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INTRODUCCION.

Las proteinas son macromoléculas formadas por la polimerizacion de monémeros
llamados aminoacidos mediante reacciones de condensacion por deshidratacion.
Las proteinas tienen una gran importancia en la industria alimentaria, dada su
funcién estructural y catalizadora, son fuente de aminoacidos esenciales y por sus
propiedades funcionales son utilizadas para la obtencién de alimentos con

caracteristicas sensoriales altamente apreciadas.

Existen diversas dificultades para predecir el comportamiento funcional de las
proteinas, para la obtencién de un aislado proteico las principales dificultades son
la naturaleza de las proteinas, el medio que las rodea, la complejidad de los
sistemas alimenticios, entre muchos otros factores, por esta razon la finalidad de
este trabajo tiene como objetivo la caracterizacion de las proteinas aisladas y un
analisis de propiedades funcionales para poder predecir su comportamiento en un
sistema alimenticio, y con esto plantear una posible utilizacidon con base en las

propiedades que presenten.

El objetivo general de este trabajo fue el de evaluar las propiedades funcionales
de los residuos del procesamiento del café y las de un aislado proteinico para
proponer su uso en la produccion de alimentos. El aprovechamiento de nuevas
fuentes de alimentos y/o la utilizacion de residuos de la industria alimentaria, hace
necesario evaluar una gran cantidad de atributos de materias primas, en cuanto a
proteinas alimenticias, en la industria alimenticia se sigue con una constante
busqueda de nuevas fuentes de proteinas para su uso como ingredientes

funcionales y suplementos alimenticios.

Se eligieron los residuos de café ya que en la industria solamente se utiliza el
9.5% del peso del fruto fresco en la preparacién de la bebida, y los residuos
representan mas del 70% del peso del grano de café. El café cuenta con proteinas
tanto solubles como insolubles, en la fraccidn soluble principalmente se encuentra

albumina que es la responsable de la formacién de espuma en la bebida, y la



fraccion insoluble es la que se encuentra en la fraccién llamada borra, la cual fue

el objeto de estudio.

Evaluar las propiedades funcionales de las proteinas insolubles que se
encuentran en los residuos del café permitira contar con un ingrediente que,
adicionalmente aporta fibra y antioxidantes, y que pueda ser utilizado para mejorar

las caracteristicas sensoriales de los alimentos.



OBJETIVOS.

Objetivo General.
e Evaluar las propiedades funcionales de los residuos del procesamiento del
café y de las proteinas aisladas de estos residuos con la finalidad de

proponer su uso en la produccién de alimentos.

Objetivos particulares.
e Obtener un aislado proteinico que sea viable para la industria alimenticia.
¢ Obtener fracciones ricas en proteina de los residuos del procesamiento del
café con el fin de identificar de que manera podrian ser utilizados.
e Caracterizar la fraccion insoluble de las proteinas del café para comprender
el comportamiento de estas proteinas.
e Proponer un uso de los residuos del café con el fin de encontrar una nueva

fuente de recursos para la industria alimenticia.



ANTECEDENTES.

Cafe.
Existen diferentes especies de Coffea, la planta del café, arbusto de hoja perenne

perteneciente a la familia botanica de las Rubiaceas. La Arabica (Figura 1),
representa el 59% de la produccion mundial de café, la otra especie es la robusta.
El grano de café es la semilla de la planta, que se encuentra en el interior de la
baya. En cuanto a la composicion quimica, esta condicionada por la variedad de la
especie, principalmente se compone por agua y materia seca, la materia seca de
los granos del café esta constituida por minerales y por sustancias organicas que
son los carbohidratos, lipidos, proteinas, alcaloides, como la cafeina y la
trigonelina, asi como, por acidos carboxilicos y fendlicos, y por compuestos

volatiles que dan el aroma tan caracteristico del cafe.

Figura 1. Coffea arabica.

En lo qué se refiere a proteinas estan presentes en el café en gran parte como
enzimas libres en el citoplasma o unidas a los polisacaridos de las paredes
celulares. Su contenido puede oscilar entre 8-15% en base seca, los principales
aminoacidos son arginina, acido aspartico, histidina y cisteina, su presencia tiende
a disminuir durante la maduracién y ejercen un papel importante en la formacién
de compuestos aromaticos durante el tostado. Ademas en dicho proceso, se
produce una degradacion proteinica que depende del grado del tueste y que da

lugar a fracciones de menor peso molecular.



Actualmente, no se dispone de mucha informacién sobre el contenido de proteinas
en la infusién de café recién preparado; se piensa que este contenido debe ser
bajo, ya que al desnaturalizarse las proteinas, su solubilidad disminuye. En el café
instantaneo segun algunos estudios indican que el contenido de proteina oscila
entre 0.5-5.5% en base seca, en esta cantidad se encuentran principalmente las
proteinas de la fraccion soluble y algunos aminoacidos libres (Belitz, 1997). Por
otro lado, cabe mencionar que no existe informacion acerca del comportamiento ni

caracterizacion de las proteinas insolubles de los residuos del café (Figura 2).

Figura 2. Residuos del procesamiento de café.

La degradacion y disminucion del contenido de proteinas en el grano de café
tostado dependen del grado de tueste. Los aminoacidos reaccionan y generan
compuestos del aroma del café tostado, asi, en la reacciéon de Strecker se
transforman en aldehidos, CO, y amoniaco, y en la reaccion de Maillard
reaccionan con los azucares reductores y producen las melanoidinas y diversos

compuestos volatiles nitrogenados y azufrados.

Proteinas.

Las proteinas son macromoléculas formadas por la polimerizacion de monémeros
llamados aminoacidos (existen veinte) mediante reacciones de condensacién por
deshidratacion (Cheftel, 1992). Estos biopolimeros estan constituidos por carbono,
hidrégeno, oxigeno, nitrogeno y la mayoria de las veces azufre. Todas las
propiedades fisicas y quimicas de las proteinas dependen completamente del tipo,

concentracion y de la secuencia de union de los monémeros constituyentes.
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Estas sustancias desempefan funciones biolégicas en el organismo humano,
entre las que se cuenta principalmente la regeneracion y la formacion de tejidos, la
sintesis de enzimas, anticuerpos y hormonas, y como constituyente de la sangre,
entre otras; forman parte del tejido conectivo muscular de los animales y de otros
sistemas rigidos estructurales. Los o6rganos del hombre estan compuestos
fundamentalmente por proteinas y se calcula que existen aproximadamente 5

millones de tipos cada una con propiedades y caracteristicas muy especificas.

Las proteinas son responsables en gran medida de la textura y de las
caracteristicas reologicas de muchos alimentos, y las alteraciones indeseables
fisicas o quimicas que estos sufren dan como resultado una calidad sensorial y
nutricional pobre, que muchas veces lleva consigo al rechazo del producto (Badui,
1994). Por este motivo es de gran importancia un manejo adecuado de métodos
fisicos y quimicos en el procesamiento de los alimentos para que las proteinas no

sufran este tipo de alteraciones indeseables.

En cuanto a solubilidad las proteinas se dividen en albuminas, globulinas,
histonas, glutelinas, prolaminas y escleroproteinas. La solubilidad depende del tipo
de aminoacidos que contenga, de tal forma que el polipéptido que tenga muchos
residuos hidréfobos tendera a ser menos soluble en agua que el que tenga un
elevado numero de grupos hidréfilos. El proceso de la solubilizacién implica que
las moléculas de proteina estén separadas y dispersas en el disolvente y ademas

gue ejerzan una maxima interaccion con el liquido que las rodea.

e Albuminas: Solubles en soluciones salinas diluidas y en agua, precipitan
en sulfato de amonio al 50%.

e Globulinas: Son practicamente insolubles en agua pero solubles en
soluciones salinas diluidas.

e Histonas: Se caracterizan por su elevado contenido de aminoacidos
basicos y por ser solubles en acidos y en agua, debido a sus escases son
de poca importancia en la tecnologia de alimentos.

¢ Glutelinas: Son insolubles en agua, en etanol y en soluciones salinas y

solo solubilizan en acidos (pH 2) o en Aalcalis (pH 12); junto con las
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prolaminas constituyen la mayoria de las proteinas que se encuentran en
algunos granos como el trigo y el maiz.

e Prolaminas: Solo solubilizan en etanol 50-80%.

e Escleroproteinas: Por tener estructura fibrosa son insolubles
practicamente en todos los disolventes, presentan cierto grado de
cristalinidad y son muy resistentes a la accion de la mayoria de los agentes

quimicos y enzimaticos.

Estructura de las proteinas.
La organizacion de las proteinas viene definida por cuatro niveles estructurales
denominados: estructura primaria, estructura secundaria, estructura terciaria y

estructura cuaternaria.

Estructura primaria: Se considera como estructura primaria a la secuencia lineal
especifica (sin ramificaciones) de aminoacidos unidos mediante un enlace
peptidico. El enlace peptidico es la unién del grupo a-carboxilo del aminoacido y
del grupo amina del aminoacido mediante condensacion y la eliminacion de una
molécula de agua (Figura 3). La importancia desde el punto de vista quimico de la
estructura primaria, radica en la secuencia de los grupos laterales de los
aminoacidos (cadenas laterales, R) dado que es el componente variable de la

molécula que proporciona la identidad a la cadena.

Por otra parte, el significado bioldgico de esta secuencia se basa en el control que
ella ejerce en la organizacion de los niveles de complejidad superiores de la
estructura proteica ya que esta determinara en ultima instancia su actividad
bioldgica, es decir, la secuencia de aminoacidos tiene la informacion necesaria
para que la molécula adopte una conformacion tridimensional adecuada. El grado
de tolerancia a los cambios depende del grado de alteracion de la geometria que
presente la estructura proteica, asi como del comportamiento quimico que tiene la
cadena lateral del aminoacido sustituido (polar, no polar, basico o acido). Cabe
resaltar que todas las proteinas sin importar su nivel de organizacién se originan
de una estructura primaria que posteriormente adopta una conformacion

tridimensional especifica (Voet y Voet, 2006).
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—NH—CH—COOH HoN—CH-—COOH

R Ri+1

—N’H—CH—CO—NHATH—COOH + Ho0

Rj Ri+1

Figura 3. Formacion de enlace peptidico mediante condensacién de dos aminoacidos.

