agua/ aceite y aportan propiedades fisicas y reoldgicas (espesamiento,
viscosidad, elasticidad - rigidez) que determinan la resistencia de las gotitas a la

coalescencia.
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Asi mismo, segun el pH de la disolucion se produce una ionizacion de las cadenas
laterales de los diferentes residuos de aminoacidos y estos aportan fuerzas
electrostaticas favoreciendo la formacion e incremento de la estabilidad de la emulsion
(Mangino, 1994; Cheftel, 1989).

1.6.5 PROPIEDADES ESPUMANTES

Las espumas tienen un amplio campo de aplicacion en la industria alimentaria, en
productos como merengues, crema batida, algunas pastas, helados, souflés, la espuma

de la cerveza o incluso el pan.

Las espumas en batidos alimenticios son dispersiones de gas, que se encuentra como
burbujas o celdas de aire, en una fase continua liquida o semisdlida ( ver Fig. 1.2)
(Cheftel, 1989).

La interfase gas /liquido creada mecanicamente, al igual que en las emulsiones esta
formada por delgadas capas liquidas llamadas laminillas, las cuales constituyen una
pelicula, formando asi, las paredes de las burbujas. La inestabilidad de esta interfase
provoca la coalescencia de las burbujas de gas y por lo tanto la eliminacion de la
espuma. Este hecho hace necesaria la presencia de tensores que disminuyan la

tension de la interfase, evitando asi la coalescencia de las burbujas.

Fig. 1.2 Representacion de la estructura de una burbuja en el espumado.
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Existen 2 tipos de agentes de superficie utilizados para evitar la coalescencia de la

espuma:

Agentes surfactantes o detergentes: son pequefias moléculas anfipaticas, las cuales
generalmente no interactdan con sus vecinos, esto evita el desequilibrio del sistema,
difundiéndose rapidamente hacia la regién delgada de la pelicula en contra del
gradiente en la tensién superficial. Los agentes surfactantes arrastran una capa de
liquido interlaminar, asociandola con sus grupos polares dentro de la parte delgada o

estrecha de la pelicula. Esto proporciona densidad a la pelicula.

En contraste, las proteinas se adsorben en la interfase e interactian unas con otras,
estableciendo interacciones hidrofobicas, electroestaticas y puentes de hidrégeno, con
el propésito de formar una capa adsorbida viscoelastica y consistente. Las moléculas
de proteina que forman la capa adsorbida, pueden sufrir una deformacién para

mantener estable el sistema.

Existen 2 fases distintas en el espumado de las proteinas; la primera se relaciona con la
efectividad que tienen las proteinas en la encapsulacion del gas (formacién de
espuma), y la segunda se relaciona con el tiempo de vida de la espuma creada

(estabilidad de la espuma).

Una proteina puede tener una excelente capacidad de formacion de espuma, pero ésta

puede no ser una espuma estable y viceversa

1.7 FACTORES QUE AFECTAN LAS PROPIEDADES FUNCIONALES DE LAS
PROTEINAS

Son 3 los factores que afectan las funciones de las proteinas:
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1. - FACTORES INTRINSECOS DE LAS PROTEINAS: que incluyen la conformacion, el
tamafio, la forma, la composicién y la secuencia de residuos de aminoacidos, la carga y
distribucion de carga, la proporcion hidrofilica / hidrofobica de los residuos de
aminodacidos, el contenido de estructura secundaria y su distribucion, los arreglos
terciarios y cuaternarios de las macromoléculas, las interacciones inter e intra
subunidades y la razon de la rigidez/ flexibilidad de la proteina en respuesta a

condiciones externas.

2. -TRATAMIENTOS DE PROCESADO DEL MATERIAL CRUDO: tales como cambios
de pH y temperatura de precipitacion de las proteinas, solventes de extraccion
utilizados en la extraccion de lipidos, adicion de &lcalis, acidos o sales, tratamientos
enzimaticos, secado y reduccion de tamafo de las muestras para la obtencion de

harinas.

3. - CONDICIONES DE APLICACION: como condiciones ionicas, pH, concentracion de
proteina, temperatura, métodos y tiempo de mezclado, centrifugado, equipo utilizado,
entre otros (Hall, 1996).

La mayoria de las propiedades funcionales de las proteinas, afectan la calidad de
textura de un alimento y juegan un importante papel en la determinacion de su
comportamiento fisico durante la preparacion, procesamiento y almacenamiento
(Damodaran, 1997).
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2. -ANTECEDENTES

La globulina 11 S, est4 formada por multiples sub- unidades (Derbyshire y col.,
1976).

La globulina 11S es la proteina predominante en plantas dicotiledoneas (Pernollet y
Mossecaa, 1983).

El peso molecular de globulinas solubles en sal, de plantas dicotiledéneas, se
encuentra entre 300 y 370 kDa y estd compuesta por multiples subunidades (Marcone y
col., 1998).

La mayoria de las subunidades que componen a las globulinas 11 S de plantas
dicotiledéneas tienen pesos moleculares entre 20 — 27 kDa y 30- 39 kDa, y
corresponden a las subunidades basicas y acidas respectivamente (Marcone y col.,
1998).

Las globulinas presentan una relativa alta estabilidad a la temperatura, ya que sus

temperaturas de desnaturalizaciéon van de 83.8 a 107.8 ° C. (Marcone y col., 1998).

Las globulinas pueden subdividirse en 2 clases, 7 y 11S, basados en sus
coeficientes de sedimentacién (Wright, 1998)

Las globulinas son la segunda fraccion de proteinas solubles mas abundantes

extraidas de la semilla de chia (Salvia hispanica) (Olivos, 2005).

La temperatura maxima de desnaturalizacion de la fraccion de globulinas de la chia
es de 124.98 °C, lo que hace que ésta sea la de mayor estabilidad térmica en

comparacion con el resto de las fracciones solubles (Olivos, 2005).

No existen mas datos reportados acerca de la fraccion de globulinas obtenida a
partir de la semilla de chia (Salvia hispanica).
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3. -OBJETIVOS E HIPOTESIS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar las globulinas de la semilla de chia, Salvia hispanica, empleando
procedimientos bioquimicos y evaluando las propiedades funcionales de estas
proteinas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Obtener un extracto proteinico rico en globulinas a partir de las semillas de chia.

<\

Purificar a la (s) globulina (s) extraidas de la semilla de chia.

v' Determinar propiedades bioquimicas del extracto proteinico tales como peso
molecular, punto isoeléctrico y composicion de aminoacidos.

v' Determinar la efectividad funcional de las proteinas extraidas mediante pruebas
de propiedades funcionales establecidas como solubilidad, capacidad de
retencion de agua y aceite y propiedades de emulsificado y espumado.

v' Comparar las propiedades funcionales del extracto con un producto comercial de
soya.

v' Establecer una posible aplicacion de estas proteinas dentro de la industria

alimentaria

HIPOTESIS.
La caracterizacion bioquimica de la fraccidbn de globulinas de chia, asi como la
evaluacion de sus propiedades funcionales, nos permitira establecer el uso potencial

que pueden tener estas proteinas en la industria alimentaria.
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4. -METODOLOGIA
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4.1 OBTENCION Y CARACTERIZACION DE LA SEMILLA DE CHIA (Salvia

hispanica)

Se utilizé6 una muestra comercial de la semilla de chia (Salvia hispanica), comprada en
la central de abastos del Distrito Federal, a la cual se le realiz6 una inspeccion visual y
limpieza de material extrafio y semillas contaminantes. Posteriormente se mand6 una
muestra para su identificacion botanica y anexo al sistema MEXU (Herbario Nacional de

México).

Las semillas y la harina desgrasada fueron almacenadas en recipientes de plastico

cerrados para su posterior estudio.

4.1.2 OBTENCION DE HARINA Y DESGRASADO

La semilla de chia fue molida en un molino para café (Braun KSM 2, EUA), separando
las particulas gruesas, las cuales se molieron nuevamente, repitiendo el proceso dos
veces mas. La harina obtenida fue desgrasada mediante el método de Soxhlet con
diclorometano por 5 horas a 40 °C con 3 recambios de solvente de extraccion durante

este periodo de tiempo.

4.1.3 HOMOGENIZACION DE LA HARINA

La harina desgrasada fue molida nuevamente y tamizada por una malla de 0.5 mm de

diametro.

4.2 COMPOSICION

Se realiz6 el analisis de la composicion proximal de la harina de chia sin desgrasar, del
extracto proteinico de globulinas obtenido a partir de la harina desgrasada, y de la
muestra comercial utilizada como patron de referencia durante las pruebas de

propiedades funcionales.
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Se determinaron la humedad, cenizas, lipidos (extracto etéreo), proteinas, fibra cruda y
carbohidratos (determinados por diferencia) de acuerdo con métodos oficiales descritos
por la AOAC (1995). Para determinar la humedad residual del extracto de globulinas, se
utilizé el método de secado por estufa al vacio, para evitar dafiar a las proteinas. Las

determinaciones se realizaron por triplicado.

4.3 ELIMINACION DEL MUCILAGO

No se realizé la eliminacion del mucilago previo a la extraccién de las globulinas, la
eliminacion de una cantidad de polisacarido se efectué durante el proceso de extraccion

de las globulinas.

4.4 EXTRACCION DE LA FRACCION DE GLOBULINAS DE LA SEMILLA DE CHIA

La harina desgrasada se utilizd para el aislamiento de las globulinas, de acuerdo con el

siguiente procedimiento:

A 50 g de la harina desgrasada de chia se le adicionaron 800 mL de una solucion salina
(NaCl 0.5 M), dejandose en agitacién durante toda la noche. Posteriormente se realiz6
una centrifugacion. Al sobrenadante obtenido se le realiz6 una primera precipitacion,
saturando la solucion al 25 % con sulfato de amonio (2 h, 4 °C). Esta solucion se
centrifugd nuevamente, el sobrenadante se utiliz6 para una segunda saturaciéon y el
precipitado se resuspendid en la solucion de cloruro de sodio de extracciéon y se dializo
contra agua destilada (para eliminacion de sales) por 48 h a 4 °C, haciendo 5 recambios
de agua durante el proceso de dialisis. Transcurrido este tiempo, la solucion se
centrifugd, el sobrenadante se descartd y el precipitado se liofiliz6 y guardd a

temperatura ambiente para su posterior analisis.

El sobrenadante obtenido después de la primer saturacion, se sometio a una segunda
precipitacion de proteinas, saturando la solucién al 75 % durante toda la noche (18 h) y

se centrifugd nuevamente.
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El sobrenadante se desechd y la pastilla se resuspendié en 200 mL de solucion de
extraccion, el cual se dializé contra agua destilada por 48 h a 4 °C (con 5 recambios de
agua durante el proceso). Al finalizar el tiempo de dialisis, la mezcla se centrifugé
recuperando la pastilla y el sobrenadante, los cuales se guardaron siguiendo el proceso

anterior.

Los procesos de centrifugacion se llevaron a cabo en la ultracentrifuga Beckman
modelo XL-90 a 30,000 rpm por un tiempo de 20 min. a 4 ° C. Para los procesos de
didlisis se utilizaron membranas de celulosa Spectra/Por con un tamafio de poro de

3500 kDa, Spectrum Laboratories, Rancho Dominguez CA.

4.4.1 RENDIMIENTO

El rendimiento se obtuvo a partir de 50 g de harina y la precipitacion directa al 75 %, el

extracto obtenido fue liofilizado y pesado.

4.5 CARACTERIZACION BIOQUIMICA DEL CONCENTRADO DE GLOBULINAS DE
CHIA

4.5.1 DETERMINACION DE PESO MOLECULAR

Se realizaron geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE), para verificar la
presencia de proteinas en los extractos y en el sobrenadante final obtenidos durante el
proceso de extraccion.

Se empled un equipo de electroforesis modelo Mini-PROTEAN Il Cell de Bio-Rad. Los
geles se hicieron al 12 % de poliacrilamida, de acuerdo al método de Laemmli (1970).
Se utilizé un kit estdndar de marcadores de peso molecular (Sigma Market Low Range),
que incluye las siguientes proteinas: albumina sérica bovina (66 kDa), ovoalbumina de
huevo de pollo (45 kDa), gliceraldehido — 3 — fosfato deshidrogenasa de musculo de

conejo (36 kDa), anhidrasa carbdnica de eritrocitos bovinos ( 29 kDa), tripsinégeno de
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pancreas bovino (24 kDa), inhibidor de tripsina de soya (20 kDa), a-lactoalbumina de
leche bovina (14.2 kDa), aprotinina de pulmones bovinos ( 6.5 kDa), para estimar el
peso molecular de las proteinas problema. El gel fue tefiido en azul brillante de
Comassie R-250.

4.5.2 DETERMINACION DE PUNTO ISOELECTRICO.

Para la determinacion del punto isoeléctrico se utilizé un gel de agarosa PhastGel
(Healthcare IEF 3-9), empleando un equipo PhastSystem™ Pharmacia Biotech. El gel
corrio a 15 °C por 2 h. Se utilizé6 un kit de marcadores de punto isoeléctrico estandar
(Amersham Biosciences) que contiene las siguientes proteinas: amiloglucosidasa (pl
3.50), rojo de metilo (indicador pl 3.75, no aparece en el gel al final de la tincién),
inhibidor de tripsina de soya (pl 4.55), B - lactoglobulina A (pl 5.20), anhidrasa carbonica
B bovina ( pl 5.85), anhidrasa carbdnica B humana ( pl 6.55), mioglobina de caballo
(acida pl 6.85), mioglobina de caballo ( basica pl 7.35), lectina acida de lenteja (pl 8.15),
lectina neutra de lenteja (pl 8.45), lectina béasica de lenteja (pl 8.65) y tripsinogeno (pl
9.30), para estimar el Pl de las proteinas problema. El gel fue tefiido con azul de
Coomasie de acuerdo con la técnica nimero 200 desarrollada por PhastSystem™

Los geles fueron analizados en el programa QUANTITY ONE 4.6.3 de BIORAD para
obtener los respectivos pesos moleculares y puntos isoeléctricos de las proteinas del
concentrado de globulinas de chia.

Una vez que se analizaron los resultados obtenidos de la caracterizacidon bioquimica, se
decidié realizar la precipitacion directamente al 75 % de saturacion con sulfato de

amonio.
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4.5.3 COMPOSICION DE AMINOACIDOS

La composicion de aminoacidos o perfil de aminoacidos, fue determinado en los
laboratorios de Quimica Bioldgica en la Universidad de Ciencia y Tecnologia de Lille en

Francia, mediante una colaboracion con el Instituto de Quimica.