Estructura secundaria: Consiste en el enrollamiento de la cadena peptidica
sobre su propio eje para formar una hélice o alguna otra estructura tridimensional
especifica. La estructura secundaria mas comun es la a-hélice, la cual se
caracteriza por formar una estructura geométrica en espiral, muy uniforme, en la

que cada vuelta esta constituida por 3,6 aminoacidos.

La hélice se mantiene mediante puentes de hidrégeno entre el hidrogeno del
grupo amino del enlace peptidico de un aminoacido y el grupo carboxilo del enlace
peptidico de otro. Dentro de este grupo se pueden mencionar proteinas como el
colageno, la queratina y la elastina (Figura 4).
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Figura 4. Estructura secundaria con orientacion a-hélice, dicha estructura se
mantiene mediante puentes de hidrogeno entre los hidrégenos del grupo carboxilo
de un enlace peptidico y el hidrogeno del grupo amino de otro enlace peptidico.

Otro tipo comun de estructura secundaria es la hoja R plegada, que se caracteriza
por presentarse de forma aplanada y extendida, ademas posee un maximo de
enlaces de hidrogeno entre los enlaces peptidicos. Esta estructura consta de
varias cadenas peptidicas que permanecen enfrentadas y se mantienen juntas con
enlaces de hidrogeno en un arreglo a manera de zigzag. La estructura laminar
formada le confiere flexibilidad mas no elasticidad (Figura 5). Debido a que toda

cadena poli peptidica tiene un extremo C-terminal en una direccién y un extremo
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N- terminal en la otra, dos cadenas enlazadas con hidrégeno y una al lado de la
otra pueden correr en la misma direccion, paralelas, o en direccion opuesta, anti

paralela. Un ejemplo de estas proteinas es la fibroina de la seda.

&g

Figura 5. Estructura secundaria con orientacion B-plegada.

Estructura terciaria: Es raro para una proteina entera permanecer con la
estructura de a-hélice u hoja R-plegada. La mayoria de ellas adquieren formas
tridimensionales complejas denominadas estructuras terciarias, debido a que
mientras la estructura secundaria trata fundamentalmente de la conformacion de
los aminoacidos adyacentes de la cadena poli peptidica, la estructura terciaria
describe la conformacion definitiva y especifica de la proteina. Durante el
enrollamiento de la cadena peptidica, para dar origen a la estructura terciaria, los
puentes de hidrégeno y las interacciones idnicas e hidrofobicas entre una parte de
la cadena y otra son las fuerzas que mantienen los pliegues en posicion espacial
correcta. Por otra parte, los puentes disulfuro (-S-S-) que se forman entre los
aminoacidos de cisteina pueden acercar partes que se hayan distantes en una

proteina, de hecho algunos sitios activos de enzimas estan constituidos por ellos.
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Ademas, en la proteina también se forman algunos otros enlaces covalentes para
mantener su estructura terciaria que por lo general es globular.
Con respecto a la estructura terciaria de cadenas poli peptidicas largas, cabe
destacar la presencia de regiones compactas semiindependientes
denominadas dominios, que se caracterizan por poseer una geometria casi
esférica especifica con un interior hidrofébico y un exterior polar. El caracter
independiente del dominio es evidente cuando al separarlo de la cadena, su
estructura primaria es capaz de plegarse sobre si misma para adoptar la
conformacién nativa. Una proteina puede presentar mas de un dominio, a menudo
interconectados por un segmento poli peptidico carente de estructura secundaria
regular (Figura 6) y alternativamente estar separados por una hendidura o una
region menos densa en la estructura terciaria de la proteina. Los diferentes
dominios de una proteina pueden gozar de movimiento relativo que esta asociado

con una funcion.

Figura 6. Conformacién de una proteina con estructura terciaria, donde se observan sus

diferentes dominios y sus interacciones.
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Estructura cuaternaria: Como se menciond anteriormente muchas proteinas
tienen dos o mas cadenas plegadas de poli péptidos (subunidades) para formar su
estructura terciaria. En la estructura cuaternaria se consideran moléculas proteicas
superiores a los 50 mil Dalton en donde las subunidades constitutivas pueden ser
idénticas o diferentes y se asocian para formar dimeros, trimeros y tetrameros
(Figura 7). En algunos casos las cadenas aisladas son inactivas, pero en otros
pueden cumplir la misma funcion que el complejo, aunque con diferente cinética.
El ejemplo mas conocido es lahemoglobina en donde las interacciones
hidrofdbicas, los enlaces de hidrégeno y los enlaces idnicos ayudan a mantener
las cuatro subunidades juntas para formar una molécula funcional, asi cada
subunidad de hemoglobina se pliega de manera similar a la estructura terciaria de
mioglobina. Dado que la hemoglobina dentro de los gldbulos rojos esta constituida
por dos cadenas alfa y dos cadenas beta que permiten tomar una molécula de
oxigeno, para "atrapar" moléculas adicionales de oxigeno, las cuatro subunidades
cambian ligeramente su conformacién y los enlaces i6nicos se rompen para
exponer las cadenas y facilitar esta funcién. Esto indica que las asociaciones
estrechas de las cadenas de poli péptidos dentro de la misma proteina
proporcionan un tipo de comunicacién entre las unidades y se puede entender que
en las cadenas de aminoacidos existen dos tipos de informacion: uno que genera
la conformacion adecuada de las estructuras secundarias, terciarias y cuaternarias

y otro que permite la reactividad correcta de las moléculas.
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Figura 7. Secuencia de conformacion de una estructura cuaternaria (hemoglobina).

Aminoacidos.

Los aminoacidos son las unidades estructurales de las proteinas. Estan
constituidas por un grupo amino primario (-NH;), un grupo de acido carboxilico (-
COOH) y una cadena lateral (-R) que es la caracteristica fundamental de cada
aminoacido y hace que se diferencien. En la mayoria de los aminoacidos el grupo
amino se encuentra unido al atomo de carbono a, el cual es el atomo mas proximo
al grupo carbonilo, debido a esto son denominados a-aminoacidos (Figura 8).
(Wade, 2004).
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Grupo carboxilo
Cadena lateral

V4

NH,
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HO Amina primaria

Figura 8. Estructura general de los aminoacidos.

Las propiedades fisico-quimicas como la carga neta, la solubilidad, la reactividad
quimica y las posibilidades de establecer enlaces de hidrégeno de los

aminoacidos dependen de la naturaleza quimica de la cadena lateral.

Las propiedades de los aminoacidos en conjunto se ven reflejadas en las
caracteristicas de las proteinas: por ejemplo si un polimero estuviera constituido
por un porcentaje elevado de aminoacidos hidréfobos, se podria pensar que seria

poco soluble en agua, etc.

Aminoécidos esenciales.

El ser humano necesita un total de veinte aminoacidos, de los cuales, 11 de ellos
nuestro propio organismo los sintetiza y no se necesitan adquirirlos de la dieta,
éstos son llamados no esenciales o dispensables. Los nueve restantes no pueden
ser sintetizados por el hombre y deben ser aportados por la dieta. Los
aminoacidos que adquirimos obligatoriamente de la dieta son los denominados
aminoacidos esenciales, o actualmente Illamados indispensables, a saber:
histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina (y cisteina), fenilalanina (y tirosina),
treonina, triptéfano, y valina. Ya que la metionina es un precursor de la cisteina y
la fenilalanina de la tirosina, estos aminoacidos se consideran normalmente en
parejas. Si falta uno solo de ellos no sera posible sintetizar ninguna de las
proteinas en la que sea requerido dicho aminoacido (FAO, 1991). Esto puede dar
lugar a diferentes tipos de desnutricion, segun cual sea el aminoacido limitante, es
decir, el aminoacido que no se encuentra en la proteina alimentaria y por tanto, no

contribuye a la sintesis de nuevas proteinas (Figura 9).

19



Clasificacion de los aminoacidos.

Los aminoacidos se pueden clasificar basandose en el grado de interaccidn de las
cadenas laterales con el agua. Los aminoacidos con cadenas alifaticas vy
aromaticas son hidréfobos por lo cual su solubilidad es limitada en agua, mientras
que los aminoacidos polares son bastante solubles en agua y pueden estar
cargados o no. Tanto los aminoacidos acidos como los basicos son fuertemente
hidrofilos. La carga neta de una proteina, en condiciones fisiologicas, depende del

numero de aminoacidos acidos y basicos que contenga.
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Figura 9. Clasificacion de los 20 aminoacidos mas importantes (Lehninger, 2006)
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Determinacion de aminoacidos.

Los métodos colorimétricos de determinacion de aminoacidos se basan en la
reaccion especifica de éstos con ninhidrina, dando como resultado derivados con
color particular (morado). La formacion de color se toma como resultado positivo e
indica su presencia, mientras que el no desarrollo de color es indicativo de que no

esta presente.

De todos los métodos colorimétricos, el mas general y utilizado es el de la
reaccion con la ninhidrina. La ninhidrina (hidrato de tricetohidrindeno) reacciona
con aminoacidos que tengan el grupo amino libre, dando lugar a la formacion de
amoniaco y anhidrido carbdnico, con reduccion del reactivo (ninhidrina) a
hidrindantina (Figura 10).

NH,
0OH

| + RCHCOH

OH

mnhidrma ©

0
0
—N
+ RCHO+ €O, + 3H,0
0
HO

(morado)

Figura 10. Reaccién de aminoacidos con ninhidrina. (White y Hart, 1992)

La hidrindantina reacciona a su vez con el amoniaco y otra molécula de ninhidrina
para dar un compuesto de adicion doble que presenta una coloracién azul-
purpura, con la excepcion de la prolina que da una coloracidon amarillenta
recordando que en la prolina el grupo amino esta sustituido. La reaccion se lleva a
cabo en caliente y a valores de pH comprendidos entre 4 y 8.Las aminas primarias

(R-CH2-NH) dan también positiva la prueba de la ninhidrina, aunque en este caso
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no se libera CO,. La técnica es muy sensible, por lo que es ideal para detectar
concentraciones bajas de aminoacidos, utilizandose para revelar su presencia en
cromatogramas y fracciones procedentes de otras técnicas de separacion. La
presencia de aldehidos resultantes de la degradacién de la ninhidrina por reaccion
con los aminoacidos modifica, bajo ciertas condiciones, el color formado, lo que

sirve para identificar el tipo de aminoacido (Bermudez et al., 2014).

La reaccion de la ninhidrina con los aminoacidos es muy sensible, con los
aminoacidos primarios forma un complejo morado (morado de Ruhemann) que
absorbe a una A de 570nm, y con los aminoacidos secundarios, forma un complejo
amarillo que absorbe a 440nm. Cuando empieza a oxidarse el reactivo, su color no
se desarrolla bien a 570nm pero la absorcion a 440nm permanece constante
(Wetson, Brown, 1997).

Propiedades funcionales.

Las propiedades funcionales se definen como cualquier propiedad fisicoquimica
de los polimeros que afecta y modifica algunas caracteristicas deseables de un
alimento esto a su vez contribuye a la calidad final del producto; éstas dependen
fundamentalmente de factores intrinsecos propios de la molécula (conformacion,
relacion de los aminoacidos, hidrofobicidad, forma, peso molecular, etc.), asi como
de factores extrinsecos del medio que los rodea, y que en ocasiones pueden
modificarse (pH, temperatura, etc.). La “funcionalidad” de las proteinas
alimentarias se define como “aquellas propiedades fisicas y quimicas que derivan
del comportamiento de las proteinas de los sistemas alimenticios durante el

procesado.

Las propiedades de los productos alimenticios juegan un importante rol en la
aceptacion del consumidor. La apariencia, tamafo, forma, textura, consistencia y
viscosidad son algunas de las caracteristicas fisicas importantes en varios
productos alimenticios. Asi mismo, un atributo considerado deseable en un

alimento puede ser indeseable en otro. Por ejemplo, una alta viscosidad es
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deseable en una sopa, pero no lo es en una bebida. El procesador 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 conocido como
funcionalidad (Wijeratne, 2005).

Los alimentos son sistemas complejos que estan formados por varios
componentes como lo son las proteinas, grasas, carbohidratos y sales minerales
los cuales influyen en las propiedades funcionales. Por lo que la funcionalidad total
de un ingrediente no puede ser considerada independiente de otros. Mas bien, los
efectos funcionales observados son el resultado de la interaccion entre los
ingredientes. Esto ha hecho del estudio de la funcionalidad un ejercicio dificil. Las
proteinas de origen vegetal (soya, leguminosas, suero de leche etc.) son usadas
en un grado muy limitado en los alimentos convencionales ya que no se
comportan tan bien como las proteinas de origen animal en cuanto a
funcionalidad, esto complica aun mas el uso de proteinas de origen vegetal en los

sistemas alimenticios.

Aunque existe informacion considerable del tema, ésta no esta bien definida ni
organizada para un sistema tan complejo como lo es un alimento. Las pocas
técnicas aceptadas universalmente para la determinacidn de las propiedades
funcionales y descripcion de terminologia estandarizada, complica aun mas este
asunto. Sin embargo, algunos estudios de la funcionalidad de ingredientes
individuales en sistemas simples son utiles para predecir, controlar y algunas

veces para impartir caracteristicas deseables a sistemas de alimentos reales.

Si bien es cierto que es mucho lo que se sabe sobre propiedades fisico-quimicas
de varias proteinas alimentarias, no es posible predecir fiablemente las
propiedades funcionales a partir de sus propiedades moleculares, se han
establecido unas cuantas correlaciones empiricas entre propiedades moleculares
y ciertas propiedades funcionales en sistemas modelos (no reales), sin embargo el
comportamiento no siempre es el mismo que un sistema real como un alimento, lo

que en parte es atribuible a la desnaturalizacion de las proteinas durante la
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fabricacion del alimento. Este grado de desnaturalizacion se debe a factores como
pH, temperatura, condiciones de procesado, asi como determinadas
caracteristicas del producto. Ademas, en los alimentos reales las proteinas
interaccionan con otros componentes como lipidos, azucares, polisacaridos, y
algunos otros componentes minoritarios que modifican el comportamiento

funcional.

Las propiedades funcionales de las proteinas dependen de tres tipos de

interacciones:

¢ Interaccion proteina-agua (solubilidad).
¢ Interaccién proteina-lipido (emulsiones).

¢ Interaccion proteina-proteina (viscosidad).

Solubilidad.

Los datos sobre las caracteristicas de solubilidad son muy utiles para poder
determinar las condiciones 6ptimas de extraccion y purificacion de las proteinas, a
partir de fuerzas naturales, asi como la separacion de fracciones proteinicas. Esto
se debe a que el grado de insolubilidad es, probablemente, la medida mas practica
de la desnaturalizacién-agregacion proteinica ya que las proteinas que existen al
comienzo en un estado desnaturalizado, parcialmente agregado, muestran
frecuentemente un descenso de capacidad de emulsion o formacién de espumas
(Cheftel, 1989).

Desde el punto de vista termodinamico, la solubilizacion corresponde a la
separacion de moléculas de disolvente, la separacion de moléculas de proteina y
la dispersion de estas ultimas en el disolvente con la maxima interaccién entre la

proteina y el disolvente.

De acuerdo a la tabla 1 una proteina debe ser capaz de interactuar lo mas posible

con el disolvente.
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Tabla 1. Clasificacion de proteinas con base en su solubilidad.

Nombre Solubilidad Ejemplos
Albuminas Solubles en agua a pH de Albumina de suero,
6.6 albumina de huevo.
Globulinas Solubles en soluciones Beta-lactoglobulina, glicina
salinas diluidas, pH 7 en la soya
Prolaminas Solubles en etanol al 70% Zeina del maiz y gliadina
del trigo
Gluteinas Insolubles en los anteriores | Gluteina del trigo, oryzenina
y solubles en acidos (pH 2) en el arroz
6 alcalis (pH 12)
Escleroproteinas Proteinas insolubles Colageno o la alfa-queratina

La solubilidad proteinica depende basicamente de factores controlables como son;

temperatura, polaridad, fuerza ionica y el pH.

Temperatura. Cuando la temperatura es elevada aumenta la energia cinética de
las moléculas con lo que se desorganiza la envoltura acuosa de las proteinas, y se
desnaturalizan. Asi mismo, un aumento de la temperatura destruye Ilas
interacciones débiles y desorganiza la estructura de la proteina, de forma que el
interior hidrofobico interacciona con el medio acuoso y se produce la agregacion y

precipitacion de la proteina desnaturalizada.

Polaridad. La polaridad del disolvente disminuye cuando se le afaden sustancias
menos polares que el agua como el etanol o la acetona. Con ello disminuye el
grado de hidratacion de los grupos idnicos superficiales de la molécula proteica,
provocando la agregacion y precipitacion. Los disolventes organicos interaccionan
con el interior hidrofébico de las proteinas y desorganizan la estructura terciaria,
provocando su desnaturalizacion y precipitacién. La accion de los detergentes es

similar a la de los disolventes organicos.

Fuerza idnica. Un aumento de la fuerza iénica del medio (por adicién de sulfato

amonico, urea por ejemplo) también provoca una disminucién en el grado de
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hidratacion de los grupos iénicos superficiales de la proteina, ya que estos solutos
(1) compiten por el agua y (2) rompen los puentes de hidrégeno o las
interacciones electrostaticas, de forma que las moléculas proteicas se agregan y
precipitan. En muchos casos, la precipitacion provocada por el aumento de la
fuerza ionica es reversible. Mediante una simple didlisis se puede eliminar el
exceso de soluto y recuperar tanto la estructura como la funcion original. A veces
es una disminucion en la fuerza ionica la que provoca la precipitacion. Asi, las
proteinas que se disuelven en medios salinos pueden desnaturalizarse al
dializarlas frente a agua destilada, y se re naturalizan cuando se restaura la fuerza

idnica original.

pH. Los iones H"y OH del agua provocan efectos parecidos, pero ademas de
afectar a la envoltura acuosa de las proteinas también afectan a la carga eléctrica
de los grupos acidos y basicos de las cadenas laterales de los aminoacidos. Esta
alteracién de la carga superficial de las proteinas elimina las interacciones
electrostaticas que estabilizan la estructura terciaria y a menudo provoca su
precipitacion. La solubilidad de una proteina es minima en su punto isoeléctrico,
ya que su carga neta es cero y desaparece cualquier fuerza de repulsion

electrostatica que pudiera dificultar la formacion de agregados.

En valores de pH diferentes al punto isoeléctrico de una proteina se sabe que la
proteina se puede cargar positiva 0 negativamente de esta manera las moléculas
de agua pueden interaccionar con estas cargas contribuyendo asi a la

solubilizacion de las proteinas en agua (VanMegan., 1974).

Capacidad de retencién de agua.

El agua es un constituyente esencial de los alimentos. Las propiedades reoldgicas
y estructurales de los alimentos dependen de la interaccion del agua con otros
constituyentes, especialmente con macromoléculas, como las proteinas y los
polisacaridos. Por ejemplo, en los alimentos pobres en agua o de contenido en
agua intermedio, como los productos horneados y ciertos productos carnicos, la
capacidad de las proteinas de fijar agua es fundamental para la aceptabilidad de

los mismos.
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En los alimentos, la capacidad de retencién de agua de los preparados proteicos
es mas importante que la fijacion. La capacidad de retencion de agua se refiere a
la resistencia opuesta por una matriz proteica (como un gel, la carne o el pescado)
a perder, bajo la accion de una fuerza externa (presibn o mas comunmente
centrifugado), el agua inmovilizada, que es la suma del agua ligada, el agua
hidrodinamica y el agua fisicamente atrapada. La contribucion del agua
fisicamente atrapada al total de la retenida es muy superior a la del agua ligada y
a la del agua hidrodinamica. Sin embargo, se ha demostrado que la “capacidad de
retencién de agua” de las proteinas esta positivamente correlacionada con la de
fijacion de agua. El atrapamiento de agua por las proteinas juega un papel
importante en la jugosidad y la blandura de los productos carnicos picados y en la

textura deseable de diversos productos de panaderia y de los geles alimenticios.