4.5.4 DETERMINACION DE pH

La determinacion de pH del concentrado de proteinas de chia y del aislado de proteinas

de soya se realizo de acuerdo al método # 943.02 de la AOAC.

Se pesaron 10 g de muestra y se homogenizo con agua destilada pH 7 durante 2 min. a
20000 rpm (POLITRON TISSUE TEAROR modelo 985-370, Biospec Products Inc.). La
solucion resultante se llevé a un volumen de 100 mL y se agitd con agitador magnético
a temperatura ambiente por 30 min. Se registr6 el pH con un potencibmetro

(Conductronic pH 120). La medicion se realizo por triplicado.

4.6 PURIFICACION PARCIAL DE LAS GLOBULINAS.

La purificacién parcial de las globulinas se realizé mediante una cromatografia de
filtracion en gel, la cual se basa en la migracion diferencial de las proteinas
(aprovechando sus variaciones de tamafo) a través de la fase sélida estacionaria,
compuesta de cadenas poliméricas entrecruzadas de dextrano o poliacrilamida
entrecruzadas. La estructura polimérica entrecruzada proporciona una malla porosa
tridimensional a cada granulo, siendo el tamafio de los poros determinado por el grado

de entrecruzamiento.

La facilidad de entrada y el grado de penetracion dentro de un granulo y por lo tanto, la
extension en que el movimiento de los solutos se retarda, sera funcién de las
diferencias entre los tamafos de los poros y tamafos moleculares de los solutos,

siendo las moléculas chicas retenidas en la columna un tiempo mayor.
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Los solutos con dimensiones moleculares mayores que los poros mas grandes de los
granulos de gel no penetraran en la fase estacionaria y pasaran directamente a traves

de la columna disueltos en la fase movil (Bohinski, 1987).

El extracto liofilizado de globulinas, se solubilizé en la misma solucion reguladora
utilizada para equilibrar la columna. Muestras de 2.5 mL (lo que corresponde al 1 % del
volumen total de la columna) del extracto crudo disuelto de globulinas, fueron colocadas
en una columna de cromatografia de filtracion en gel ( Econo system Fraction collector
modelo 2110, Econo Pump modelo EP-1 de Bio-Rad). Se utiliz6 una resina de
Sephacryl S—-200 (Pharmacia, Biotech), la cual tiene un rango de fraccionamiento de
1x10° a 2x10° kDa, para empacar la columna ( 1.6x 125.2 cm) y se equilibré con una
solucion reguladora de fosfato de sodio 0.05 M mas NaCl 0.15 M a pH 7 la cual
contenia EDTA 2 mM y PMSF 1mM.

La columna se calibré haciendo pasar en primer lugar el dextran azul para calcular el

volumen muerto de ésta.

Posteriormente se hicieron pasar a las proteinas estandar (Pharmacia Biotech) de bajo
peso molecular: albumina sérica bovina (BSA, 67 kDa), quimotripsinégeno A (25
kDa),ovoalbumina (43 kDa) y ribonucleasa (13.7 kDa), obteniéndose una curva
estandar. El proceso de elucion de la solucién reguladora hacia la columna se hizo a
temperatura ambiente a un flujo de 48 mL/ h; se colectaron fracciones de 5 mL y se
midi6 la absorbancia a 280 nm (espectrometro Spectronic Génesis Milton Roy). De la
gréfica de perfil de elucion obtenida, se colectaron los picos por separado, después se
junté cada pico, se concentr6 (Amicon division, Beverly, M.A.), utilizando una
membrana de tamafio de poro de 10 kDa. Se centrifugd y el sobrenadante se guard6 en
fracciones de 1.5 mL a —20 °C hasta su utilizacion.
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Se realiz6 un gel desnaturalizante de poliacrilamida, para verificar la presencia de
proteinas en los picos obtenidos, se utilizaron las mismas condiciones que para los

geles realizados anteriormente.

4.7 ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES FUNCIONALES DEL
CONCENTRADO DE GLOBULINAS DE CHIA.

El extracto crudo liofilizado obtenido de la precipitacion directa al 75 %, fue utilizado

para la evaluacion de las propiedades funcionales.

Una muestra comercial de proteinas de soya (APPENSOL), se empled como patrén de
referencia durante las pruebas de propiedades funcionales. Esta muestra fue donada
por NUTRER (Industria de Aditivos Alimentarios). Se buscé una muestra comercial de
proteinas de soya, ya que la mayor parte de las proteinas de esta fuente vegetal estan
clasificadas como globulinas (Wijeratne, 2005), lo cual nos permite compararla

efectivamente con nuestro extracto.

De acuerdo al fabricante, el aislado fue obtenido por precipitacion isoeléctrica de las
proteinas a pH 7.

4.7.1 SOLUBILIDAD EN FUNCION DEL pH (Popineauy col., 1988 con ligeras

modificaciones).”

Existen diferentes métodos para determinar la solubilidad de una proteina y todos se
basan en determinar la cantidad de proteina que se solubilizé en agua u otro solvente

bajo condiciones definidas, mediante diversas técnicas tales como, el método de

*

El volumen total de muestra utilizado en estos ensayos fue de 5 ml, mientras que los utilizados por Popineau y col
fueron de 50 mL.
La temperatura de reposo en la metodologia original era de 4 °C, durante el presente estudio se realiz6 a
temperatura ambiente, ya que las proteinas de chia se agregan y precipitan a bajas temperaturas
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Kjeldahl, Biuret, Bradford, Lowry, etc., y expresada en diferentes unidades de acuerdo a
la metodologia utilizada (Cheftel y col.,1989; Vojdani, 1996).

Se prepararon soluciones al 1 % (p/v) del concentrado de proteina de chia en un
volumen total de 5 mL, se les ajustdé a valores de pH en un intervalo de 2 a 12 con
NaOH 0.5 M y HCI 0.5 M. Las soluciones se colocaron en una placa agitadora a 120

rpm por 30 min. a temperatura ambiente.

Después de este tiempo se ajusta nuevamente el pH y se agita por 1 hora mas,
haciendo el respectivo ajuste de pH cada media hora, inclusive al final del tiempo de
agitacion. Al terminar el tiempo de solubilizacion de las proteinas a los diferentes pH’s,
las muestras se dejaron en reposo toda la noche (15 h) a temperatura ambiente, para
asegurar su completa solubilizacion. Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas

a 10000 rpm por 30 min.

El precipitado fue desechado y al sobrenadante se le cuantificé inmediatamente
proteina soluble, empleando el método del acido bisinconinico BSA (albumina de suero
bovino) para microplacas de Pierce (ver anexo 3). En forma paralela se llevaron a cabo
las pruebas con el aislado de proteinas de soya a la misma concentracién y en las
mismas condiciones experimentales, los resultados se reportan como % de proteina

soluble. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

4.7.2 PERFIL ELECTROFORETICO EN FUNCION DEL pH

A los sobrenadantes obtenidos de cada ajuste de pH, se les realizd geles
desnaturalizantes de poliacrilamida SDS-PAGE, en un equipo de electroforesis modelo
Mini-PROTEAN 1l Cell de Bio-Rad. Los geles se hicieron al 12 % de poliacrilamida, de
acuerdo al método de Laemmli (1970). Se utilizé un kit estandar de marcadores de bajo
peso molecular (Bio-Rad), que contenia las siguientes proteinas, Fosforilasa b 97.4
kDa, Albumina sérica bovina 66.2 kDa, Ovalbumina 45 kDa, Anhidrasa carbodnica 31

kDa, inhibidor de tripsina de soya 21.5 kDa y Lisozima 14.4 kDa, para estimar el peso
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molecular de las proteinas problema. Los geles fueron tefiidos en azul brillante de
Comassie R-250 y analizados con el programa QUANTITY ONE 4.6.3 de BIORAD, para

la determinacién del peso molecular de las proteinas observadas en cada gel.

4.7.3 CAPACIDAD DE RETENCION DE AGUA ( Bora, 2002).

Existen diferentes métodos para determinar la capacidad de retencion de agua y aceite

tales como los que se muestran en la tabla 4.1.

Tabla 4.1 Métodos utilizados para determinar capacidad de retencion de agua y aceite

CAPACIDAD DE RETENCION DE AGUA | CAPACIDAD DE RETENCION DE
ACEITE

Métodos de presion Métodos de presion

Método de succién capilar Método de Coccion / procesado

Método de absorcion / rehidratacion Pruebas de emulsificado

Métodos 6pticos Métodos épticos

Microscopia Método de extraccion con solventes
Microscopia

(Barbut, S, 1996):

Esta determinacion se realizé por el método de centrifugacion a alta velocidad, el cual
se considera un método de presion. Con este método se cuantifica la cantidad de agua

gue permanece unida a la proteina hidratada después de aplicar una fuerza externa.

Se pesaron 500 miligramos de proteina de chia y/o soya que se dispersaron en tubos
para centrifuga de 15 mL que contenian 5 mL de agua destilada, agitando con una
varilla de vidrio. Después de un periodo de reposo de 60 min. (tiempo durante el cual
las dispersiones se agitaban ocasionalmente), las dispersiones fueron centrifugadas a
5000 rpm, a temperatura ambiente por 10 min., el volumen del sobrenadante fue
decantado y medido en probetas de 10 mL.
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La capacidad de retencion de agua se expresa como la razén mL de agua retenida / g

de proteina.

Se estudio la capacidad de retenciéon de agua a pH 4 y 7, utilizando soluciones
reguladoras de acetato de sodio y fosfato de sodio 0.1M, respectivamente. Las

determinaciones fueron realizadas por triplicado.
4.7.4 CAPACIDAD DE RETENCION DE ACEITE ( Bora, 2002).

Esta determinacion se realizé por el método de centrifugacion a alta velocidad, el

método tiene el mismo principio que la determinacion anterior.

Se pesaron 500 miligramos de proteina de chia y/o soya que se dispersaron en tubos
para centrifuga de 15 mL que contenian 5 mL de aceite de maiz, agitando con una
varilla de vidrio. Después de un periodo de reposo de 60 min. (tiempo durante el cual
las dispersiones se agitaban ocasionalmente), las dispersiones fueron centrifugadas a
5000 rpm, temperatura ambiente, por 10 min., el volumen del sobrenadante fue
decantado y medido en probetas de 10 mL.

La capacidad de retencidén de aceite se expresa como la razén mL de aceite retenido / g

de proteina. Las determinaciones fueron realizadas por triplicado.

4.7.5 DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES EMULSIFICANTES DE LAS
GLOBULINAS DE CHIA.

FORMACION DE LA EMULSION DAGORN Y COL., 1987

Esta técnica que se basa en la estimacion de separacion de fases, mide la resistencia
de una emulsion a la coalescencia ante una fuerza centrifuga, mediante la medicién del
volumen de la fase de aceite que se separa en relacion con el volumen que permanece

en la emulsion.
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Se prepararon soluciones al 1 % (p/v) de concentrado de proteinas de chia y soya con
agua destilada, en un volumen total de 25 mL, a esta solucion se le adicionaron 25 ml

de aceite de maiz con bureta a velocidad constante,

las emulsiones se formaron utilizando un homogenizador (POLITRON TISSUE
TEAROR modelo 985-370, Biospec products inc.) a velocidad 4 (18000 — 24000 rpm.)

por 2 min.

ESTABILIDAD DE LA EMULSION

Las emulsiones se vaciaron en 5 tubos (10 mL por tubo) de centrifuga cénicos
graduados de 15 mL y se centrifugaron a 3000 rpm por 10 min. La determinacién de la

estabilidad de la emulsion se realiz6 midiendo los siguientes volimenes:

Vac = Volumen de aceite coalescido

Vt = Volumen total

Vipd = Volumen de la fase polar dispersa = Volumen parcial / volumen total = 25
(25+25) = 0.5 en este caso.

Y utilizando la siguiente ecuacion:

Vac
09 de aceite coalescido = X 100
({ Vt X Vipd)
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| Wohmen de aceite coalescido

Vobmmen de exnlsién O crema
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Fase aouosa

\
‘ Precipitado

Fig 4.1 Medicion de voliumenes para la determinacién de la estabilidad de una
emulsion.

La determinacion se realizé por quintuplicado

INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE (IAE) (PIERCE Y KINSELLA 1978)

La determinacion del indice de actividad emulsificante (IAE), es una de las técnicas mas
ampliamente utilizadas para estimar el area interfacial estabilizada por unidad en peso
de la proteina. Este método se basa en la premisa de que es posible estimar el area
superficial del globulo de grasa midiendo la turbidez de la emulsion.

A partir de las emulsiones hechas se tomaron 200 uL y se adicionaron a 50 mL de una
solucién al 0.1 % de SDS y 0.1 M de NaCl sin ajuste de pH, se agitaron vigorosamente
y se ley6 la absorbancia de las muestras en celdas de vidrio a 500 nm
(Espectrofotdmetro Milton Roy modelo spectronic Genesys 2). La determinacion se

realizd por quintuplicado.

Los valores de IAE se calcularon de acuerdo a la siguiente ecuacion:
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I8E=2TD (mi/g
Qc
Donde: T= twrbidez 2303 * (densidad dptica) /001 m
0.00m = longitud de la celda
(3 = fraccidn volum érica de la fase dispersa, en este caso 0.5

(= concentracidn de la solucién proteinica (g/ m®
D = Dilucidn

Se analiz6 el efecto del pH (4 y 7) adicionando soluciones reguladoras de acetato y
fosfato de sodio 0.1 M en vez de agua destilada y de diferentes concentraciones de
proteina en ambos ensayos. También se analizo el efecto de la concentracion de
proteina, en el caso de las proteinas de chia, se prepararon soluciones al 0.125, 0.25,
0.5, 0.75y 1 %, de proteina, en agua destilada y cuando el pH se ajustdé a 7; a pH 4 se

realiz6 ademas una solucién al 1.25 % de proteina.

Para el caso de las soluciones de soya, se prepararon soluciones al 0.125, 0.25, 0.5,
0.75, 1.0, 1.25,1.5, 1.75 y 2 %, cuando el pH se ajustd a 4 y 7. Las soluciones
preparadas Unicamente con agua destilada, se realizaron a las mismas concentraciones

hasta 1.25 % de proteina.

4.7.6 DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES ESPUMANTES DE LAS
GLOBULINAS DE CHIA

La eleccion del método para evaluar estas propiedades depende del modo de

formacion de la espuma, los cuales son, burbujeo, batido, agitacion y vertido.