La capacidad de fijacion de agua a las proteinas se define en términos de gramos
de agua fijados por gramo de proteina. La capacidad de retencién de agua de las
proteinas se ve influida por varios factores ambientales (como el pH, la fuerza

ionica, el tipo de sales, la temperatura) y por la conformacion proteica

En este método se mide el agua ligada (agua de hidratacién, no congelable) como
el agua capilar, retenida fisicamente entre las moléculas proteicas. La
concentracion proteica, el pH, la temperatura, el tiempo, la fuerza idnica y la
presencia de otros componentes afectan a las fuerzas que toman parte en las

interacciones proteina-proteina y proteina-agua.

Las moléculas de agua se fijan a varios grupos de las proteinas, entre los que se
incluyen los cargados (interacciones ién-dipolo), los grupos peptidicos del
esqueleto, los grupos amida de Asn y GIn, los grupos hidroxilo de los restos de
Ser, Thr y Tyr (interacciones dipolo dipolo, todas ellas), y los restos apolares
(interacciones dipolo inducido-dipolo, hidratacion hidrofébica). A nivel
macroscopico, la fijacion de agua por las proteinas tiene lugar en un proceso por
etapas. Los grupos iénicos con gran afinidad por el agua son los primeros en
solvatarse, a actividad de agua baja; luego se solvatan los grupos polares y

apolares.
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Capacidad de emulsificacion.

La capacidad de las proteinas para actuar como emulsificantes depende de su
habilidad para adsorberse en una interfase agua-aceite. Las emulsiones son
dispersiones de dos liquidos inmiscibles, uno de los cuales se encuentra bajo la
forma de pequenas gotitas dispersas en el otro liquido que constituye la fase

continua dispersante (Cheftel, 1989).

Las proteinas se adsorben en la interfase entre las gotas de aceite disperso y la
fase acuosa continua, y aportan propiedades fisicas y reoldgicas (viscosidad,
elasticidad, rigidez, etc) que determinan la resistencia de las gotas a la
coalescencia. Asi mismo, segun el pH, se puede producir la ionizacion de las
cadenas laterales de los aminoacidos y esto aporta fuerzas de repulsion

electrostatica que favorece la estabilidad de la emulsién (Damodaran, 1997).

La funcion de las proteinas como agentes emulsificantes se mide por diferentes

parametros:

e La estabilidad de una emulsién (ES), es el mantenimiento de una estructura
y textura homogéneas del sistema. Esto debido a la presencia de una capa
interfase estable, constituida por una pelicula de proteinas adsorbidas, que
se oponen fisicamente a la coalescencia de las gotas de aceite.

e indice de actividad emulsificante (IAE), se expresa como el area de la
interfase estabilizada por unidad de peso de proteina.

e Actividad de emulsificacion (AE), es el area superficial total de una
emulsion.

e Capacidad de emulsificaciéon (CE), es la maxima cantidad de lipido

emulsificado en una dispersion proteica (Diaz y Maldonado, 2000).

Factores que afectan la emulsificacion.
Las emulsiones son mezclas termodinamicamente inestables de sustancias
inmiscibles. Cuando el agua y un lipido se mezclan existe una fuerte repulsion que

limita su contacto y ocurre una separacion de fases.
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Las proteinas estabilizan emulsiones. Cuando los grupos hidrofébicos se ponen en
contacto minimo con el agua para dar un estado energéticamente favorable, se
origina una estructuracion ordenada de moléculas de agua, lo que resulta en la

formacion de pequenas gotas (Puppo et al, 2005).
Se cree que la adsorcién de las proteinas en la interfase ocurre en tres fases:

La proteina nativa se difunde a la regién de contacto donde penetra a la interfase y

resulta una desnaturalizacién de superficie.

La proteina adsorbida se re-arregla para formar el estado de menor energia

insertando grupos hidrofébicos en la fase oleosa.
Se forma una capa de proteina alrededor de los glébulos de grasa.

La adsorcion de proteinas en la interfase puede variar por factores como
flexibilidad conformacional, hidrofobicidad y la viscoelasticidad en la capa

interfasial (Yasumatsu et al, 1972).

Los cambios de pH y fuerza idnica pueden afectar las propiedades de

hidrofobicidad, alterando la conformacién proteica.

Un grupo numeroso de productos alimenticios esta constituido por emulsiones,
tales como la leche, crema, helado, mantequilla, queso fundido, mayonesa,
aderezos, embutidos, etc., donde los constituyentes proteinicos tienen
frecuentemente un papel preponderante en la estabilizacién de estos sistemas
coloidales , un ejemplo es la emulsion natural de la leche, donde se estabiliza la
membrana de globulos grasos formada por capas sucesivas adsorbidas de
triglicéridos, fosfolipidos, lipoproteinas insolubles y proteinas solubles (McWatters
y Cherry, 1977).

Capacidad de retencién de aceite.
La capacidad de retencion de aceite presenta el mismo fundamento que la
capacidad de retencién de agua, solo que se utiliza aceite vegetal en lugar de

agua, y se definiria como la capacidad de la proteina de retener aceite. Las
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proteinas promueven la absorcidon y retencién de grasa. EI mecanismo de grasa
ligada a la proteina no ha sido completamente entendido, sin embargo, es de

suponer que involucra a los residuos no polares de la molécula.

Capacidad de espumado.

Las espumas son sistemas coloidales en el cual pequefias burbujas de aire son
dispersas en una fase acuosa. Muchos alimentos procesados tales como crema
batida, helado, pastel, merengues y malvaviscos son productos obtenidos
aplicando la propiedad funcional de formacién de espuma. En esos productos las
proteinas son los agentes principalmente estabilizadores de la fase gaseosa

dispersa.

Generalmente, las espumas se forman por burbujeo, agitacién o batido de la

solucién de proteina. Las propiedades de espumado consideran 2 aspectos.

La habilidad de producir un area en la interfase tal que una gran cantidad de gas
puede incorporarse en el liquido (comunmente referido como espumado o

capacidad de espumado).

La habilidad de formar una pelicula determinada que pueda contrarrestar las

fuerzas internas y externas.

La formacion de espumas ocurre cuando las moléculas de agua tienen que rodear
burbujas de aire. Las moléculas de agua son forzadas al contacto con aire
relativamente no polar, tienden a ordenarse, lo que resulta en una alta tension
superficial y una alta energia en la superficie. Las proteinas disminuyen esta
energia al interactuar con ambos componentes; agua y aire (Diaz Maldonado,
2000).

Las espumas inicialmente contienen un gran numero de celdas pequefias de aire
separadas por una capa interfasial adsorbidas y de zonas de solucién acuosa.
Cuando la espuma transcurre, la fase acuosa se drena y las celdas de aire se
acercan unas a otras, sin embargo, la presencia de la capa interfacial continua

otorgando estabilidad aun después de un drenado considerable.
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Durante el batido las regiones hidrofébicas de la proteina interactuan con el aire
causando el desdoblamiento y exposicion de los grupos hidrofobicos escondidos.

Esto disminuye la tension superficial, lo que permite la creacion de mas burbujas.

Las burbujas de gas pueden variar mucho de tamafo, oscilando de un diametro de
1 nm a algunos centimetros, a causa de numerosos factores tales como la tension
superficial y viscosidad de la fase liquida, el aporte de energia, etc. Normalmente,
una distribucion uniforme de burbujas pequefas, da al alimento suavidad y
ligereza, asi como un aumento de la dispersion y perceptibilidad de aromas
(McWatters y Cherry, 1977).

Para estabilizar las espumas son tres los factores mas importantes que

intervienen:

¢ Una baja tensién entre fases.
¢ Una alta viscosidad de la fase liquida.

e La presencia de peliculas de proteinas adsorbidas resistentes y elasticas.

La proteina espumante ideal debe poseer gran superficie hidrofobica, buena
solubilidad y baja carga neta al pH del producto alimenticio. Debe ser también facil

de desnaturalizar.

Las sales pueden influenciar en la solubilidad, viscosidad, desdoblamiento y
agregacion de las proteinas, por lo que pueden alterar las propiedades
espumantes. Esto se debe, probablemente, a un descenso de la viscosidad de la
solucion proteinica. Los iones Ca™ pueden mejorar la estabilidad al formar

puentes idnicos entre los grupos carboxilicos de la proteina (Fennema, 1996).

La sacarosa y otros azucares reducen la expansion de la espuma pero mejoran su
estabilidad, porque aumentan la viscosidad global de las espumas. Con
concentraciones minimas de lipidos contaminantes se alteran fuertemente las

propiedades espumantes de las proteinas.
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Estabilidad de la espuma.

Se requieren condiciones independientes para la formacién de la espuma:

La formacion de una pelicula proteinica espesa, cohesiva, elastica, continua e

impermeable al aire, en torno a cada burbuja de gas.

Para la formacién de estas peliculas estables, tiene que asociarse entre si, en la
interfase, varias capas de proteinas parcialmente desdobladas, mediante
interacciones hidrofébicas o posiblemente por interacciones de puentes de

hidrogeno o electrostaticas.

La proteina debe adsorberse fuertemente en la interfase aire/agua mediante
interacciones hidrofébicas, para evitar la dispersién de la proteina y, por tanto, la

pérdida de liquido.

Se necesita una flexibilidad y movilidad de las moléculas proteinicas que sea
suficiente para contrarrestar las fuerzas de deformacion y la extension de la

interfase.

Las proteinas deben ser capaces de emigrar de una region de tension interfasial
baja hacia otra region de tensién interfasial elevada, englobando entre ellas las

moléculas de agua (Sorgentini y Wagner, 2002).
Caracterizacion de proteinas.

Método Osborne y Mendel.

El método se fundamenta en la relacion estructura-solubilidad de las proteinas. Es
importante notar que la mayoria de nitrégeno proveniente de proteinas es soluble
en alcohol y en disoluciones alcalinas. Las globulinas, las albuminas y prolaminas

son solubles en disoluciones alcalinas diluidas (Osborne y Mendel, 1914).

Extraccion de proteinas.
Debido a la composicion en aminoacidos de la proteina, los radicales libres
pueden existir en tres formas dependiendo del pH del medio: catiénicos, neutros y

anidénicos. Cualquier proteina tendria una carga neta positiva si se encuentra en
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un medio lo suficientemente acido debido a que los grupos -COOH de los
aminoacidos aspartico y glutamico estarian en su forma neutra pero los grupos
amino de Arginina y lisina estarian protonados (-NH3"). De igual forma si la
proteina se encuentra en un medio con un pH muy alto estaria cargada
negativamente ya que en este caso los grupos carboxilo estarian desprotonados (-

COO-) y los grupos amino estarian en su forma neutra (-NHy).

De lo anterior se deduce que las proteinas tienen un pH caracteristico al cual su
carga neta es cero. A este pH se le denomina punto isoeléctrico (pl). En el punto
isoeléctrico (pl), se encuentran en el equilibrio las cargas positivas y negativas por
lo que la proteina presenta su maxima posibilidad para ser precipitada al disminuir
su solubilidad y facilitar su agregacion. Esta medida de la agregacion puede

visualizarse por espectrofotometria de absorcién a 640 nm.

Extraccion alcalina.

El fundamento aplicado es que las proteinas tienen una estructura nativa que esta
directamente relacionada con la interaccion con los grupos del entorno en el que
se encuentra. Debido a que las proteinas son sumamente sensibles a los cambios
de pH, fuerza i6nica, temperatura, disolventes, etc. Se pueden lograr cambios en

su estructura aplicando alguna de ellas.

El método se basa en la separacion de proteinas mediante un tratamiento alcalino
que modifica el pH de la solucion donde se encuentran contenidas dichas

proteinas y de acuerdo a su punto isoeléctrico se lograra su precipitacion.

El proceso de obtencidn supone una serie de etapas encaminadas a eliminar o
disminuir los componentes no proteinicos para lograr un producto final con el 80-

90% de proteina.

Union de colorantes (Método de Bradford).

El fundamento del método estd basado en el cambio de color del colorante
Coomassie brilliant blue G-250 en respuesta a diferentes concentraciones de
proteinas. Este compuesto interacciona con aminoacidos basicos (especialmente

arginina) y aromaticos. Esta union del colorante con las proteinas provoca un
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cambio en el maximo de absorcidn del colorante desde 465 a 595 nm. Por lo tanto,
este método se basa en la propiedad del Azul Brillante de Coomasie G-250 de
presentarse en dos formas con colores diferentes, rojo y azul (Figura 11). La forma
roja se convierte en azul cuando el colorante se une a la proteina.
Experimentalmente se mide la diferencia de Absorbancias entre 595 y 465 nm
(595-465nm) (Bradford, 1976).

CH,CH,
NCH,
o
SO,
HaC | CH,
C
CH43CH,0 NH NCH,

CH,CH,

SO;3Na
Figura 11. Estructura quimica del colorante Coomassie brilliant blue G-250.

Ventajas y/o desventajas del método:

¢ La intensidad de absorcion depende del contenido de aminoacidos basicos
y aromaticos.

e El complejo colorante-proteina tiene un alto coeficiente de extincion lo cual
es imprescindible para aumentar la sensibilidad en la medicion de
proteinas.

e La unién colorante-proteina es un proceso muy rapido (2-5min) y el
complejo permanece estable durante un tiempo relativamente largo, una
hora. Haciendo de este un proceso muy rapido, y que no requiere un tiempo
critico para el ensayo.
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Se pueden utilizar un gran numero de muestras (muy reproducible) y es
adaptable a la automatizacion.

Las interferencias o no existen o son minimas por cationes tanto sodio
como potasio y carbohidratos como la sacarosa. Otras sustancias que
interfieren en el ensayo son los agentes fuertemente alcalinos (de facil

solucion con la adicion de buffers).
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METODOLOGIA.

La figura 12 muestra el diagrama de bloques de la experimentacion que se siguio.
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Figura 12. Diagrama de proceso de investigacion realizado.
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Analisis composicional.
Se utilizaron residuos de café de la marca “illy” de la especie Arabica. A estos
residuos se les realizd un analisis composicional para cuantificar la cantidad de

sus componentes, llevandose a cabo las siguientes determinaciones.

e Determinacién de humedad, secado en estufa (AOAC, 925.10 Moisture in
flour).

e Determinacién de cenizas, incineracion en mufla (AOAC, 923.03 Ash of
flour).

e Determinacién de grasa, por Soxhlet (AOAC, 920.85 Fat or ether extract in
flour).

e Determinacion de proteina, por Kjeldahl (AOAC, 981.10 Crude protein.).

e Determinaciéon de carbohidratos, el calculo se realizé por diferencia (AOAC,
992.16 Total dietary fiber).

Pre tratamiento de la muestra.

Extraccion de grasa.

Los residuos del café se desengrasaron dos veces por el método de Lotes
(Hoffman, 1989). Se us6 como disolvente diclorometano durante 4 horas de
extraccidn, se recuperé el disolvente; después la harina se dejé a temperatura

ambiente para evaporar el exceso de disolvente, por aproximadamente 24 horas.

Obtencion del aislado proteico.

Se probaron tres procedimientos para obtener un concentrado proteinico, por
molienda y separacion de fracciones, por solubilidad siguiendo el método de
Osborne y Mendel y por extraccion alcalina. A continuacion se describiran dichos

procedimientos.

1. Molienda.
Esta operacién se realizé en un molino con rotor de martillo (Marca IKA®, modelo
MF 10), pasando los residuos de café tres veces con el objetivo de obtener una

harina con un tamafo de particula pequefio.
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Tamizacion.

Esta operacion se hizo con el propdsito de obtener una fraccién rica en proteina y
no solo esto, sino también que fuera una fraccidbn mayoritaria en proporcién, para
ello se requiri6 un tamizador fijo, las mallas seleccionadas para esta operacion
fueron; 'N° 30, N° 40, N° 60, N° 70 y N° 90.

1 Cada malla es representada por un nimero que indica la cantidad de hilos cruzados por cada pulgada cuadrada, por
ejemplo: la malla numero 30 tiene 30 hilos verticales 30 hilos horizontales formando una cuadricula por cada pulgada

cuadrada (Shigley et al., 1998).

2. Método Osborne y Mendel.

Se realizd la extraccion para proteinas con base en su solubilidad por este
método, donde se preparar diferentes soluciones para extraer: Prolaminas,
Gluteinas y en el residuo Escleroproteinas. Seguido de una liofilizacién para
concentrar las proteinas y finalmente una cuantificacion de nitrégeno proteinico
(Osborne y Mendel, 1914).

3. Extraccién alcalina.

En este caso la precipitacion alcalina ocurre tanto por la formacidon de regiones
con cargas iguales que tienden a repelerse sobre la superficie de la proteina,
como por el rompimiento de las fuerzas de atraccion que le dan la conformacion a
la proteina. En este caso también sera necesario determinar la estabilidad a pH de

la proteina deseada.

Existen varios métodos, sin embargo se utilizd la extraccidn alcalina con una
consecuente precipitacion isoeléctrica. Una descripcion detallada acerca de en

qué consiste esta técnica es la siguiente:

En primera instancia se solubilizaron 930g en total de la harina desengrasada en
donde por cada 60g de harina se utilizé 500 mL de hidroxido de sodio 0.02N,
logrando asi la extraccion de las proteinas. De esta manera se evita en gran parte
su deterioro. Después se filtrd la suspensién para remover los componentes que
no hayan solubilizado (hidratos de carbono, celulosas, ligninas, etc.)

Posteriormente se centrifugd para obtener el sobrenadante donde se encuentran
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las proteinas y por ultimo se ajustd el pH a 2, 3, 4, y 5 con HCI 0.5N. Esto se hace
para conocer el punto isoeléctrico de la proteina, el cual se observé en el pH de 2
para nuestra porcion proteinica, ya que a este pH la proteina precipitdé por
completo, a diferencia con los demas pH en donde la proteina se mostraba aun

mas soluble.

Una vez obtenido el aislado proteinico se llevd a cabo nuevamente Ia

determinacion del porcentaje de proteina presente por el método del Kjeldahl.

Se realizé el método de Kjeldahl para conocer la concentracién de proteina de
cada harina obtenida de las distintas mallas, la muestra desengrasada y el aislado

proteinico, recibiendo el nitrdgeno amoniacal en acido boérico.

Caracterizacion proteinica.
Una vez obtenida la fraccién rica en proteina se caracteriz6 por medio de los

siguientes parametros.

Solubilidad.

Se evalud la solubilidad de la fraccion proteinica seleccionada para el estudio en
funcién del pH, para lo cual, se prepararon soluciones amortiguadoras Buffer de
acetatos 0.2 M pH 4 y soluciones amortiguadoras de buffer de fosfatos 0.2 M de
diferentes pH (8, 10, y 12) y se prepararon soluciones al 1% (p/V) de la harina

seleccionada y en la muestra seca y desengrasada.

Cuantificacion de proteina. Método Biuret (Nielsen, 1998).

A las soluciones proteinicas de distintos pH (4, 8, 10 y 12) se les determiné
proteina por el método Biuret para conocer la cantidad de proteina que solubilizé a
los diferentes pH. La concentracién de proteina se obtuvo con una curva de
calibracion preparada con albumina bovina sérica con concentraciones de 1 a 10

mg/mL considerando cinco puntos.

Cuantificacion de proteina. Método Unién de colorantes.
Se realizd el método de Bradford para medir esta propiedad, en donde

primeramente se solubilizé6 1g de Azul de Coomasie R-250 en 300 ml de Metanol,
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100 mL de Acido Acético y 650ml de Agua destilada (solucién madre). De la
solucién madre se tomaron alicuotas de 1, 0.8, 0.6, 0.4 y 0.2 mL y se aforaron en
50 mL con agua destilada. Posteriormente se obtuvo el espectro del azul de

coomasie.