Pueden utilizarse diversas definiciones para describir la capacidad espumante:

1) El volumen de la espuma en situacion estable (volumen de la espuma / volumen

de la fase liquida inicial X 100)
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2) El aumento (se define como, la razén entre 100 veces la relacion volumen de
espuma menos volumen de fluido inicial / volumen de fluido inicial y corresponde
al incremento de volumen)

3) El poder espumante (100 veces el volumen de gas en la espuma/ volumen de
liquido en la espuma).

4) Larelacion gas en la espuma / gas inyectado (método de burbujeo).

5) La densidad de la espuma.

La estabilidad de la espuma puede apreciarse midiendo el grado de pérdida de liquido o
desaparicion de la espuma (reduccién de volumen) alcanzado después de cierto
tiempo, tiempo necesario para alcanzar la pérdida total o semi-total (o bien la semi-
reduccion de volumen) o incluso el tiempo en el que comienza la eliminacion de la

espuma o aparicion del liquido.

La firmeza o rigidez de la espuma puede valorarse midiendo la capacidad de una
columna de espuma al soportar una masa determinada, o bien, midiendo la viscosidad
de la espuma (Cheftel, 1989).

FORMACION DE LA ESPUMA (DOXASTAKIS, 2001 CON LIGERAS VARIACIONES.) ~

El batido, involucra movimientos a alta velocidad de las hojas metéalicas o cuchillas a

través de un liquido, introduciendo aire para formar la espuma.

Se prepararon 50 mL de una solucion de proteinas de chia al 1 % (p/v), la cual fue
batida a 1000 rpm, durante 3 min. con una batidora Braun multiquick professional
modelo MR5550 MBC-HC, EUA. La espuma formada fue transferida cuidadosamente a
una probeta de 250 mL donde el volumen de espuma y el volumen de liquido drenado

fueron registrados inmediatamente.

La expansion de la espuma se calcul6 con la siguiente ecuacion:

" Elvolumen de muestra utilizado en el ensayo original, fue de 100 ml
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Volummen de la espuma (mL})
*, FF = X 100
Volummen de hiquido micial (L)

ESTABILIDAD DE LA ESPUMA

La estabilidad de la espuma se calculé de la siguiente manera:

FLS = volumen del liquido X 100

Donde, FLS = 100 — % liquido drenado, puesto que 100 % de liquido drenado es

equivalente a 0 % de estabilidad de la espuma.

Se analiz6 el efecto del pH ( 4 y 7) adicionando soluciones reguladoras de acetato y

fosfato de sodio 0.1 M en vez de agua destilada.

Se corrieron a la par pruebas de proteinas de aislado de soya, bajo las mismas

condiciones. La determinacion se realizo por triplicado.

4.8 INFLUENCIA DEL MUCILAGO EN LAS PROPIEDADES FUNCIONALES

Debido a que el mucilago remanente en la muestra, podria afectar los resultados en la
evaluacion de las propiedades funcionales (CRA, CRAc, propiedades emulsificantes y
espumantes) se realizo un ensayo de cada una de estas pruebas utilizando Unicamente

al mucilago liofilizado.

Se pesaron las cantidades de mucilago correspondientes al 35 % del total del
concentrado utilizado en cada prueba y se realizo cada ensayo de la misma forma que

con el concentrado de globulinas de chia.
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5. -RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. - CARACTERIZACION DE LA MUESTRA DE SEMILLA DE CHIA (Salvia

hispanica).

5.1.1 IDENTIFICACION BOTANICA

La semilla comprada en la central de abastos de la ciudad de México, fue identificada
botanicamente como Salvia hispanica por la M.en C. Edelmira Linares del Instituto de
Biologia de la UNAM y una muestra de esta semilla fue incorporada al sistema MEXU

con el nimero de registro 2519 (anexo 1).

5.1.2 DISMINUCION DEL TAMANO DE PARTICULA, DESGRASADO Y
HOMOGENIZADO

La molienda y homogenizacion inicial de la muestra, resultaron ser procesos dificiles, ya
que la cantidad de grasa que contiene esta semilla favorecia la formacién de una pasta,
por lo que se tuvo que realizar el desgrasado antes de la homogenizacion final de la

muestra.

La pasta obtenida se desgraso mediante el método de Soxhlet, utilizando benceno
como solvente de extraccion y un reflujo de 6 horas, sin embargo la cantidad de lipidos
remanentes en la muestra era del 12 %, muy alta para la determinacion de las
propiedades funcionales, por lo que fue necesario cambiar de solvente de extraccion

por diclorometano.

Se establecié entonces que, con un tiempo de reflujo de 5 horas y a una temperatura de
40 °C, la cantidad de lipidos remanentes en la muestra, era de un 2 %, por lo que el

desgrasado de la harina se realizé con diclorometano durante el resto del estudio.
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5.2 COMPOSICION
La composicion proximal de la semilla de chia se muestra en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1 Composicion proximal de la semilla de chia. La muestra fue comprada en la
central de abastos de la Ciudad de México.

COMPONENTE % (g /100g de materia

seca)

HUMEDAD 6.04 + 0.004

CENIZAS 410 + 0.009

LIPIDOS 3455 + 0.5

PROTEINAS 26.80 + 0.40

FIBRA CRUDA 30.49 + 0.5
CARBOHIDRATOS ASIMILABLES* 4.06

*Obtenido por diferencia
Los valores fueron obtenidos mediante el promedio de 3 determinaciones

La muestra utilizada en este estudio, como se menciond antes, fue comprada en la
central de abastos y no se sabe con certeza de que estado de la republica procede, sin
embargo, considerando que el Unico estado de la republica reportado como productor

es Jalisco, es muy probable que ésta sea su procedencia.

El porcentaje de lipidos determinado en el presente estudio fue ligeramente mayor al
obtenido por Olivos (Olivos, 2005) para las variedades de Jalisco y Sinaloa ( 32.23 y
21.61% contra 34.55% obtenido en el presente estudio) asi como el porcentaje obtenido
para las proteinas ( 24.6 y 19.5 % contra 26.80% obtenido en el presente estudio);
también hubo variaciones en cuanto al contenido de fibra, la muestra analizada
presento un contenido mucho menor (30.49%) que el reportado por Olivos (34.59 y 45.8
%, Jalisco y Sinaloa respectivamente). En cuanto a carbohidratos, la muestra analizada,
presentd un valor ligeramente mas alto (4.06 %) que para las variedades Jalisco ( 2.62)
y Sinaloa (0.27 %).
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Los datos obtenidos en este estudio son muy similares a los obtenidos por Olivos,
(2005), para la variedad Jalisco. Las diferencias entre los valores reportados y los
valores obtenidos en el presente estudio, residen ademas de la
procedencia,probablemente en las practicas de cultivo a las que fueron sometidas y
factores ambientales a los cuales estuvieron expuestas durante su cultivo y posteriores

a éste.

5.3 ELIMINACION DEL MUCILAGO

Las semillas pueden contener diferentes componentes tales como almidén vy
carbohidratos complejos que pueden reducir seriamente la extraccion de proteinas
(Branlard y Bancel, 2007), en particular las semillas de chia contienen polisacaridos
solubles que al ser hidratados generan un gel mucilaginoso, el cual interfiere con la
extraccion de proteinas, sobre todo en las proteinas solubles en agua y soluciones

salinas (albuminas y globulinas).

Se realizo un prueba para la remociéon del mucilago por el método de liofilizacion y
raspado manual (Olivos, 2005). El proceso de liofilizaciébn resulté muy lento, por
ejemplo, liofilizar 50 g de semilla en 500 mL de agua tomaba entre 2 y 3 dias, ademas
de que las cantidades a liofilizar debian ser relativamente pequefias para lograr un
adecuado proceso, al final de las operaciones (incluyendo al raspado), las semillas
seguian presentando el mucilago al ser hidratadas nuevamente, por lo que se decidio

no eliminar el mucilago, previo a la extraccion de las globulinas.

Sin embargo, durante las etapas de centrifugacion (ya en el proceso de extraccion de
las globulinas), posteriores a la precipitacion con sulfato de amonio, una cantidad de
mucilago pudo ser removida manualmente de la pastilla, ya que este mucilago, por ser
de menor densidad se acumulaba en la superficie, haciendo relativamente facil su

eliminacion.

40



5.4 EXTRACCION DE PROTEINAS ( GLOBULINAS ) DE LA SEMILLA DE CHIA

La extraccion de las globulinas de la semilla de chia, se basé en la solubilidad que
tienen estas proteinas en soluciones de cloruro de sodio; se realizé la extraccion
directa, es decir, sin previa extraccion de albuminas, considerando que las albuminas

gue pudieran coextraerse, se eliminarian durante la dilisis.

Al analizar el perfil electroforético de la extraccion (véase Fig. 5.1), se observan
proteinas de distinto peso molecular, de las cuales, cinco precipitan con la saturacion al
25 %, esto nos indica que estas proteinas interactian débilmente con el agua, es decir,
su solubilidad disminuye hasta el punto de su precipitacion con la presencia de una
concentracion relativamente pequefia de sales, en comparacion con el resto de las
proteinas que precipitan al 75 %, debido a esto, se decidio hacer la precipitacion directa
de las proteinas extraidas a esta concentracion con sales de amonio, pues la saturacion
al 25 % no era suficiente para precipitar a todas las proteinas en el extracto.

WDn M P2 P1 =
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Fig. 5.1 Perfil electroforético del concentrado de globulinas (extracto crudo), extraidas
de la semilla de chia. El gel fue teflido con azul de Coomasie. M corresponde a los
marcadores de peso molecular, P1 es el precipitado al 25 %, P2 es el precipitado de
globulinas al 75 % y S es el sobrenadante final.
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Por otro lado, el sobrenadante final, indica que todas las proteinas fueron precipitadas
con esa concentracion de sulfato de amonio (75%), por lo que no era necesario realizar

la precipitacion a una mayor concentracion de esta sal.

5.4.1 RENDIMIENTO

Por el método de Kjeldhal se determiné el contenido total de proteina, tanto en la harina
desgrasada como en el extracto liofilizado rico en globulinas. Se encontré que para la
harina desgrasada el contenido de proteinas es del 26.8% y para el extracto liofilizado
es de 62.05%.

Para calcular el rendimiento de la extraccion, se partié de 50 g de harina desgrasada y
se obtuvieron 2.83 g de extracto liofilizado de globulinas. Asi, el rendimiento de la
extraccion seria de 5.7%; sin embargo, sabemos que en el extracto sélo hay un 62.05%
de proteina. Por lo tanto, el rendimiento real de la extraccion es del 3.5%.

Comparando estos resultados con los obtenidos por Olivos (Olivos, 2005), se puede
decir que el proceso de extraccion es bastante eficiente, a pesar de no haber removido
el mucilago en la etapa inicial del proceso, ya que Olivos obtuvo un 68.7% de globulinas
en el extracto y en este trabajo se obtuvo un 62.05%, eliminando un dificil paso en el
proceso de extraccidon, pues es sabido que el mucilago y en general los polisacaridos
interfieren con la extraccién de proteinas, ya que se forman enlaces entre éstos y las

proteinas a extraer (Branlard y Bancel, 2007).

54.2 COMPOSICION’DEL EXTRACTO CRUDO DE GLOBULINAS DE CHIA Y DEL
AISLADO DE PROTEINAS DE SOYA

La Tabla 5.2 muestra la composicion proximal del extracto de globulinas de chia y del
aislado de proteinas de soya. Como puede observarse, el principal componente en el
extracto de chia obtenido, es la proteina, con un porcentaje de 62.05 %, lo que nos

permite nombrarlo como un concentrado de globulinas de chia.
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La pureza del extracto de chia resulté ligeramente menor al obtenido por Olivos (2005),
sin embargo, esta pureza es bastante aceptable considerando que no se realizo la
eliminacion inicial del mucilago, el cual interfiere directamente con la extraccion de las

proteinas en la chia.

Tabla 5.2 Composicion proximal del extracto de globulinas de chia y del aislado de
soya (APPENSOL)

% (g/100g de % (g/100g de

COMPONENTE extracto liofilizado )
de chia) proteinas de soya

HUMEDAD 6.04 + 0.004 6.02 + 0.001
CENIZAS 0.35 + 0.005 4.4+0.3
LIPIDOS 2.0 + 0.5 0.20 +.001
PROTEINAS 62.05+ 0.40 90.0 + 0.005
FIBRA CRUDA ND | e
CARBOHIDRATOS ASIMILABLES* 356 | -

*Obtenido por diferencia
ND no detectado por el método utilizado

El contenido de lipidos en el extracto de globulinas indica que a pesar de que el método
y las condiciones de extraccion utilizados durante este estudio fueron aceptables, aun
permanece una cantidad considerable de ellos que pueden interferir durante el estudio
de las propiedades funcionales. Se ha reportado que concentraciones minimas de
lipidos contaminantes alteran fuertemente algunas de estas propiedades funcionales
(Cheftel, 1989).

El contenido de fibra cruda fue nulo, es decir no hay carbohidratos insolubles presentes
en el extracto. Por otro lado, el contenido de carbohidratos solubles resultd muy alto

(35.6 %) y esto se debe a la presencia de mucilago remanente en la muestra.

En cuanto al analisis realizado para el aislado de soya (APPENSOL), los resultados
obtenidos, concuerdan con los reportados por el fabricante (véase anexo 2); el
contenido de lipidos es mucho menor que para el concentrado proteinico de chia, sin

embargo, el contenido de cenizas y proteinas es mucho mayor.
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5.5 CARACTERIZACION BIOQUIMICA

5.5.1 DETERMINACION DE PESO MOLECULAR.
El gel de poliacrilamida con el perfil electroforético del extracto crudo fue analizado con
el programa Quantity One de Biorad, como lo muestra la Fig. 5.2, para la determinacién

de los pesos moleculares de las proteinas obtenidas en este gel.

Como se puede observar, se detectaron 5 bandas en la precipitacion al 25 % y 12

bandas en el precipitado al 75 %, con los pesos moleculares mostrados en la Tabla 5.3:

kDa M 1 2 3

66.0 L.

450 alese i

36.0 L.
290 . N
240 4w

200 e

14.2 e M
6.5 M

Fig. 5.2 Perfil electroforético y analisis del concentrado de globulinas (extracto crudo),
extraidas de la semilla de chia. El gel fue analizado con el programa Quantity One de
Biorad para determinar el peso molecular de las bandas detectadas en el gel. M
corresponde a los marcadores, Carril 1 precipitacion al 75 %, Carril 2 precipitacion al 25
y Carril 3 sobrenadante final.