Una vez obtenido el espectro y la absorbancia correspondiente (590 nm), se
realizd la medicion en el espectro de la muestra desengrasada y de la zeina (para

tener un estandar de comparacion de la muestra).

Las muestra desengrasada y la zeina se prepararon a tres concentraciones

diferentes; 0.5, 1y 1.5% en la solucién de 0.6mL de solucién madre en 50 mL.

Posteriormente se compard la absorbancia de la solucion 0.6mI/50mL con las
absorbancias de las muestras y se midié la diferencia de absorbancias, para
conocer el grado en que el azul de Coomasie interactua con las proteinas de la

muestra.

Perfil de aminoéacidos. Cromatografia en capa fina.
Para realizar el perfil de aminoacidos, se utilizd la muestra seca y desengrasada y

se hidrolizé la proteina empleando la metodologia descrita a continuacion:

e Pesar de 2-5 mg de la muestra en un vial pequeiio.

e Colocar los tubos en el vial para que se lleve a cabo la hidrdlisis.

e Adicionar 200 pL de la solucion HCI/Fenol (6N HCI con 1% fenol).

e Colocar el vial en el equipo PICO.TAG para generar una atmosfera inerte.

e Prender la bomba.

e Abrir la llave del gas Na.

e Colocar el vial y poner el boton verde del vial hacia adentro y ajustar a la
entrada.

e Abrir la llave del vacio, contar 30 segundos y cerrar.

e Abrir la llave del N2, contar 5 segundos y cerrar.

o Repetir 3 veces.

e Colocar el botdn rojo hacia adentro para cerrar el vial.
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e Colocar el vial en la entrada donde se genera el calor. (Temperatura de
150°C durante una hora).

e Se sacay se coloca en la campana liberando el vacio.
Cromatografia en Capa Fina. Preparacién de soluciones:

e De los distintos aminoacidos y de la muestra (harina desengrasada) se
preparan soluciones al 1%. 0.1 g de Aminoacido o muestra 5mL de alcohol
isopropilico y lo demas de agua destilada en matraz de 10 mL.

e Solucion de hidroxido amonico al 34%.

e Solucion eluyente (etanol: hidroxido aménico 34% [7:3]).

e Solucion reveladora (se prepara el dia del uso): Ninhidrina 0.2 g en 100 de
agua.

e Sobre una placa de silica gel de 20 cm se traza con lapiz una linea recta
paralela a uno de los bordes y a una distancia de 2cm.

e Sobre esta linea se pone un punto por cada muestra que se colocara.

e En cada punto se colocan 10 gotas de la solucion de aminoacidos y
muestra (sol 1), para colocar las 10 gotas, tenemos que colocar una a una,
esperando que se seque la inyeccidn antes de inyectar la siguiente y asi
hasta terminar de colocar todas.

e Se afade al tanque cromatografico eluyente hasta una altura
aproximadamente 1 cm.

e Se mete la placa y se tapa y se deja eluir hasta 1 cm antes de llegar al tope.
(4-6 horas)

e Se saca la placa y se deja secar dentro de la campana y se rocia con un

pulverizador que contenga la solucion reveladora de ninhidrina.

Evaluacion de propiedades funcionales.

Se evaluaron las siguientes propiedades funcionales; capacidad de retencion de
agua y aceite, capacidad de emulsificacion y capacidad de espumado para las
muestras; malla#70 (fraccion mayoritaria), la muestra obtenida de la extraccién
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alcalina y para proteinas estandar las cuales fueron; Gluten de maiz, proteinas del

suero de la leche y zeina.

Capacidad de retencion de agua (Robertson et al, 2000).

Se pesO 1 g de muestra y se colocd en un tubo de centrifuga, se adicionaron 30
mL de agua destilada, se agitd y se dejoé en reposo por 18 horas. Después de este
tiempo se centrifugd a 3000rpm x g por 20 min. Se decanto6 el sobrenadante y se
peso el residuo rehidratado, posteriormente se dejé secar y nuevamente se peso.
La capacidad de retencién de agua se expresa como la cantidad de agua retenida
por gramo de muestra seca. Se realizd por triplicado para la muestra y para las

proteinas estandar.

Capacidad de retencion de aceite (Robertson et al, 2000).

Se pesd 1 g de muestra y se colocd en un tubo de centrifuga, se adicionaron 30
mL de aceite vegetal de canola, se agitdé y se dejo en reposo por 18 horas.
Después de este tiempo se centrifugd a 3000rpm x g por 20 min. Se decanto el
sobrenadante y se peso el residuo con aceite absorbido, posteriormente se dejo
secar y nuevamente se peso. La capacidad de retencion de aceite se expresa
como la cantidad de aceite retenido por gramo de muestra seca. Se realizd por

triplicado para la muestra y para las proteinas estandar.

Capacidad de emulsificaciéon (Fennema, 1996).

Se prepararon 20mL de solucion al 1% de proteina en agua (Vpi), se agito la
solucion durante 2 min con el mezclador (cappuccino mixer), se le adicionaron
20mL de aceite vegetal de canola a la solucion (Vai) y se agit6 nuevamente por 2
min. Se vacio la solucién a un tubo de centrifuga graduado y se centrifugd a
2000rpm por 10min. Se coloco el tubo en una gradilla, evitando movimientos
bruscos, posteriormente se midié el volumen de aceite (Vaf), el volumen de
emulsion y el volumen de solucién de proteina (Vpf). De acuerdo con el volumen
de solucion de proteina que no formo la emulsion (Vpf), se calculd la cantidad de
proteina en la emulsién. Considerando el volumen de aceite utilizado, se calculé la
cantidad de aceite que se encuentra en la emulsion y finalmente se calcula la

capacidad de emulsificacion.
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Capacidad de Emulsificacion. Método espectrofotométrico (Nielsen, 1998).

Se prepararon soluciones de la muestra seca y desengrasada, de la fraccion y las
proteinas estandar (al 1, 0.5 y 0.1% p/v), cada solucion se agité durante 1 minuto
(cappuccino mixer), se le afadié 30 mL de aceite y se homogeniz6 (cappuccino
mixer) hasta formar la emulsién, se tom6 una alicuota (1mL) y se diluy6é en agua
hasta 0.1%, se agito la solucion en vortex e inmediatamente se coloco en la celda

para una lectura a 500 nm.

Capacidad de espumado (Ahmedna et al, 1999).

Se prepararon 20 mL (Vi) de soluciones al 1% (p/v) proteina de cada una de las
proteinas estandar y de la muestra en un vaso de precipitados de 100-125 mL con
graduaciones de 10 mL, se batid la solucion en un vaso de pp por 3 minutos
usando un mezclador (cappuccino mixer) e inmediatamente se registrd el volumen
total, incluyendo la espuma (Vf). Se calcul6 la capacidad de espumado con la
siguiente formula.

CE = Vol. espuma - Vol. liquido inicial

x100
Vol. liquido inicial

Estabilidad de la espuma.
Inmediatamente después de medir el volumen de espuma, medir el volumen de

liquido drenado cada 3 minutos, durante 20 min.

Estabilidad de Vol. micial - Vol. drenado

| x 100
da es5puma
P Vol. inicial

Donde: Vol. inicial = volumen de la espuma al t

Vol. drenado= volumen de liquido drenado en cada tiempo
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RESULTADOS Y DISCUSION.
Se utilizaron residuos de café de la marca “illy” de la especie Arabica. A estos

residuos se les realizd un analisis composicional para cuantificar la cantidad de

sus componentes y los resultados obtenidos se muestran en la tabla 2.

Analisis composicional.

Tabla 2. Resultados del analisis composicional de la muestra original y en base seca.

Determinacion *Base humeda (%) Base seca (%)
Humedad 59.40+0.42 -
Cenizas 0.70 £ 0.06 1.74
Proteina 452 +0.39 11.13
Grasa 7.05+0.53 17.38
FDT 23.46 £ 0.21 57.78
Carbohidratos digeribles 4.87 11.97

*Los valores de CV para las determinaciones en muestra original menores a 3.05%.

Se observa en la tabla 2 que la fibra dietética total se encuentra en mayor
proporcion debido a que esta se encuentra presente en alimentos de origen
vegetal, la piel plateada que cubre al grano del café es rica en fibra (alrededor del
80% de FDT del grano entero), seguido de la grasa que contiene principalmente
compuestos fendlicos (acido cafeico, felurico, y &acido dimetoxicinamico)
responsables del aroma del café que ademas, actian como antioxidantes (lwai et
al., 2004). También contiene carbohidratos digeribles los cuales actuan en la
union del aroma, la estabilizacién de la espuma, aumento de sedimentacion y
aumento de viscosidad. (Belitz, 1997). Por ultimo se encuentran las proteinas de

origen insoluble que probablemente son de origen estructural.

El residuo obtenido se secd y se desengrasé. Se cuantificO nuevamente la
proteina y se obtuvo 13.89% * 0.39, lo que hace al residuo un buen candidato

como ingrediente proteinico.
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Obtencion de un aislado proteinico.

Método de Osborne y Mendel.

A la muestra seca y desengrasada se le realizé el método de extraccion de
proteinas con base en el esquema propuesto por Osborne y Mendel en 1914,
donde se fundamenta la solubilidad de las proteinas en soluciones alcohdlicas y

alcalinas diluidas.

En la fraccion que se utilizé lo que se encuentra principalmente son proteinas
insolubles, se descartd la extraccion de albuminas y globulinas ya que
teéricamente al ser proteinas solubles en agua estas “tuvieron que haberse
solubilizado en la bebida del café” en caso de haber estado presentes en la
muestra. La extraccion se realizé entonces para prolaminas y gluteinas y en el

residuo escleroproteinas.

¢ Prolaminas: Soluciéon de etanol 70%-acetato de sodio 0.5%.

e Gluteinas: Solucion de etanol 70%-acetato de sodio 0.5%-Mercaptoetanol
0.1M.

Para corroborar que las fracciones fueron extraidas exitosamente se determind
proteina por el método Kjeldahl, lo cual indico si valia la pena o no liofilizar las

soluciones. Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 3.

Tabla 3. Contenido de proteina en las soluciones para extraccion.

Solucién Contenido proteina en solucién. (g

proteina/100g muestra)

Prolaminas 0.76 £ 0.08
Gluteinas 0.48 + 0.09
Residuo final de la muestra (Posibles 13.66 + 0.37

escleroproteinas)

Como se puede apreciar en la tabla 3, la extraccion de proteinas por el método de

Osborne y Mendel resulta ser ineficiente en los residuos del café ya que la
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cantidad de proteina extraida en las soluciones de prolaminas y gluteinas es muy
baja, como se observa, en la solucidon de prolaminas solo se extrajo un 0.76% de
proteina total y en la solucidn de gluteinas solo un 0.48% de proteina total,
finalmente en los residuos de la extraccion se obtuvo un 13.66%. Podria pensarse
que las proteinas presentes en el ultimo residuo deberian ser exclusivamente
escleroproteinas, lo cual no se puede asegurar debido no existe informacion clara

acerca de la composicion de las proteinas insolubles de los residuos del café.

En resumen casi toda la proteina se queda en el residuo, lo que indicé que
posiblemente su composicidén mayoritaria sean escleroproteinas que acorde a la
literatura son proteinas de origen estructural, son resistentes a la degradacién de
métodos quimicos y enzimaticos lo cual dificulta su estudio, este método se

descarta para la obtencién de un “aislado proteinico”.

Extraccion alcalina.

Debido a que el primer método de extraccion resultd ser ineficiente se optd por
realizar otro método que permitiera obtener un aislado proteinico con las
caracteristicas necesarias para su estudio y se emple6 el método de “extraccion
alcalina”. A la muestra desengrasada y seca se le adicion6 hidroxido de sodio con
el fin de solubilizar a las proteinas en un medio alcalino. Posteriormente se filtro el
sobrenadante con el fin de remover todas las particulas que no solubilizaron en el

medio alcalino (Ligninas, celulosas, fibra, etc.).

Unas vez obtenido el sobrenadante se aplicaron soluciones de HCL 0.5N a
diferentes valores de pH (2, 3, 4 y 5) con la finalidad de conocer el punto
isoeléctrico de las proteinas. Se observd que a pH 2 es donde precipitan las
proteinas insolubles de los residuos del café, ya que a los demas valores de pH de
(3, 4, 5) la proteina no precipitaba en su totalidad, y conforme menos acida era la

solucion, menor precipitacion habia.

Se obtuvo una cantidad de 8.1269 g, a este aislado se le determiné proteina por el

método Kjeldhal dando un resultado de 15.46%, lo que indica que el aislado
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obtenido por este método sigue presentando un alto grado de impurezas, no
puede considerarse un aislado proteico ya que para considerarlos asi se debe
obtener una concentracion mayor a 85% de proteina, por lo que este método

resultd ser ineficiente en la obtencion de un “aislado proteico”.

Para conocer si el método es util para este estudio se calculd el % de rendimiento:

o 8.1269g
% Rendimiento = T()gx 100 = 0.87%

De acuerdo al porcentaje de rendimiento obtenido se observa que el método es de
poca utilidad, no solo por la escasa cantidad de proteina extraida sino por la
cantidad de residuos que se generan de NaOH, si se hace la relacibn que por
cada 60 g de muestra se gastaron 500 mL de NaOH 0.02 N da como resultado

7800 mL de NaOH por los 930 g de muestra utilizados (8 L aproximadamente).

De igual manera se puede decir que este tratamiento no es necesario ya que la
concentracion de proteina obtenida por este método (15.49%) no aumenté de una

forma significativa con relacion a la muestra sin tratamiento (13.89%).

Molienda y tamizado.

La operacion de molienda se realizé en la muestra seca y desengrasada con la
finalidad de reducir el tamafo de particula de la muestra, la cual se paso por el
molino 3 veces para que se asegurara la reduccién del tamano de particula, a esta
harina obtenida se le realiz6 la operacion de tamizado en un tamizador fijo (con
mallas; N° 40, N° 60, N° 70 y N° 90) donde la finalidad fue seleccionar una harina
rica en proteinas con cualidades para evaluar posteriormente sus propiedades

funcionales, los resultados se muestran en la grafica 1.
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Fracciones de harina obtenidas (%)*
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34%

49%
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Gréfica 1. Fracciones de harina obtenidas después del tamizado.

*Los porcentajes reportados en la grafica 1 representan las fracciones obtenidas del

molido total de la muestra seca y desengrasada.

En la grafica 1 se aprecia la cantidad en porcentaje de las fracciones obtenidas a
partir de la molienda y el tamizado en funcién del N° de malla realizada a la
muestra seca y desengrasada. Como se observa, la fraccion que esta en mayor
proporcion es la obtenida en la malla N° 40 con un 49% del peso inicial, seguida
de la fracciéon de la malla N° 60 con un 34%, la fraccion de la malla N° 30 con un
9%, la fraccién de la malla N° 70 con un 7% vy al final la fraccién de la malla N° 80
con 1%. Para conocer la distribucién proteinica en cada una de las fracciones se
realizé la cuantificacion de proteinas en cada una de las fracciones obtenidas

mediante una determinacion de Kjeldahl, los resultados obtenidos se aprecian en

la grafica 2.x|
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Grafica 2. Porcentaje de Proteina en las fracciones de harina.
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*Los datos presentados en la gréafica presentan CV menores a 6.33%.

Como se puede observar en el grafico 2, la harina obtenida en la malla de N° 70
es la que presenta un valor mas alto en % de proteina, esto puede explicarse por
la operacion previa que se le dio a la muestra, pasandola por el molino, donde la
fraccion de la malla N° 70 tiene un tamafo de particula mas pequefa comparada
con las muestras de mallas con tamafio de particula mas grande (30. 40, y 60) por

esta razon la fraccion de la malla N°70 expone con mayor facilidad a las proteinas.

La reduccion de tamano es aquella operacién en la que el tamafio medio de los
alimentos solidos es reducido por la aplicacion de fuerzas de impacto, compresién
0 abrasion, la cantidad de energia absorbida por un alimento antes de romperse
se halla determinada por su grado de dureza y su tendencia a la rotura que
depende a su vez de su estructura. El tamizado es un método de separacion de
particulas que se basa solamente en la diferencia de tamafo. En el tamizado
industrial se vierten los sélidos sobre una superficie perforada o tamiz, que deja
pasar las particulas pequenas, o “finos “, y retiene las de tamafos superiores. Un

tamiz puede efectuar solamente una separacion en dos fracciones (Peters, 1999).
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No existe informacion sobre el comportamiento de las proteinas insolubles de los
residuos del café, no podria explicarse a ciencia cierta el comportamiento que se
presentd en la distribucién de éstas en las fracciones, el comportamiento que se
observa es que en la malla N°70 las proteinas se distribuyen en mayor
concentracion ya que posiblemente en esta fraccidon la accion mecanica sobre la
muestra expuso tanto las proteinas como los restos laterales (aminoacidos) de la

muestra en una mayor concentracion.

Caracterizacion.
Los métodos de caracterizacion de proteinas se realizaron con la finalidad de
conocer a grandes rasgos la posible estructura y el comportamiento de las

proteinas de los residuos de café.

Solubilidad.
La solubilidad se evalué con la finalidad de conocer la influencia del pH en la
capacidad de solubilizar proteinas, se midid la concentracion de las proteinas

solubilizada a diferentes pH y se analizé la tendencia.

A las fracciones seleccionadas evalud la solubilidad en funcién del pH con el fin de
conocer a que valor de pH la cantidad de proteina solubiliza mejor y se les midio
proteina soluble por el método Biuret. Este mismo tratamiento se realizé a la

muestra seca y desengrasada.
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Solubilidad de proteinas en funcion del pH
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Grafica 3. Solubilidad de proteina en las muestras en funcion del pH.

En la grafica 3 se muestra el efecto del pH en la solubilidad de las proteinas en las
dos muestras. Conforme el pH aumenta (basico) las proteinas se alejan de su
punto isoeléctrico y se vuelven mas solubles en las soluciones donde se observa
el comportamiento lineal decreciente en cuanto al contenido de proteina
solubilizado (%).Conforme aumenta el pH las proteinas se solubilizan en mayor
cantidad lo que indica que las proteinas de esta fraccion de los residuos del café
requieren de un medio alcalino para solubilizarse. Si la proteina se encuentra en
un medio con un pH muy alto estaria cargada negativamente ya que en este caso
los grupos carboxilo estarian desprotonados (-COO-) y los grupos amino estarian

en su forma neutra (-NH).

De igual manera puede observarse que la fraccion de la malla #40 solubiliza en
mayor cantidad sus proteinas conforme aumenta el pH, aunque presenta el mismo
comportamiento que la muestra seca y desengrasada, las solubiliza en mayor
cantidad.

Para conocer si existe diferencia significativa en el grado de solubilizacién de las
muestras se realizé una ANOVA (Tabla 4).
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Tabla 4. Valores de F obtenidos a partir del analisis de varianza ANOVA con un a=5%.

Valor critico para F

1.789963959 5.987377584

Como F calculada es menos a F critica no existe diferencia significativa en el
porcentaje de solubilizaciéon en medio alcalino entre la fraccion de malla N°40 y la
muestra seca y desengrasada, por lo que se pueden utilizar ambas para medir

solubilidad en medio alcalino.

La estructura que adopta una proteina en presencia del disolvente acuoso es la
que le permite llevar a cabo su funcion y se denomina estructura nativa. Cualquier
alteracién de la estructura nativa que modifique su interaccion con el disolvente y
que provoque su precipitacion dara lugar a una estructura desnaturalizada. Se
llama desnaturalizacion de las proteinas a la pérdida total o parcial de las
estructuras de orden superior (secundaria, terciaria o cuaternaria), quedando la
cadena polipeptidica reducida a un polimero sin una estructura tridimensional fija,

pero que conserva la estructura primaria. (Lehninger, 2006)

Los agentes que provocan la desnaturalizacion de una proteina se llaman

agentes desnaturalizantes. Se distinguen:

e Agentes fisicos (calor y las radiaciones ionizantes)

e Agentes quimicos (detergentes, disolventes organicos, pH, fuerza iénica)

En este caso se ve el efecto de un agente quimico (pH) sobre la solubilidad de las
proteinas. Los iones H+ y OH- del agua provocan efectos parecidos, pero ademas
de afectar a la envoltura acuosa de las proteinas también afectan a la carga
eléctrica de los grupos acidos y basicos de las cadenas laterales de los
aminoacidos. Esta alteracion de la carga superficial de las proteinas elimina las
interacciones electrostaticas que estabilizan la estructura terciaria y a menudo

provoca su precipitacion. La solubilidad de una proteina es minima en su punto
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isoeléctrico, ya que su carga neta es cero y desaparece cualquier fuerza de

repulsion electrostatica que pudiera dificultar la formacion de agregados.