Los datos obtenidos mediante el analisis cualitativo y cuantitativo del gel SDS-PAGE,
indican que el extracto de globulinas contiene 12 proteinas con diferentes pesos
moleculares. Tres de estas proteinas muestran los mas altos pesos moleculares, 61.1,

52.6 y 49 kDa, mientras que el resto tiene pesos moleculares mas pequefos.
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Por otro lado, se aprecia que la intensidad de las bandas de las proteinas de pesos
moleculares 31.7, 28.9, 21.1, 19.6 y 18.9 kDa, son mas intensas que el resto, lo que

indica que se encuentran en una mayor concentracion.

Tabla 5.3 Pesos moleculares de las proteinas (globulinas) extraidas de la semilla de
chia. El carril 3 que corresponde a las proteinas detectadas después de la primer
saturacion con sales de amonio al 25 %; el carril 2, corresponde a las proteinas
detectadas después de la saturacién al 75 % con sulfato de amonio

Peso molecular (kDa)
Bandas Carril 2 Carril 3
1 61.1
2 52.6
3 49.0
4 31.7 324
5 28.9 30.1
6 22.9
7 21.1 21.6
8 19.6 19.8
9 18.9 19.4
10 17.2
11 15.8
12 14.2

Estos datos sugieren que las proteinas que componen al extracto existen como
heterooligomeros, compuestos de cocientes no equimolares de varios monémeros. El
patréon electroforético muestra similitud en cuanto a tamafio de las proteinas obtenidas
por Marcone (Marcone y col. 1998), donde reportan la existencia de mdltiples sub-
unidades estructurales de la globulina 11 S de 16 distintas semillas de plantas
dicotiledoneas (alfalfa, amaranto, soya, etc.) con pesos moleculares desde 76.5 hasta
11.6 kDa para las diferentes fuentes de globulinas, muy similares a los obtenidos en
este estudio ( 61.6 hasta 14.2 kDa) y con Ching- Yung, y col., 2006, quienes reportan
también, la existencia de multiples sub- unidades de la globulina extraida de la semilla

de trigo sarraceno con pesos moleculares que van desde 65 a 17 kDa.

Los resultados obtenidos sugieren que las proteinas extraidas de las semillas de chia
son posiblemente subunidades de la globulina 11 S.
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5.5.2 DETERMINACION DE PUNTO ISOELECTRICO

El extracto crudo de globulinas fue analizado mediante isoelectroenfoque IEF, para
determinar el punto isoeléctrico de las proteinas extraidas, obteniéndose el siguiente

resultado:

De acuerdo al perfil de IEF obtenido (ver Fig. 5.3), el carril 3 que corresponde al
extracto de globulinas muestra 5 bandas bien definidas con puntos isoeléctricos de
8.22, 6.93, 6.25, 5.86 y 5.63, estos resultados indican que solamente una proteina tiene

caracter basico, mientras que el resto tienen caracter acido.

2 3 M pl 2 3 M
e L
4
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Fig. 5.3. Perfil de isoelectroenfoque de las globulinas de chia. A, tefildo con azul de
Coomasie, B, analizado con el programa Quantity One de Biorad. En las imagenes M
es el carrii de los marcadores de isoelectroenfoque de 3-9; S es el carril del
sobrenadante; G es el carril del extracto rico en globulinas

Los puntos isoeléctricos detectados en el gel se encuentran muy cercanos entre si, de
hecho se puede apreciar una banda entre 5.63 y 5.86, pero que desafortunadamente no
se logré obtener su pl exacto, debido a que la resolucién del programa de analisis no lo

permitié.
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Este resultado esta de acuerdo con la distribucion de las proteinas reportados por
Derbyshire y col (1976), Marcone y col. (1998) y con Ching- Yung y col.(2006), donde

describen a las subunidades de la globulina 11 S como &cidas y basicas.

En el carril del sobrenadante, se logran detectar 3 bandas con pl en la region de pH
acido. El resultado es incongruente con el obtenido en el gel SDS-PAGE, ya que en
éste, no se logra detectar ninguna banda en el carril correspondiente al sobrenadante,
sin embargo, no se observa ninguna de estas bandas en el carril del extracto de
globulinas, por lo que seguramente se trata de albuminas, las cuales no se encontraban

lo suficientemente concentradas para su deteccion en perfil electroforético SDS-PAGE.

5.5.3 DETERMINACION DE LA COMPOSICION DE AMINOACIDOS (PERFIL DE
AMINOACIDOS)

El andlisis de la composicién de aminoacidos del extracto rico en globulinas (véase
Tabla 5.4), revela que el aminoacido méas abundante en el extracto es el &cido
glutamico con un 16.26 %, seguido de arginina con un 9.24%, glicina con un 8.26 % v,
acido aspartico y alanina con un 8.22 %, el resto de los aminoacidos tiene valores que
vande 7.5a 1.1 %.

El alto contenido de &cido glutdmico, &cido aspartico y arginina, indican el posible papel
que las globulinas desempefian en la semilla, como proteinas de almacenamiento
(Marcone, 1998). Se sabe que las proteinas 11 S de plantas dicotiledoneas estan
ampliamente relacionadas a las globulinas 11-12 S localizadas en el endospermo de
granos de cereales, donde cumplen con ésta misma funcién (Shewry, 2002; Casey,
1999).

El perfil de aminoacidos obtenido del extracto rico en globulinas de la semilla de chia,
es totalmente comparable con los obtenidos por Marcone (Marcone y col, 1998) para
globulinas de distintas plantas dicotiledoneas (véase Tabla 5.5), las globulinas de chia

muestran la misma tendencia en la composicién de aminodacidos que las fuentes antes
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mencionadas, es decir, un alto contenido en &cido glutdmico, acido aspartico y arginina,

ademas del alto contenido de glicina.

Se observa también que existen residuos de cistina, lo que indica que entre las

proteinas existen enlaces covalentes tipo puentes disulfuro en su estructura molecular.

Tabla 5.4 Composicion de aminoacidos (perfil de aminoacidos) de la fraccién rica en
globulinas obtenida de la semilla de chia.

: (g de aminoéacido / 100 g de
AMINOACIDO extracto de globulinas de
chia)
| Asp | 8.22 +0.71
| Glu | 16.26 + 0.86
| OH-Pro | 0.00 + 0.00
| Arg | 9.24+0.25
| Lys | 3.83 + 051
| His | 270 + 0.40
| Ser | 750 + 0.42
| Thr | 4.32 + 0.45
| Tyr | 283 +0.44
| Cys * | 1.11 +0.62
| Phe | 4.46 +0.44
| Gly | 8.26 +0.37
| Leu | 530 +0.71
| lle | 413 +1.08
| Met | 4.08 +0.48
| Pro | 454 +0.14
| Val | 5.01 + 0.25
| Ala | 8.22 + 0.31
| Trp | ND

*|_a cisteina fue determinada como residuos de cistina
ND No determinado
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Tabla 5.5 Composicién de aminoacidos de la fraccion de globulinas, obtenidas a partir
de diferentes plantas dicotiledoneas.
FUENTE DE GLOBULINAS

Chia* Soya® 2 Alfalfa®
aminoéacido (Salvia (Glycir¥e max h Amr;l]ranto_ (Medicago
hispanica) Merr.) GHnypes iemeliEels) sativa)
Asp 8.22+£0.71 11.5 8.8 13.4
Glu 16.26+ 0.86 16.4 15.3 20.7
OH-Pro 000+ 000 | = - | e e
Arg 9.24 £ 0.25 5.4 10.1 8.2
Lys 3.83 + 0.51 4.5 4.3 4.5
His 2.70 + 0.40 2.8 2.6 2.4
Ser 7.50 + 0.42 7.7 6.9 8.2
Thr 4.32 + 0.45 4.5 4.1 2.5
Tyr 2.83+£0.44 2.3 2.1 2.1
Cys * 1.11+0.62 1.1 0.9 2.3
Phe 4.46 £ 0.44 5.7 6.8 5.6
Gly 8.26 + 0.37 6.6 8.0 5.7
Leu 5.30+£0.71 8.6 6.8 9.2
lle 4.13+1.08 4.3 5.0 4.5
Met 4.08 + 0.48 1.2 1.8 0.4
Pro 4.54+0.14 6.3 6.1
Val 5.01+0.25 5.6 6.3 6.3
Ala 8.22+0.31 5.9 5.7 5.5
Trp ND ND ND ND

1. Determinado en el presente estudio
2. Determinado por Marcone y col, 1998. Asp + Asn, Glu +GIn

5.5.4 DETERMINACION DE pH

El pH del extracto crudo rico en globulinas fue de 5.29 + 0.12, lo que indica que las
proteinas estan compuestas en su mayoria de proteinas acidas como lo confirma el gel
de perfil de punto isoeléctrico (Fig. 5.3). Por otro lado, se observa una banda con pH
ubicado en la region béasica, es probable que esta proteina influya en el pH final del
extracto crudo, registrando un valor ligeramente mas alto que los reportados
comunmente para las globulinas, que es de 4 a 5, sin embargo, varios autores
(Marcone, 1998; Bora, 2001; Lawal, 2004; Scilingo, 2006; Ching-Yung, 2006) han
reportado los valores de pH de globulinas de diferentes fuentes vegetales ubicandolos
entre 4y 6.95.
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El pH del aislado de proteinas de soya (APPENSOL) fue de 7.22 + 0.1, muy cercano al

reportado por el fabricante (véase anexo 2).

5.6 PURIFICACION PARCIAL DE LAS GLOBULINAS

Se han caracterizado varias globulinas del tipo 11 S, obtenidas a partir de distintas
semillas de plantas monocotiledéneas y dicotiledoneas. Los pesos moleculares de
éstas, son de aproximadamente 300 a 370 kDa. Se sabe que estas proteinas constan
de varias subunidades acidas de 20 a 27 kDa, basicas de 30 a 39 kDa y otras no
clasificadas de alrededor de 11.2 a 76 kDa (Marcore,1998).

Para obtener alguna o algunas de estas subunidades se trabajé con una columna
Sephacryl S-200 equilibrada con buffer de fosfatos 50 mM, pH 7.0. En la Fig. 3.4 se
muestra la curva de calibraciéon obtenida para esta columna.

Quimotripsinogeno A

08+

06 4

A280
Albumina

ovalbumina

0.4 4

e
e

0.2+

Ribonucleasa

5 55 108 155 208 255 305 355 405

tiempo (min.)

Fig. 5.4 Perfil de elucion de las proteinas estandar utilizadas durante la purificacion
parcial de las globulinas de chia. La columna tenia una altura de 125.2 cm y un
diametro de 1.6 cm, teniendo asi un volumen total de 251.7 mL. La resina utilizada fue
Sephacryl S =200 y el volumen de inyeccion de la muestra fue del 1% del total de la

columna a un flujo de 48 mL/ h.
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Fig. 5.5. Curva de calibracién para la columna Sephacryl S-200.

Luego de la calibracion, sé eluyo el extracto de globulinas de chia utilizando el mismo
buffer. Se obtuvo un perfil cromatografico de 10 picos (Fig. 5.6). Cada fraccion se
analizo por SDS-PAGE (Fig. 3.7) y se observo por comparaciéon con el gel mostrado en
la Fig. 3.1, que la fraccion cuatro contenia las mismas proteinas que el extracto total,
con pesos moleculares en el rango de 14 a 65 kDa. Interpolando el valor de
absorbancia obtenido de la fraccion 4 con la ecuacién de la recta, se obtuvo un peso

molecular de 68.7 kDa.

Este valor no concuerda con la suma de los pesos moleculares de las bandas visibles,
aunado a esto, el peso molecular obtenido es mucho menor que el de las globulinas
reportadas para plantas monocotiledoneas o dicotileddneas; esto puede deberse entre
otras cosas, a que el rango de separacion de la resina utilizada no fue el adecuado, por
otro lado, no existi6 una separacién de las proteinas por lo que no se continué con este

procedimiento.
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PERFIL DE ELUCION DE LA FRACCION RICA EN GLOBULINAS DE LA SEMILLA DE CHIA

0.3 q

0.25 A
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Fig. 5.6. Perfil cromatografico de la purificacion parcial de las globulinas de chia. Se
obtuvieron 10 fracciones distintas, las cuales fueron analizadas posteriormente
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida, SDS-PAGE.

A pesar de que la separaciéon por filtracion en gel no resulté del todo exitosa, los
resultados obtenidos de este ensayo y de los obtenidos durante la caracterizacion
bioquimica nos dan indicios de la identidad de la proteina, es decir, es muy probable
que se trate de la proteina 11 S, que se encuentra como agregados macromoleculares
heterogéneos en el concentrado de chia, sin embargo, para confirmarlo se requieren

futuras investigaciones.
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Fig. 5.7 Perfil electroforético de las fracciones obtenidas de la columna de Sephacryl S-
200, durante la purificacion parcial de las globulinas de chia. M es el marcador de pesos
moleculares, A son las fracciones 1-6, B son las fracciones 7-10 y C es el perfil
electroforético del extracto crudo (P2 saturacion al 75 %, P1 saturacion al 25 % y S
sobrenadante final).

5.7 ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES FUNCIONALES DEL
CONCENTRADO DE GLOBULINAS DE CHIA.

5.7.1 SOLUBILIDAD DEL CONCENTRADO DE GLOBULINAS DE CHIA EN
FUNCION DEL pH

En la grafica de solubilidad en funcién del pH (Fig.5.8), el concentrado de globulinas de
chia, asi como el aislado de proteinas de soya (APPENSOL), muestran una curva en
forma de U en cuyos extremos (pH 2, 3, 10, 11 y 12), se registran los valores mas altos
en comparacion con la parte intermedia (pH 4, 5, 6, 7, 8 y 9), donde la solubilidad

disminuye en ambas muestras.
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Fig. 5.8 Solubilidad del concentrado de proteinas de chia y del aislado de proteinas de
soya (APPENSOL) en funcién del pH. Las suspensiones fueron elaboradas al 1 % de
proteina y la determinacién de la proteina soluble fue realizada por el método del acido
bisinconinico.

En estas curvas se puede determinar un aproximado del pl predominante de las
proteinas presentes en el concentrado de chia y en el aislado de soya. Este pl se
encuentra alrededor de 4 a 5, para las proteinas de soya, ya que a éstos pHs se
registro la menor solubilidad, mientras que para las globulinas de chia, la minima
solubilidad se registré a pH 6, lo que indica que el pl de una gran parte de estas
proteinas es de 6. Estos resultados coinciden perfectamente con los obtenidos en el
perfil de punto isoeléctrico en la seccion 5.5.2 (Fig. 5.3), en donde se distinguen 5

puntos isoeléctricos con valores de 5.6, 5.8, 6.2, 6.9 y 8.2.
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Especificamente, en el concentrado de globulinas de chia, al disminuir el pHa 2y 3, él
acido glutdmico (que es el aminoacido de mayor proporciébn en el concentrado de
proteinas, ver Tabla 5.4), el acido aspartico, la lisina, la histidina y la arginina se
encuentran protonados, permitiéndoles interaccionar con el agua mediante formacién
de puentes de hidrogeno e interacciones electrostaticas, o que conlleva a una muy

buena solubilizacion de las proteinas.

A medida que se incrementa el pH (4-6), el a&cido glutamico y el acido aspartico son
desprotonados, por lo que generan carga electrostatica al igual que la lisina y la
arginina, neutralizando la carga total de la proteina y disminuyendo la solubilidad, sobre
todo a pH 5 y 6. Cabe recordar que es en este intervalo de pH (5 y 6) donde se
encuentran el punto isoeléctrico de las proteinas extraidas; por otro lado, es probable
que la participaciéon de aminoacidos como la serina, la treonina y la tirosina contribuyan
a mantener una pequefia cantidad de proteina soluble debido a su capacidad de formar
puentes de hidrégeno y de esta forma interaccionar con el agua.

A partir de pH 7 y hasta pH 9, la solubilidad aumenta ligeramente, puesto que estamos
por encima del pl de estas proteinas, es decir, la neutralizacion de cargas disminuye
debido a la cargas negativas con la que contribuyen aminoacidos como histidina, acido
glutamico y acido aspartico, lo que permite tener una mayor interaccion con el agua,
aumentando a su vez la solubilidad de la proteina. Por otro lado, se observa que la
solubilidad del concentrado de chia no se ve afectada por la proteina que tiene su pl en
8.22, pues esta solubilidad sigue aumentando, como se puede apreciar en la gréfica.

A los pHs 10 a 12 se observa un incremento del 70 % en la solubilidad del concentrado
de proteinas de chia, debido nuevamente a la presencia de un alto porcentaje de
aminoéacidos polares con carga. La solubilidad decrece ligeramente a pHs 11 y 12,
posiblemente, debido a que a estos pHs las proteinas tienden a desnaturalizarse,

agregarse y precipitar, perdiendo solubilidad (Vojdani, 1996).
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El perfil de solubilidad en funcién del pH de las globulinas de chia coincide con los
reportados por Gruener e Ismond (Gruener e Ismond 1997); Bora (Bora, 2002); Lawal
(Lawal, 2005) y Ching-Yung (Ching-Yung, 2006), para fracciones de globulinas
obtenidas a partir de diferentes fuentes vegetales, donde a pHs extremos la solubilidad
de las proteinas estudiadas es muy alta y sus puntos isoeléctricos se encuentran entre
4y 6.

Tabla 5.6 Solubilidad del concentrado de globulinas de chia y del APPENSOL en
funcion del pH.

Porcentaje de proteina Porcentaje de proteina
pH
soluble de soluble de soya

2 100 + 7.07 779+ 14
3 92.1+ 0.16 68.2+ 1.12
4 42.0+ 0.29 40.3 + 0.15
5 10.5+ 0.97 41.2 + 0.09
6 5.5 + 0.07 50.0 + 0.26
7 11.7+ 0.25 68.1 + 0.43
8 26.0 + 0.57 72.0+ 0.29
9 31.1+ 0.12 72.4 + 0.68
10 100 + 0.78 100 + 0.27
11 95.9 + 3.84 100 + 0.05
12 94.8 + 2.47 100 + 1.76

Al comparar las solubilidades del aislado de proteinas de soya con el concentrado de
proteinas de chia, se observa que la solubilidad de las proteinas de soya es mas alta a
pHs entre 5y 9 (Tabla 5.6), mientras que para la chia, la solubilidad de sus proteinas es

mayor a pH 2 y pH 3; a pHs altos, tienen practicamente la misma solubilidad.

5.7.2 PERFIL ELECTROFORETICO DE LAS PROTEINAS SOLUBLES DEL
CONCENTRADO DE GLOBULINAS DE CHIA EN FUNCION DEL pH

Para determinar cuales proteinas del concentrado de globulinas de chia y del aislado de
proteinas de soya participaban en la solubilizacién de estas muestras, se realizo el perfil

electroforético de las muestras sin haberlas sometido a ningun tratamiento (Fig. 5.9) y
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de las muestras después de haberlas sometido a la solubilizacion a diferentes pHs ( 5.9
a 5.12, Fig. 3.10 a 3.13), obteniendo los siguientes resultados:

Proteinas sin ningun tratamiento de pH

Para el concentrado de globulinas de chia, se observan las mismas 12 bandas del
extracto total que se obtuvieron en la seccion 5.4; asi mismo, el peso molecular de las
proteinas obtenido en este gel, es practicamente el mismo que los obtenidos

anteriormente (véase Fig. 5.9).

Para el aislado de proteinas de soya, se obtuvieron 14 bandas con proteinas de pesos
moleculares muy parecidos a los de la chia y 3 de ellos son mas altos (69.5, 74.5 y79.9
kDa), cabe recordar que el aislado de soya esta constituido por una mezcla de

proteinas, de las cuales la mayoria son globulinas.
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Fig. 5.9 Perfil electroforético de referencia del concentrado de globulinas de chia vy del
aislado de proteinas de soya (APPENSOL). Imagen A, gel tefiido con azul de
Coomasie; imagen B, gel analizado con el programa Quantity one de Biorad, imagen C,
pesos moleculares de las proteinas, donde el carril 1 pertenece a las globulinas de la
chiay el carril 2 pertenece a las proteinas de la soya. El perfil electroforético y los pesos
moleculares obtenidos en este punto, fueron utilizados como referencia para el analisis
de resultados obtenidos tras someter a las proteinas a los diferentes cambios de pH.
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Proteinas solubles a pHs acidos:

A pH 2, 3y 4 se registro una solubilidad muy alta para las proteinas que conforman el
concentrado de chia, por lo que en el gel de electroforesis se esperaba observar una
gran cantidad de proteinas. Sin embargo, solo se observa una banda de
aproximadamente 12 kDa (ver Fig. 5.10A y Tabla 5.7). Esto sugiere que en este rango
de pH uUnicamente se solubilizan las proteinas mas pequefias o se forma una sola

especie molecular con relativa alta solubilidad.

Al llegar a pHs 5y 6 (Fig. 5.10A y B), no hay presencia de ninguna banda o barrido,

pues la mayoria de las proteinas no estaban en solucion ya que el pH es igual al pl.

En cuanto a las proteinas de soya, de las 14 proteinas inicialmente observadas,
Unicamente 11 se solubilizan a pH's de 2 y 3 (Fig. 5.11 Ay Tabla 5.8). A pH 4 solo se
observa una banda alrededor de 12 kDa y a pH 5 y 6 ésta desaparece totalmente,
resultado que concuerda con los obtenidos durante el perfil de solubilidad, ya que este

pH es igual al pl de las proteinas que conforman al aislado de soya.

pHs

M, 2 3 4 5 6 7 8 9 M 0 11 12 M EiC Et S M kDa
97.4

66.2
111

31 36
| 20

14.4 20

14.2
6.5

A B C D
Fig. 5.10 Perfil electroforético del concentrado de globulinas de chia en funcién del pH.
A, By C corresponden a los geles del concentrado de globulinas de chia sometidas a
las diferentes condiciones de pH, mientras que D corresponde al gel tomado como
referencia. EtC se refiere al extracto total de chia y EtS al extracto total de soya, sin
cambios de pH. M1 corresponde a los marcadores de peso molecular para A, By C; M2
es el marcador de peso molecular para D.
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Proteinas solubles a pH neutro y bésico.

Al llegar a pH neutro, la solubilidad del concentrado de globulinas de chia, aumenta, lo
que se ve reflejado en el patron electroforético, pues comienzan a observarse algunas

bandas en el gel.

A pH 8 el aumento en la solubilidad es méas pronunciado y se observan 9 de las 12
proteinas originales; de pH 10 a pH 12, la solubilidad aumenta drasticamente, y en el
gel se aprecian también, las proteinas de mas alto peso molecular, pero las mas

pequefas perdieron su solubilidad a estos pHSs.

Para las proteinas de soya, al aumentar el pH a 6 y hasta 12, inicamente 8 de las 14
proteinas detectadas originalmente participan en la solubilizacién del aislado de soya,
las proteinas de bajo peso molecular ya no son solubles a estos pH's (Fig. 5.11 By Cy
Tabla 5.8)

pHs
2 3 4 5 M, Ka M 6 7 89 Mi 10 11 12 EtC EtS8 M: kDa
014 — =

66.2 - 66

45
- 45
31 ’ 36
29
24

215
4.4 20
142
65

A B C D

Fig. 5.11 Perfil electroforético del aislado de proteinas de soya en funcién del pH. A, B
y C corresponden a los geles del aislado de proteinas de soya sometidas a las
diferentes condiciones de pH, mientras que D corresponde al gel tomado como
referencia. EtC se refiere al extracto total de chia y EtS al extracto total de soya, sin
cambios de pH. M1 corresponde a los marcadores de peso molecular para A, By C; M2
es el marcador de peso molecular para D.
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El perfil electroforético del concentrado de soya, fue practicamente el mismo a los
diferentes pHs, manteniendo una solubilidad superior al del concentrado de proteinas

de chia en el rango de pHs de 5 a 9.

Asi mismo, se analizd el contenido de proteina del concentrado en la chia a los
diferentes pHs que coincidieron con los pls observados en los geles de
isoelectroenfoque (Fig. 5.3). La Fig. 3.12 muestra este perfil electroforético y se observa
que sélo a pH 6.9 hay presencia de bandas que son practicamente las mismas que las
detectadas a pH 7 en el perfil de solubilidad. A pHs 5.6, 5.8 y 6.2 no se observan
bandas, lo que indica que a estos pHs practicamente no hay proteinas solubles; estos

resultados concuerdan con los obtenidos a pHs de 4 a 6 en el perfil de solubilidad.

CHIA
pH 56 58 62 69  1pa 56 S8 G2 69
|
97 1?5
66
45 B _
10 i ==
0.1 Y T
144 7
1 2 M 3 4 1 2 M 3 4
4 B

Fig. 5.12 Perfil electroforético del concentrado de globulinas de chia, obtenido en el
punto isoeléctrico de estas proteinas. Los carriles 1, 2, 3 y 4 muestran los diferentes
pHs a los cuales fueron ajustadas las soluciones proteinicas respectivamente. M
corresponde al marcador de peso molecular; la Fig. A muestra al gel tefiido con azul de
Coomasie y la Fig. B, muestra al gel analizado con el programa Quantity One de
Biorad.
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Tabla 5.7 Peso molecular (kDa) de las proteinas detectadas durante el seguimiento del
perfil electroforético en funcién del pH del concentrado de globulinas de chia. El andlisis
se realiz6 con el programa Quantity one de BIORAD. CT es el peso molecular de las
proteinas en el concentrado de globulinas sin ningun tratamiento.

i 2 3 4 5 6.9 7 8 9 10 11 12
CT
61.5 -- 62.8 | 62.8 | 62.8
52.2 - 51.2 | 51.2 | 53.7 | 61.0 | 61.0 | 61.0
49.0 -- 46.7 | 50.2 | 36.2 | 36.2 | 36.2
31.4 - 32.8 1299 | 30.7 | 329|317 | 31.7 | 31.7
29.4 -- 304 | 28.2 | 28.3 | 29.9
22.8 -- 243 | 22.2 | 222 | 22.2
21.4 -- 22.1 218|214
19.8 - 20.8
19.2 ~- 19.2 18.8 | 18.8 | 18.8
17.6 -- 175]17.8 | 18.3 | 183
16.3 -- 156 | 16.1 | 15.7 | 164 | 164 | 164
14.6 -- 14.1 13.7 | 141

116 | 120|112 | -- 12.8 | 13.0 | 12.6

Tabla 5.8 Peso molecular (kDa) de las proteinas detectadas durante el seguimiento del
perfil electroforético en funcion del pH del aislado de proteinas de soya (APPENSOL).
El andlisis se realiz6 con el programa Quantity One de BIORAD. ST es el peso
molecular de las proteinas en el aislado de proteinas de soya sin ningun tratamiento,
algunas bandas registraron mayor peso molecular debido a la forma en que corri6 el

gel.
S| 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
79.9 - | 812|860 | 77.7 | 79.3 | 86.7 | 845 | 89.1
745 | 67.3 | 69.2 711 | 732
69.5 | 60.5 | 61.4 69.0 | 70.4 | 69.1 | 69.9 | 73.0
63.7 | 57.2 | 57.5 -~ | 633 | 651 62.8 | 63.3 | 64.3
52.3 | 50.2 | 49.5 ~ | 517 | 542 | 569 | 57.4 | 525 | 53.0 | 53.8
484 | 472 | 478 473 | 48.8
434 | 433 | 438 | 415 | 446 | 404 | 415 | 42.7 | 43.8 | 44.6
36.5 | 38.1 | 38.3 ~ [ 360|379 | 374 | 387 36.4 | 36.7
33.4 -~ | 331 | 353 34.8 | 34.9 | 34.2
31.9 | 31.1 | 31.7 31.9
30.6 | 29.3 | 29.7
21.0 21.9 | 235 | 24.3
20.5 —~ [ 200 18.9 | 20.0 | 20.3

171 | 171
15.2

12.4

61



5.7.3 CAPACIDAD DE RETENCION DE AGUA DEL CONCENTRADO DE
GLOBULINAS DE CHIA.

Se estudiod la capacidad de retencidon de agua (CRA) del concentrado de globulinas de
chia, en funcion del pH. Se analizo esta propiedad de hidratacion a pH de 5.29, por ser
el pH que presenta el concentrado de globulinas de chia al ser colocado en agua
destilada; y a pH de 4 y 7, por ser estos dos valores de pH los que normalmente se
emplean dentro de la industria de los alimentos.

De acuerdo a los resultados obtenidos previamente, el pl de las proteinas que
componen al concentrado de chia, se ubica entre pH 5y 6, mientras que para el aislado
de soya (APPENSOL) se ubica alrededor de pH 4. A estos pHs, las interacciones
proteina - proteina son mas fuertes que las interacciones proteina - agua, lo que
conlleva a que en este punto la retencién de agua sea minima, por lo que se toma a
estos resultados como punto de referencia para el analisis de los resultados obtenidos

en esta seccion.

Tabla 5.9 Capacidad de retencion de agua del concentrado de globulinas de chia y del
aislado de proteinas de soya (APPENSOL) en funcion del pH.

Muestra Concentrado_de chia Aislado de_soya
oH mL agua rete’nlda / g de mL agua rete,nlda / g de
proteina proteina
4 1.9+ 0.09 5.140.1
5.29 * 1.840.09 | = mmmemeeee
7 3.5+0.09 4.4+0.09
7.22*% | e 6.3+0.09

* pH normal de la proteina en agua destilada
Las desviaciones estandar corresponden a determinaciones realizadas por triplicado

Como puede observarse en la Tabla 5.9, a pH 5.29 la CRA de las globulinas de chia es
la mas baja de las tres obtenidas, esto debido a que como se menciond anteriormente,
las interacciones proteina — proteina son maximas por lo que éstas se asocian y
repliegan sobre si mismas manifestando el minimo de hidratacion. Al disminuir el pH a

4, se incrementa ligeramente la CRA, esto se debe a que estamos ligeramente por
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debajo del pl de las proteinas, donde las interacciones entre proteinas se han
debilitado, por lo que algunos aminoacidos que las componen comienzan a tener carga
facilitando su capacidad para asociarse con el agua, sin embargo, no es lo suficiente

para que este aumento sea mayor.

Contrario a esto, la CRA registrada a pH 7 aumenta hasta llegar 3.5 veces el peso de la
proteina. A este pH los aminoécidos, sobre todo los polares con carga ( Glu, Asp, His,
Lys y Arg ), se encuentran ionizados (desprotonados los 3 primeros y protonados los 2
restantes) de tal forma que las fuerzas electrostaticas entre las proteinas se alteran,
permitiendo una mayor interaccion agua— proteina lo que se ve reflejado en el aumento
de la CRA.

En el caso de las proteinas de la soya, a pH 4 que es en donde se registré6 el menor
porcentaje de solubilidad, la CRA, resultd ligeramente mayor que a pH 7, cabe recordar
que de acuerdo al fabricante, este aislado de proteinas se obtuvo por precipitacion
isoeléctrica a pH 7 y reportan en su certificado de andlisis un pH de 7.3 (véase anexo
2), lo que indica que las proteinas en el aislado se encuentran en forma de proteinatos.
Esto explica por que a pH 7 se registra una menor CRA en comparacion con los pHs 4
y 7.22.

Al comparar los resultados entre el concentrado de globulinas de chia y el aislado de
proteinas de soya (véase Tabla 5.9 y Fig. 5.13), podemos observar que la CRA de las
globulinas de chia es mucho menor que la CRA de las proteinas de soya aun a pH 7

punto el cual la soya mostré baja capacidad de retencion de agua.

En estos resultados se observa claramente la influencia que tiene el pH sobre la
capacidad de retencién de agua de las proteinas, ademas de la correlacion entre esta
propiedad funcional y la solubilidad que mostraron estas proteinas, es decir, a baja

solubilidad, baja capacidad de retencion de agua.
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Al hacer una comparacion entre la CRA de las globulinas de chia a los distintos pHs
estudiados y la CRA, de globulinas de lenteja ( Bora, 2002) y trigo sarraceno ( Ching —
Yung, 2006) se encontré que inclusive a pH 5.29, el concentrado de globulinas de chia
retiene una mayor cantidad de agua que las fracciones obtenidas por estos autores (1.1

y 1.3 mL de agua retenida / g de proteina, respectivamente).

5.7.4 CAPACIDAD DE RETENCION DE ACEITE EN EL CONCENTRADO DE
GLOBULINAS DE CHIA

En comparacion con las 2 propiedades funcionales revisadas anteriormente (solubilidad
y CRA), la CRACc, esta mas ampliamente relacionada con las interacciones lipido —
proteina (interacciones hidrofobicas), que permiten que una cantidad de aceite sea

retenida en la matriz proteinica del concentrado o aislado de proteinas.

Para ensayo, se utilizé el mismo método de estudio que para la capacidad de retencion

de agua. Los resultados fueron los siguientes:

La capacidad de retencion de aceite del concentrado de globulinas de chia fue de 3.53
+ 0.08 mL de aceite retenido / g de proteina, mientras que para el aislado de proteinas

de soya fue de 2.73 £ 0.25 mL de aceite retenido / g de proteina.

Aparentemente, las proteinas insolubles y las mas hidréfobas fijan las mayores
cantidades de aceite (Cheftel y col 1989). Esto implica que la alta CRAc del
concentrado de globulinas de chia ( 0.8 veces mayor en comparacion con el aislado de
soya), puede deberse basicamente a dos factores, al pH en el cual se encontraban las
proteinas al momento de realizar el ensayo, y a la cantidad de aminoacidos hidr6fobos

presentes en las proteinas de las muestras.

En este caso, el estudio se llevé acabo a pH de 5.29 para el concentrado liofilizado de
chia'y a pH de 7.22 para el aislado en polvo de soya, lo que implica que las proteinas

de chia se encontraban en su intervalo de pl, es decir, insolubles y con un alto
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contenido de parches (interacciones) hidrofébicos en la superficie de la proteina que le
permitieron actuar en mayor proporcion con los lipidos y retenerlos; por otro lado, las
proteinas de soya se encontraban como proteinatos, es decir, con sus proteinas
cargadas eléctricamente, lo que les limito la interaccién con los lipidos, de ahi que el

valor obtenido sea mas bajo que en el concentrado de chia.

Aunado a esto, el concentrado de globulinas de chia tiene un 43.9 % de aminoacidos
hidrofobos, sin incluir al triptéfano (seccion 5.5.3) y aunque a las proteinas de soya no
se les realizo el perfil de aminoacidos, se puede inferir por su solubilidad (Fig 5.8) que
deben tener un porcentaje de aminoacidos hidrofobos menor que el concentrado de
chia y por lo tanto fijan una menor cantidad de lipidos.

mL aceite | g de proteina

o

‘ | concentrado de globulinas de chia B aislado de proteinas de soya |

Fig. 5.13 Capacidad de retencion de aceite del concentrado de globulinas de chia y del
APPENSOL

Bora (Bora,2002), reporta que la CRAc para la fraccién de globulinas de lentejas es de
2.6t 0.2 mL de aceite retenido/ g de proteina, 0.9 veces menor que la obtenida en el
presente estudio, mientras que para la fracciéon de globulinas de trigo sarraceno, este
valor es de 1.73 + 0.09 mL de aceite retenido/ g de proteina ( Ching-Yung,2006), 1.77

veces menor que para el concentrado de globulinas de chia .
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Por otro lado, de acuerdo con los resultados obtenidos, podemos establecer una
correlacion de esta propiedad con la solubilidad, esta relacion es inversamente

proporcional, es decir, a menor solubilidad, mayor CRAc.

5.7.5 DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES EMULSIFICANTES DEL
CONCENTRADO DE GLOBULINAS DE CHIA.

Se estudiaron las propiedades emulsificantes que presenta el concentrado de
globulinas de chia a 3 diferentes pHs y a diferentes concentraciones de proteina,
también se realiz6 la comparacion con el aislado de proteinas de soya, bajo las mismas

condiciones. A continuacion se presentan los resultados obtenidos:

FORMACION DE LA EMULSION

Debido a las caracteristicas fisicoquimicas de los diferentes residuos de aminoéacidos
que conforman a las proteinas, éstas son utilizadas como agentes emulsificantes, ya
que disminuyen la energia del sistema al adsorberse en la interfase agua / aceite
evitando asi la separacion de las fases. Alteraciéon en factores como el pH, provoca
cambios en la estructura de la proteina y por lo tanto, habr4 cambios en la formacion y

estabilidad de las emulsiones.

Esta propiedad funcional, implica principalmente 3 tipos de interacciones: proteina-
agua, proteina- lipidos y proteina- proteina, los cuales son relevantes en la estructura

de la emulsion.

En el pl, las proteinas se encuentran plegadas, evitando toda interaccion con el agua lo
que evita, la migracion y adecuada adsorcion de la proteina en la interfase, provocando

la separacion del agua y el aceite.

Considerando que hay una proporcidon de aminoacidos hidrofilicos mayor que de
aminoécidos hidrofobicos en el concentrado de chia (ver Tabla 5.4).
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A pH 4 la disponibilidad de cargas favorece cambios en la estructura molecular de las
globulinas (desplegamiento), permitiendo que éstas se adsorban mejor en la interfase

formandose emulsiones mucho mas estables que al pl.

A pH 7, el cambio en la estructura molecular (desplegamiento y flexibilidad de las
proteinas) es menor que a pH 4, esto se debe a que nos encontramos a un pH muy
cercano al pl; algunos aminoacidos ya tiene carga electrostatica, o que permite que las
proteinas interaccionen con el agua y esto aunado a las interacciones hidrofébicas

favorece la formacion de emulsiones estables.

Al observar las figuras 5.16 A y 5.17 A, se puede apreciar una cantidad de proteina
precipitada en el fondo de los tubos, esto nos indica que solamente una fraccion del
total de proteina adicionada fue activa superficialmente a pH 4, inclusive al 1.25 %, en
donde la emulsidn ya esta estabilizada al 100 %. Por otro lado, a pH 7, se observa un
pequefio precipitado de proteinas hasta el 0.25 % de concentracion lo que indica que

hasta este punto, la participacion de las proteinas es parcial, de igual forma que a pH 4.

A partir de 0.5 % y hasta el 1 % de concentracion se observa un aumento en el color de
la fase polar acuosa y una disminucién del precipitado, lo que indica que al aumentar la
concentracion, aumenta la cantidad de proteinas cargadas a ese pH, esto incrementaria
a su vez la cantidad de proteina adsorbida en la interfase en comparacion con la

proteina que se adsorberia a pH 4.

ESTABILIDAD DE LA EMULSION

La estabilidad de la emulsion producida por las globulinas del concentrado de chia, se

ve afectada seriamente a pHs por debajo y por arriba del pl de estas proteinas

A pH 5.29, practicamente no hay formacion de emulsion con el concentrado de
globulinas de chia, el aceite coalescido es de méas del 90 % (ver Fig. 5.15 y Tabla 5.10).
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En las imagenes se puede observa una capa muy delgada de emulsiéon que nos indica
que si hay proteinas participando en la interfase de la emulsion, mediante interacciones
lipido — proteina, seguramente con los aminoacidos hidréfobos de éstas ultimas, sin

embargo la mayor parte de la fase lipidica esta separada.

Esto se debe a que las proteinas a este pH forman agregados insolubles que no migran
rapidamente a la interfase, y de hacerlo, estdn tan compactas por su plegamiento que
no se adsorben adecuadamente, minimizando sus interacciones con ambos liquidos,

permitiendo la coalescencia de los globulos de grasa y la separacion de esta ultima.

Por otro lado, las proteinas de soya muestran una muy buena estabilidad de la
emulsion a pH 7.22, debida seguramente, a que las proteinas del aislado se encuentran
como proteinatos, es decir, con carga y semi desplegadas, lo que les permite migrar y

adsorberse rapidamente hacia la interfase agua / aceite, estabilizando la emulsion.

A 0.25% de concentracion de las proteinas de soya, casi un 60 % del aceite se
encuentra retenido en la emulsion, mientras que a 1.25 %, las dos fases se encuentran

totalmente unidas.

Esto concuerda con las especificaciones del fabricante, donde recomienda usar el

producto en una concentracion del 1.2 %.
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Tabla 5.10 Formacion y estabilidad de la emulsién del concentrado de globulinas de
chia a pH 5.29 y del APPENSOL, a pH 7.22. El ensayo se realiz6 a diferentes
concentraciones de proteina

Concentracién
(%)

Muestra 0.125 0.25 0.5 0.75 1.0 1.25

(%) de aceite
coalescido de
la emulsion de | 98.3+2.8 | 98.3+1.1 | 98.3+2.8 | 96.6+3.8. | 96.6+3.8
proteinas de
chia

(%) de aceite
coalescido de
la emulsion de | 63.3+1.1 | 41.3+2.3 | 36.6+3.2 | 29.6+0.5 | 18.6+2.3 0
proteinas de
soya

A pH 4, para el concentrado de globulinas de chia, se observa (Fig. 5.16 y Tabla 5.11)
que a la concentracion mas baja (0.125 %) de proteina, ya hay un 70.5 % de aceite
retenido en la emulsién y este porcentaje aumenta al aumentar la concentracion de

proteina, de tal forma que a 1.2 % de proteina ya no hay aceite coalescido.

A este pH estamos alejados por debajo del pl de las proteinas, por lo que la
participacion de aminoacidos hidrofilicos, la cual es alta en el concentrado de globulinas
de chia y sobre todo los aminoacidos como Glu, Asp, Hist, Arg, Lys que se encuentran
cargados a este pH, generan un cambio en la estructura de las proteinas,
permitiéndoles en primer lugar, una migracion mas rapida hacia la interfase y en
segundo lugar, un desplegamiento parcial con una mayor exposicion de sus grupos
hidrofébicos, por lo tanto, una mejor alineacién en la interfase, mejorando asi la

formacién y estabilizacion de la emulsion.
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Fig. 5.14 Formacion de la emulsién en funcion del pH y de la concentracion de proteina.
Imagen A, concentrado de globulinas de chia a pH 5.29. Imagen B, aislado de
proteinas de soya a pH 7.22. Se probaron diferentes concentraciones de proteinas,
desde 0.125 % hasta 1.0 % en ambos casos

Con respecto a las gotitas de grasa, se sabe que cerca del punto isoeléctrico
practicamente no hay repulsion de cargas entre ellas, lo que favorece la coalescencia.
Sin embargo, como se mencion6 anteriormente, los aminoacidos hidrofilicos cargados a
este pH se sitlan en la superficie de las gotitas de grasa contribuyendo a la repulsion

entre ellas, evitando asi su coalicion.
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Tabla 5.11 Formacion y estabilidad de la emulsion a pH 4 del concentrado de
globulinas de chia y APPENSOL, a diferentes concentraciones de proteina

Congentracion

(%) 0.125 0.25 0.5 0.75 1.0 1.25 1.5 1.75
Muestra

2.0

(%) de aceite
coalescido de
la emulsion | 29.5+0.8 | 26+1.7 | 16.6+2.8 | 10.8+1.4 | 5.6+1.1 0
de proteinas
de chia

(%) de aceite
coalescido de

la emulsiéon | 100+1.1 | 100+2.3 | 100+2.3 | 100+1.7 | 100+1.5 | 100+1.1 | 100+2.3 | 100+ 1.1 | 100+1.3

de proteinas
de soya

Por otro lado, para las proteinas del aislado de soya, no hubo formacion de emulsion.
Las proteinas no fueron capaces de evitar la coalescencia de las gotitas de grasa
terminando en una separacion de fases. Esto se debe seguramente, a que como lo
indica el perfil de solubilidad, las proteinas estan situadas en su pl y pierden totalmente
su solubilidad haciéndolas incapaces de migrar a la interfase y estabilizar la emulsion. A
este pH el comportamiento de las proteinas de soya, es el mismo comportamiento que
muestran las proteinas de chia a pH 5.29, pues ambas se encuentran en valores que

corresponde a su intervalo de pls.

A pH 7 se observa que la formacién de emulsion con el concentrado de globulinas de
chia es gradual (ver Tabla 5.12 y Fig. 5.17 A), es decir, que a medida que se aumenta
la concentracion también se aumenta la formacién y estabilidad de la emulsion, sin
embargo, se requiere de una mayor cantidad de proteina para llegar a un 70 % de
aceite retenido en la emulsiébn en comparacion con el pH 4, pero una vez que se llega al
1 % de proteina, la estabilidad es de la emulsién es del 100 %, mientras que para la

muestra estudiada a pH 4, es solo del 80 %.
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0.125 % 025 % 05 % 0.75 % 10 % 125%  15% 175 % 20 %

Fig. 5.15 Formacioén de la emulsion a pH 4. Imagen A, concentrado de globulinas de
chia . Imagen B, aislado de proteinas de soya. Se probaron diferentes concentraciones
de proteinas, desde 0.125 % hasta 1.0 % para las globulinas de chia y desde 0.125 %
hasta 2% para las proteinas de soya.

A este pH de 7 nos encontramos ligeramente por encima del pl de la mayoria de las
proteinas del concentrado de chia, en este punto, la solubilidad de las globulinas se ha
incrementado ligeramente y su estructura molecular ya no es tan compacta, lo que
permite una exposicion de grupos hidrofébicos, aunque en menor proporcion que a pH
4.
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Debido a esto, la estabilidad de la emulsién no es tan buena a concentraciones bajas
de proteina, pues solamente aquellas proteinas que tienen éstas condiciones, son las
que migran y se adsorben mas rapidamente en la interfase, creando esta estabilidad de
forma gradual, que aumenta al aumentar la concentracibn del concentrado de
proteinas. Por otro lado, al estar cerca del pl, se incrementan las interacciones proteina
— proteina de aquellas que se adsorbieron rdpidamente en la interfase, con las que
migraron mas lentamente, lo que permite crear una capa mas viscosa que estabiliza
mejor la emulsiéon. Debido a esto, hay una mejor estabilizacion de la emulsion al 1 % de

proteina a pH 7 en comparaciéon a pH 4

Tabla 5.12 Formacion y estabilidad de la emulsion a pH 7 del concentrado de
globulinas de chia y del aislado de proteinas de soya a diferentes concentraciones de
proteina

ncentracion
(%)

Muestra 1.25

0.125 0.25 0.5 0.75 1.0 15 1.75

2.0

Aceite
coalescido (%)
de la emulsiéon

de proteinas
de chia

96.5+1.5|81.6+1.4|63.5+1.3|23.8+1.2

Aceite
coalescido (%)
de la emulsién

de proteinas
de soya

100+3.5 | 100+2.0 | 100+2.7 | 98.6+2.3 | 95.8+3.8|86.3+1.1 | 84+3.8 | 82.6+2.3

78.3£2.8

Las proteinas de soya a este pH (7), muestran la misma tendencia que las globulinas
de chia, ya que la capa de emulsién aumenta a la par de la concentracion de proteina.
Sin embargo, el porcentaje de aceite coalescido es mucho mayor, inclusive al llegar a
una concentracion relativamente alta, como lo fue en este caso (2 %) y no es hasta que
estas proteinas se encuentran totalmente cargadas y desplegadas (pH 7.22), que se

llega a una estabilidad de emulsion del 100 % a bajas concentraciones de proteina.
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Fig. 5.16 Formacion de la emulsion a pH 7. Imagen A, concentrado de globulinas de
chia . Imagen B, aislado de proteinas de soya. Se probaron diferentes concentraciones

de proteinas, desde 0.125 % hasta 1.0 % para las globulinas de chia y desde 0.125 %
hasta 2% para las proteinas de soya.

La Fig.5.18 muestra con claridad la capacidad que tienen las globulinas de chia de

estabilizar emulsiones a los diferentes pHs y concentraciones de proteina estudiados.
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Fig. 5.17 Estabilidad de la emulsion del concentrado de globulinas de chia. Se
estudiaron los efectos del pH, ajustdndolos a 4, 5.29 y 7 y la concentracion de la
proteina desde 0.125 hasta 1.25 %.

Al hacer la comparacion entre la capacidad que tiene las proteinas (globulinas) del
concentrado de chia y las proteinas del aislado de soya en la formacion y estabilizacion
de emulsiones, se puede decir que a los pHs propuestos, las globulinas de chia
resultaron mejores agentes emulsificantes que las proteinas de soya, mientras que
éstas ultimas muestran resultados superiores al del concentrado de chia Unicamente a

un pH ligeramente basico (7.22).
INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE (IAE)

El indice de actividad emulsificante (IAE) de las emulsiones fue determinado a los

diferentes pHs y a las diferentes concentraciones propuestas.

Para las proteinas de chia y las de soya, el IAE presenta su valor maximo a la mas baja
concentracion de proteina, disminuyendo a medida que se aumenta la concentracion de

éstas. Este comportamiento se observa a los tres pHs estudiados.
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Los resultados indican que a concentraciones bajas de proteina se logro cubrir la
totalidad de la superficie de la gota de aceite y una vez que esta capa de proteina se
adsorbié por completo en la interfase, la adicion de mayores cantidades de proteina ya
no lo hacen de la misma forma, ya que no se favorece su adsorcion en la interfase, si
no que establecen interacciones proteina — proteina alrededor de las que se encuentran

adsorbidas, creando multicapas proteinicas que ayudan a estabilizar la emulsién.

Especificamente para el concentrado de globulinas de chia a pH 5.29, se registra el
mayor valor de IAE (32.7 m? / g de proteina), seguido por la proteina a pH 7 (22 m? /g
de proteina) y por Gltimo a pH 4 (17.5 m? / g de proteina) (Fig. 5.19). Estos resultados
indican que a pH 5.29 se tienen los glébulos de grasa mas grandes en donde la
proteina fue capaz de cubrir la superficie total de estos, sin embargo, no fue capaz de
estabilizar la emulsion ( 98.3 % de aceite coalescido, Tabla 5.10) derivando en una

separacion total de las fases.

A pH 7 los globulos de grasa son mas grandes que a pH 4, ya que la superficie cubierta
por la proteina es ligeramente mayor, aunque en comparaciéon con los resultados
obtenidos a pH 5.29, aqui la proteina estabiliza las emulsiones obtenidas en cada pH,
obteniéndose los mejores resultados a pH 4, que es precisamente en donde se tienen

glébulos de grasa de menor tamafo.

Para el caso de la soya se obtuvo totalmente lo contrario, ya que a pH 4 se observa el
menor IAE (16.0 m? g de proteina), es decir, el menor tamafio de glébulo graso, sin
embargo la estabilidad en éstas condiciones fue nula. A pH 7 y 7.22, se observé un
aumento en el area interfacial estabilizada por las proteinas de soya (21.9 y 33.0 m?/ g
de proteina, respectivamente), es decir, el tamafio de los glébulos grasos aumenté (Fig.
5.20).
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Estos resultados indican que las proteinas que componen al aislado de soya, son
capaces de cubrir un é&rea interfacial grande, y ademdas estabilizarla a bajas
concentraciones de proteina (40 % de aceite coalescido a 0.25 % de proteina, Tabla
5.10), pero solo a pH 7.22, ya que a pH 7, la estabilidad resultd muy pobre adn a la

concentracidbn maxima experimentada (78.3 % de aceite coalescido al 2 % de proteina).

30 B globulinas de chia pH 7 M globuinas de chia pH 4 O globulinas de chia pH 5.24]

IAE ( m2/ g de Proteina)

0125 025 05 075 1 125
Concentracion de proteina %

Fig. 5.18 Indice de actividad emulsificante del concentrado de globulinas de chia. El
ensayo se realizé a diferentes pHs (4, 5.29 y 7) y a diferentes concentraciones de
proteina (0.125,1.25,0.5,0.75,1.0 y 1.25 %)
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Fig. 5.19 indice de actividad emulsificante del aislado de proteinas de soya
APPENSOL. EIl ensayo se realiz6 a 3 diferentes pHs ( 4, 7, y 7.22) y a diferentes
concentraciones de proteina (0.125, 0.25, 0.5, 0.75,1.0, 1.25, 1.5, 1.75 y 2.0%)
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Ching-Yung (Ching- Yung, 2006), reporta que el IAE para la fraccién de globulinas de
trigo sarraceno a pH 7 y 0.5 % de concentracion, es de 88.4 + 0.70 (m?/ g de proteina),
los valores obtenidos en este estudio a ese pH fueron mucho menores, pero hay que
considerar que también las concentraciones utilizadas lo fueron, quiza por eso los

valores sean tan distantes.

5.7.6 DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES ESPUMANTES DEL
CONCENTRADO DE GLOBULINAS DE CHIA

Se estudiaron las propiedades espumantes del concentrado de globulinas de chia, en

soluciones al 1 % de proteina y a los pHs propuestos.

FORMACION DE LA ESPUMA

En esta propiedad funcional de las proteinas, al igual que en la formacién y
estabilizacion de emulsiones, los tres tipos de interacciones (proteina — proteina,
proteina — agua y proteina- fase dispersa), son importantes, la diferencia es que en esta

ocasion, la fase dispersa esta constituida por aire.

Los resultados obtenidos muestran que a pH 5.29, la expansion de la espuma para el
concentrado de globulinas de chia fue del 207.3 %, mientras que a pH 4 y pH 7, la
expansion de la espuma fue del 292.6 y del 280 % respectivamente (Figuras 5.21 y
5.23).

A pH 5.29 las globulinas se encuentran en su intervalo de pl, las interacciones proteina
— proteina son tan fuertes, que éstas tienden a plegarse y perder solubilidad, lo que
evita que difundan facilmente hacia la interfase agua / aire; por otro lado, las proteinas
que logran llegar a esta interfase son estructuralmente mas rigidas y compactas, por lo
que su adsorcion y posterior desplegamiento en la interfase es muy dificil, todo esto

hace que la expansion de la espuma sea mucho menor que a los dos pHs restantes.
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A pH 4 tenemos una mejor expansion de la espuma que a pH 7, esto se debe a que en
este pH, estamos alejados del pl, los aminoacidos acidos y basicos se encuentran
cargados, lo que permite por un lado, que la proteina sea mas soluble y difunda con
mayor rapidez a la interfase y por otro lado, que la estructura de esta cambie
haciéndola mas flexible, con una mayor exposicién de grupos hidrofébicos y una mejor
adsorcion en la interfase.

A pH 7 las proteinas del concentrado de chia se encuentran muy cerca de su intervalo
de pls, por lo que las interacciones proteina — proteina aun son fuertes, la estructura es
menos compacta que al pl, pero mas que a pH 4, esto afecta negativamente su
espumabilidad, pero no su capacidad de estabilizacion de la espuma, como se vera
mas adelante.

Tiempo o .
Oh S0 1h50° 2h 20h

Fig. 5.20 Formacién de espuma del concentrado de globulinas de chia. El ensayo se
realiz6 a 3 diferentes pHSs, 4, 5.29 y 7, en soluciones al 1 % de proteina. Se observa
también la estabilidad de la espuma a través del tiempo, desde las 2:34 p.m., hasta las
9:28 a.m. del siguiente dia.

La expansion de la espuma para el aislado de soya a los tres diferentes pHs fue de
1146 % apH4,275.3% apH 7y 181.3 % a pH 7.22 (véase Fig. 5.22 y 5.23).
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El valor més bajo de expansién de la espuma se presentd a pH 4, que es en donde se
registro la solubilidad mas baja, es decir, en el pl de las proteinas del aislado de soya.
Los resultados concuerdan con los obtenidos para las proteinas de chia en su intervalo
de pls.

Tedricamente, a pH 7.22, deberia tenerse una mejor expansiéon de la espuma que a pH
7, ya que a ese pH las proteinas tienen mas cargas eléctricas por encontrarse como
proteinatos, mejor solubilidad y mucho mayor flexibilidad, lo que permitiria una mejor y
mas rapida adsorcion en la interfase, sin embargo, esto no fue asi. A pH 7 se obtuvo
una mayor espumabilidad que a pH 7.22, esto puede deberse a que a este pH, las
interacciones proteina-proteina son muy débiles, impidiendo una buena interaccion de

éstas con la fase no polar (aire).

Tiempao

0Oh 4° 1h22° 1h39°

Fig. 5.21 Formacién de espuma del aislado de proteinas de soya. El ensayo se realizo
a 3 diferentes pHs, 4, 7y 7.22, en soluciones al 1 % de proteina. Se observa también la
estabilidad de la espuma a través del tiempo, desde las 10:35 a.m., hasta las 12 p.m.
del mismo dia.
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Fig. 5.22 Espumabilidad del concentrado de globulinas de chia y del aislado de
proteinas de soya, APPENSOL a diferentes pHs.

ESTABILIDAD DE LA ESPUMA

El valor méas alto de estabilidad de la espuma para el concentrado de globulinas de chia
fue el obtenido a pH 7 (60%), seguido por el obtenido a pH 4 (56%) y por ultimo el
obtenido a pH 5.29 (32%) (ver Fig. 5.21 y 5.24).

A medida que transcurri6 el tiempo, la estabilidad de las espumas disminuy6
drasticamente, hasta llegar a un 4 % para la espuma a pH 5.29, la cual desaparecio
totalmente después de 3 horas. Para el caso de la espuma a pH 4 y 7, la estabilidad
disminuyo hasta un 12 % durante las primeras tres horas, posteriormente la espuma a
pH 4 desaparecié por completo, mientras que la espuma a pH 7 se mantuvo con esa
estabilidad por mas de 12 horas, desapareciendo por completo hasta las 26 horas

después de su creacion.

Diversos estudios han mostrado que a pHs cercanos al pl de las proteinas se obtiene
una mejor estabilidad que al resto de los pHs (Kinsella,1981; Kinsella, 1985; Kinsella y
Phillips, 1989).
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Esto se debe a que en estos pHs, las repulsiones electrostaticas son minimas en la
interfase y las proteinas que se encuentran estructuralmente mas compactas
(interacciones proteina — proteina) generan capas proteinicas mas fuertes y viscosas, lo

gue imparte estabilidad a la espuma.

Al observar la Fig. 5.21, podemos ver que a pH 7 se distingue una turbidez en la
solucién. Esta turbidez se debe a que por encontrarnos muy cerca del pl de algunas de
las proteinas que forman el concentrado, éstas tienden a agregarse, sin embargo, esta
agregacion no afecta la estabilidad de la espuma, pero si su espumabilidad, debido
probablemente a que la agregacion reduce la cantidad de proteina disponible para la
formacién de la capa interfacial, pero una vez que se forma, ésta es densa, viscosa y

muy estable (Phillips y col,1990).

Diversos autores coinciden en que la fraccidbn de globulinas generalmente presenta
poca capacidad de espumado y estabilidad de las espumas (Bora,2001; Lawal y
col,2005; Ching-Yung,2006), en este caso, a pesar de que no se puede realizar una
comparacion directa de la capacidad y estabilidad de la espuma con estos autores, se
puede observar de acuerdo a los resultados obtenidos, que la capacidad de creacién o
expansion de la espuma que tiene las globulinas de chia, es buena, y a pesar de que la
estabilidad resulto muy baja, esta se mantiene por mucho tiempo en las soluciones a
pH 7.

Los lipidos son considerados contaminantes, pues interfieren en las propiedades
espumantes de las proteinas, ya que obstruyen en la creacion de las celdas de aire
durante la fase de batido, evitando la generacién y / o estabilidad de la espuma. En este
caso, se observa que los lipidos presentes no afectaron la espumabilidad o estabilidad
de la espuma generadas por las proteinas de chia, puesto que si logro generarse
espuma a los 3 pHs estudiados. La inestabilidad se debié a las caracteristicas

intrinsecas de estas proteinas y no a una interferencia con los lipidos.
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Fig. 5.23 Estabilidad de la espuma del concentrado de globulinas de chia, en funcion
del tiempo y el pH. Se utilizaron soluciones al 1 % de proteina en todas las variaciones
de pH.

Para el aislado de soya, tenemos que a pH 7 se obtuvo la mejor estabilidad de la
espuma (40 %), seguido de las proteinas a pH 7.22 (28 %) y por ultimo las proteinas a
pH 4 (16 %) (véase Fig. 5.25).

Para el caso de la soya se ha reportado que la cantidad de puentes disulfuro que
contiene limita la flexibilidad molecular de las proteinas, por lo que la espumabilidad y la

estabilidad de la espuma, se ven seriamente afectadas (German y col, 1985).

Las proteinas de soya resultaron muy pobres como espumantes y estabilizantes de

espumas en comparacion con las globulinas de chia.
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Fig. 5.24 Estabilidad de la espuma del aislado de proteinas de soya (APPENSOL) en
funcion del tiempo y el pH. Se utilizaron soluciones al 1 % de proteina en todas las
variaciones de pH.

Los resultados obtenidos hasta este momento, indican que el concentrado de globulina
de chia ha tenido mejores resultados en cuanto a las propiedades funcionales, que el
aislado de proteinas de soya a los pHs propuestos, excepto por la capacidad de

retencion de agua.
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5.8 INFLUENCIA DEL MUCILAGO EN LAS PROPIEDADES FUNCIONALES.

Se ha reportado que los carbohidratos participan en la estabilizacion de la emulsion y el
espumado, ya que por un lado, interaccionan con las proteinas aumentando sus
propiedades superficiales haciéndolas mucho mas activas y por otro lado, aumenta la
viscosidad de la fase dispersante (Dickinson y Semeanova , 1993; Kato y col., 1993;
Cheftel, 1989).

Se realizaron los ensayos para la evaluacion de las propiedades funcionales utilizando
Gnicamente al mucilago, para corroborar que los resultados obtenidos en cada una de

estas pruebas se debian a la proteina y no al mucilago.

Para CRA, el resultado fue negativo, es decir, el mucilago no influye en la capacidad de
retencidon de agua del concentrado de globulinas de chia. Para CRAc, se observa que el
mucilago retiene un 25 % de aceite. En este caso, si influyd en los resultados obtenidos
para esta propiedad funcional, sin embargo, al tener al mucilago liofilizado, éste actua
como un adsorbente de la grasa, no interactia directamente con el aceite, pues no

tiene sitios hidrofébicos que le permitan hacerlo.

Para las propiedades emulsificantes y espumantes la respuesta también fue negativa,
ya que las emulsiones hechas so6lo con mucilago, presentaron el 100 % de aceite
coalescido, mientras que las emulsiones agua/aire, presentaron muy poca expansion de

la espuma y no presentaron estabilidad en ninguna de las condiciones establecidas.

rH4 pH 7 pH4 pH7

A B
Fig. 5.25 Propiedades espumantes y emulsificantes, realizadas Gnicamente con mucilago
Imagen A, formacién y estabilidad de la emulsion. Imagen B, formacién y estabilidad de la
espuma.
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6.- CONCLUSIONES

® El proceso de extraccion utilizado en este estudio nos permiti6 obtener una
fraccion de globulinas a partir de la semilla de chia con una pureza bastante

aceptable, prescindiendo del proceso inicial de eliminacion del mucilago.

® E| componente mayoritario en el extracto obtenido a partir de la semilla de chia
es la proteina, con un 62.05 % de pureza, lo que permite considerarlo como un
concentrado proteinico, en donde los carbohidratos asimilables derivados del
mucilago remanente en la muestra ocupan un 35 % del total del concentrado. El
tercer y cuarto lugar en el concentrado lo ocupan los lipidos ( 2%) y las cenizas
(0.35 %) respectivamente, mientras que la fibra cruda no forma parte de este

concentrado.

® Las globulinas que conforman al concentrado de chia tienen pesos moleculares

entre 61.1y 14.2 kDa y la mayoria de estas proteinas tienen caracter acido.

® Los datos obtenidos durante la purificacion parcial sugieren que estas proteinas
son subunidades de la globulina 11 S, localizada en plantas dicotiledoneas y se
encuentran formando agregados macromoleculares heterogéneos en el concentrado

de chia

®» El alto contenido de aminoacidos hidrofilicos (55 %) en las globulinas de chia, asi
como el contenido de aminoéacidos hidrofobicos (45 %), generan cambios en el
comportamiento de estas proteinas influenciadas por el pH, generando a su vez

cambios en las propiedades funcionales estudiadas.

® La solubilidad del concentrado de globulinas de chia es bajo a los pHs de trabajo
propuestos (42.0 £0.29 % a pH 4 y 11.7 + 0.25 % a pH 7), sin embargo, los
resultados muestran que no es necesaria una alta solubilidad de estas proteinas
para obtener buenos resultados en pruebas como CRAc y formacion y estabilidad
de emulsiones y espumas, mientras que el aumento de la CRA, si esta directamente

relacionada con el aumento de la solubilidad.
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® Las globulinas de chia pueden considerarse buenos agentes emulsificantes a los
pHs de trabajo propuestos, ya que estabilizan el 100 % las emulsiones a bajas
concentraciones de proteinas (1.25% apH4y 1% a pH 7).

®» La espumabilidad y estabilidad de la espuma que generan las globulinas de chia
resultaron aceptables, considerando que la mayoria de los autores reportan
formacién y estabilizacion de espumas pobres cuando se utilizan fracciones de

globulinas como agentes espumantes.

®» El mucilago no influye en la capacidad de retencion de agua, propiedades
emulsifcantes ni propiedades espumantes del concentrado de globulinas de chia,
mientras que para la capacidad de retencion de aceite, se observa un 25 % de

retencién debida al mucilago.

®» De acuerdo a los resultados obtenidos, el concentrado de globulinas de chia
puede utilizarse como sustituto del aislado de soya (APPENSOL) apH 4y pH 7, en
productos donde las propiedades emulsificantes son importantes, por ejemplo

productos carnicos.

®» Por los buenos resultados obtenidos en la capacidad de retencion de aceite y
propiedades emulsificantes, el concentrado de globulinas de chia, podria ser
utiizado en formulaciones alimenticias tipo emulsiébn (embutidos, mayonesas,

aderezos, etc.) o también para productos de panaderia.

® Por su buena capacidad de retencion de agua y espumabilidad (a pH 7), el
concentrado de globulinas de chia, podria ser utilizado en helados, postres tipo

mousse, bombones, productos de panaderia como cremas batidas, etcétera.
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ANEXO 1 ,
IDENTIFICACION BOTANICA DE LA SEMILLA DE CHIA

Instituto
de Biologia Jardin Boténico

Universidad Nacional
Autdnoma de México

Quim. Norma Molina Tizo
Instituto de Quimica
Bioquimica 2

Tel 56-22-45-16

En contestacidn a su solicitud de identificacion etnobotdnica, me permito adjuntar la

identificacion de la muestra de semillas de chia que me hizo llegar.

Nombre cientifico: Salvia hispanica L.
Familia Botanica: Lamiaceae

Si usted estd estudiando esta especie le sugiero que deposite un ejemplar en la coleccion
Etnobotdnica de MEXU ubicada en el jardin Botdnico Exterior planta baja, para
respaldar sus estudios.

Atentamente .
“POR M1 RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Ciudad Universitaria a 15 de noviembre, 2007.

7 h /

~ }
F& iy 3 —~ 2 - P
{5 L a2 T AR D ._/ P

M. E C. Edelmira Linares Mazari.

‘ostal 70-614 CP. 04510 México, D.F. Tels.: (+55) 5616-1297, 5622-9057 Fax: (+55) 5022-9046
www.lbiclogic.unam.mx
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ANEXO 2
CERTIFICADO DE ANALISIS DE LAS PROTEINAS DEL AISLADO DE SOYA
APPENSOL.

(BL g RO CE L o - f
ST WHAT WU NEELD 1

o
!

T =1 o |
A b iFEEm

CERTIFICADD DE ANALISIS

1S T FROTEIMA DE S0vA MSLADS EMULEON (SIN RECUERIR) 905
LOTE: 2R

, _ Eplor Hlanco lechoso
RACTERISTICAST
i 3L e SEvia Lo
DETERMINACION ESFECIFICACION RESULTADC
CARACTERIETICAS ; = Fha e et M L
QUIMICAS Frolelna fbase seca) =0T g
HariE =T ——
frcdce de Sofublidnd
e FinGgenc > 850 BB 5
EnEas =0 4.5
Tamaife da maya & 100 ER Ay xS
Grasa =03 LE]]
—She EETE T H
Ph = 1,0 [

i Ld I LR
CARACTERISTICAS ‘Buann efslicidad, ooale | Confamme
FUSZIONALES AccilnsAgua: Polud on ngunrn:;;udu 2]

[E 1}
Aqua:Folwa Huena closhodad, bucna | Condormn
i ApATENCEa
CARACTERIETICAS Guenin erEndar &n 10000 1200
MICEGE L OEICAS o e}
k. cal = il Heguln

Lee datos conlenidos en esle el cado =on copia fiel del proporoonado por = febeicanle:

|41
—, il
. I-_ﬂ-
|_ MUIFMIN s ass @

e L e N
gl N T

95



ANEXO 3

MEDICION DE PROTEINA SOLUBLE MEDIANTE EL METODO DEL ACIDO
BISINCONINICO
Cuantificacion de proteina soluble por el método del acido bisinconinico, se utilizé el kit
de ensayo de proteinas BCA de Pierce, numero 23225

Curva patrén:

El kit contiene ampolletas de albumina estandar con una concentraciéon de 2 mg /mL en
0.9% de solucién salinay 0.05% de azida de sodio, las cuales se diluyeron al realizar la
curva patron para el procedimiento de microplacas, en un rango de trabajo de 20-2000

pg/mL, de acuerdo al siguiente esquema:

Vial Volumen de diluyente Volumeréyé'l;uente de Concentrg(gzn final de
A 0 uL 300 pl de stock 2000 pg/mL
B 125 uL 375 L de stock 1500 pg/mL
C 325 uL 325 L de stock 1000 pg/mL
D 175 L 175 uL del vial B 750 pg/mL
E 325 uL 325 uL del vial C 500 pg/mL
F 325 uL 325 L del vial E 250 pg/mL
G 325 uL 325 yL del vial F 125 pg/mL
H 400 pL 100 uL del vial G 25 ug/mL
I 400 pL 0 0 = blanco

Reactivos:

Reactivo A, contiene: carbonato de sodio, bicarbonato de sodio, acido bisinconinico y

tartrato de sodio en hidréxido de sodio 0.1 M.

Reactivo B, contiene: sulfato cuprico al 4 %.

Preparacion del reactivo de trabajo (WR)

1.-Determinar el volumen total de reactivo de trabajo (WR), de acuerdo a la siguiente
formula:

(# de estandares + # de muestras) X (# de réplicas) X (volumen de WR por
muestra)=volumen total de WR requerido.

Nota: El volumen de reactivo WR requerido por muestra en este procedimiento es de
200 pl.
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2.- El reactivo de trabajo WR se prepara mezclando 50 partes de reactivo A con una

parte de reactivo B (50:1, reactivo A:B).

PROCEDIMIENTO PARA MICROPLACAS.

1.-Pipetear 25 uyl de cada uno de los estandares o muestras desconocidas, por
duplicado, dentro de los pozos en la microplaca.

2.-Adicionar 200 ul del reactivo de trabajo (WR), a cada uno de los pozos y agitar en un
agitador de placas, por 30 seg.

3.-Cubrir la placa e incubar a 37 °C por 2 h.

4.- Una vez que transcurrio el tiempo, dejar enfriar la placa por unos minutos.

5.-Medir la absorbancia a 562 nm.
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