Cuando el pH es bajo, los grupos ionizables estan protonados, y la carga neta de
la proteina es de signo positivo. Cuando el pH es alto, los grupos ionizables estan
desprotonados, y la carga neta es de signo negativo. Entre ambas zonas, habra
un pH en el que la carga neta de la proteina es nula y se denomina punto

isoeléctrico (pl), y es caracteristico de cada proteina. Por tanto:

Cuando el pH del medio es igual al pl, la solubilidad de una proteina es minima ya
que, al no haber carga neta, desaparecen las repulsiones electrostaticas que
podrian impedir la agregacion y precipitacion de las moléculas de proteina.
Entonces con esto se puede decir que las proteinas de los residuos del café estan
alejadas de su punto isoeléctricas a pH alcalino, por lo tanto su solubilidad

aumenta.

Cromatografia en capa fina.
Esta técnica se realizd con la finalidad de conocer la posible composicion de

aminoacidos que conforman la estructura de las proteinas de los residuos de café.

La técnica es muy sensible y selectiva especificamente para aminoacidos, por lo
que es ideal para detectar concentraciones bajas de aminoacidos, utilizandose
para revelar su presencia en cromatogramas y fracciones procedentes de otras
técnicas de separacion. La presencia de aldehidos resultantes de la degradacion
de la ninhidrina por reaccion con los aminoacidos modifica, bajo ciertas
condiciones, el color formado, lo que sirve para identificar el tipo de aminoacido.
(Bermudez et al, 2011)

Para la realizacion del perfil de aminoacidos, se utilizé la muestra seca y
desengrasada comparada con 10 aminoacidos estandares, (soluciones al 1%),
utilizando como eluyente una solucion de etanol: hidréxido aménico 34% [7:3]) vy
como revelador (Ninhidrina 0.2%), los resultados obtenidos de la cromatoplaca se

observan en la figura 13.
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Actualmente, no se dispone de mucha informacion sobre el contenido de proteinas
ni la composicion de aminoacidos en los residuos del café, se piensa que este
contenido debe ser bajo, ya que al desnaturalizarse las proteinas, su solubilidad
disminuye (Belitz, 1997).

Figura 13. Cromatoplaca del perfil de aminoacidos. Arg-Arginina, Asp-Acido aspartico,

Cys-Cisteina, His-Histidina, Iso-Isoleucina, Lys-Lisina, Met-Metionina, Ser-Serina, Thr-

Treonina, Tyr-Tirosina. Solucién eluyente etanol: hidroxido amdnico 34% [7:3]) y como
revelador (Ninhidrina 0.2%)
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Los métodos colorimétricos de determinacién de aminoacidos se basan en la
reaccion especifica de éstos con determinados compuestos, dando derivados
coloridos. La formacion de color se toma como resultado positivo e indica su
presencia, mientras que el no desarrollo de color es indicativo de que no esta
presente. En el presente trabajo solo se llevo a cabo la determinacién cualitativa

de aminoacidos (ausencia o presencia de dichos compuestos).

Posteriormente se calculd el Rf de la cromatoplaca con el objetivo de identificarlos
y poder compararlos con los aminoacidos estandar que se aplicaron, los
resultados se muestran en la tabla 5, esta informacion se utilizé para comprender

mas a fondo el comportamiento de las proteinas insolubles.

Tabla 5. Andlisis de aminoacidos en CCF en un sistema (etanol: hidroxido amonico 34%

[7:3)).
N° de carril (izquierda a Muestra Rf
derecha)
1 Arginina 0.26
2 Asparagina 0.86
3 Cisteina 0.89
4 Histidina 0.83
5 Isoleucina 0.90
6 Muestra seca y 0.18, 0.25, 0.80, 0.86, 0.89,
desengrasada 0.92
Lisina 0.20
Metionina 0.93
Serina 0.78
10 Treonina 0.86
11 Tirosina 0.92

Los principales aminoacidos presentes en el grano del café son arginina, acido
aspartico, histidina y cisteina, en menor cantidad también estan presentes alanina,

arginina, fenilalanina, glicina, isoleucina, leucina, lisina, prolina, serina, tirosina,
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treonina y valina, su presencia tiende a disminuir durante la maduracién y ejercen
un papel importante en la formacion de compuestos aromaticos durante el tostado.
Ademas en dicho proceso, se produce una degradacion proteinica que depende
del grado del tueste y que da lugar a fracciones de menor peso molecular por lo
cual algunos de estos aminoacidos llegan a desaparecer en dicho proceso
(Gonzalez et al, 2007).

Con base en la solubilidad en agua de los aminoacidos se espera encontrar
mayoritariamente aminoacidos de caracter insoluble, en este caso se identifico la

posible presencia de tirosina, metionina e isoleucina.

Por otra parte se encontré la posible presencia de aminoacidos hidréfilos los
cuales no se pueden identificar con certeza ya que no se estan evaluando los 20

aminoacidos.

En la tabla 5 se puede observar que la muestra presenta 6 marcas caracteristicas
de aminoacidos, comparando los registros que presentd la muestra seca y
desengrasada, puede observarse que coincide con algunos de los estandares.
Primeramente se observo el registro en 0.18 el cual se acercd al registro de la
lisina que fue de 0.20 y con ayuda del color similar que presentaron ambos se
relacionan, en segundo lugar se observd un registro en 0.25 el cual se acercé al
registro de la arginina en 0.26 y se confirmé6 con el color obtenido en ambas
aplicaciones, en tercer lugar se observo un registro en 0.80 el cual no coincide con
alguno de los aminoacidos presentes, ya que el registro mas parecido fue el de la
serina 0.78, pero se compard con el color y el arrastre y no coinciden por lo cual
se descartd que fuera serina, en cuarto lugar se observd un registro en 0.86 el
cual coincidioé con el registro del acido aspartico y la treonina, se comparo el color
y se le relaciond con la treonina, en quinto lugar se observé el registro en 0.89 el
cual nuevamente coincide con dos aminodacidos, con cisteina en 0.89 e isoleucina
en 0.90, el parametro para medir esta vez fue el color ya qué coincide con
isoleucina aunque no se descartd del todo la presencia de la cisteina ya que pudo
sobreponerse en la muestra, por ultimo se observa el registro en 0.92 que se
relaciono con el registro de la tirosina apreciada en igual registro y color.

57



Con la informacion anterior se pudo conocer cualitativamente la presencia de
algunos de estos aminoacidos, se detectaron aminoacidos como lisina, arginina,
treonina, isoleucina tirosina y la posible presencia de cisteina, estos aminoacidos
coinciden con lo que cita la literatura a excepcion de la tirosina, que logré ser
detectada en los analisis realizados. Por otro lado surgié un punto colorido que no
coincidié con ninguno de los estandares abriendo la posibilidad a que sea alguno
de los aminoacidos citados en la literatura pero que no se analizaron en este

sistema.

Ademas cabe sefalar que por esta misma razon podrian estar presentes otros
aminoacidos citados en la literatura y que no se analizaron, que se acerquen
entre si en cuanto a Rf que podrian estar sobrepuestos con los que si fueron

analizados.

Union de colorantes.

Se realizé el método de Bradford para comprobar la posible existencia de
aminoacidos basicos y aromaticos en las proteinas de los residuos del café. En la
figura 14 se observa el espectro de absorcion del azul de Coomasie con la

proteina.
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Figura 14. Espectro del azul de coomasie, obtenido de una solucién de azul de coomasie

0.6mL de la proteina en 50 mL.
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Se prepararon soluciones de zeina (proteina estandar) y de la muestra seca y
desengrasada a diferentes concentraciones (0.5, 1y 1.5% p/v), posteriormente se
midieron absorbancias para conocer la concentracion de aminoacidos basicos y

aromaticos. Se realiz6 por triplicado y se midieron las diferencias de absorbancias.

Abs VS [Proteina]
0.6800 o~
0.6700
0.6600 S~
£10.6500 \\
- B _\ N —4—7Zeina
& 0.6300 C
£10.6200 \ \ == Muestra
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0.5900 \
0.5800
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| Concentracion proteina (g/10ml) |

Grafica 4. Curva patron de zeina y muestra.

En la grafica 4 se puede observar que conforme se aumento la concentracion de
proteina en la zeina y en la muestra seca y desengrasada, la absorbancia
disminuye, esto quiere decir que conforme se aumenta la concentraciéon hay una
mayor cantidad de proteina presente que interactua con el colorante azul de
Coomasie, lo cual fue lo esperado en las lecturas de absorbancia, ya qué se forma
el complejo proteina-colorante en un tiempo de entre 2 y 5 minutos, y el complejo
es relativamente estable al permanecer asi alrededor de una hora, por lo que los

resultados fueron confiables y reproducibles.

En la grafica 4 también se observa que la muestra seca y desengrasada aunque
presenta un % de proteina menor al de la zeina, las proteinas de la muestra seca
y desengrasada formaron en mayor cantidad complejos con el colorante, esto
reflejado en las absorbancias que presentan ambas muestras, la zeina presento
absorbancias mas altas que la muestra lo que quiere decir que esta proteina
interacciona en menor cantidad con el colorante azul de Coomasie por ausencia
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de aminoacidos basicos y aromaticos en su estructura. Por o que se comprende
de mejor manera el comportamiento de las proteinas insolubles del café, ya que
este colorante forma complejos con aminoacidos aromaticos y basicos
(especialmente arginina), este tipo de aminoacidos esta presente en la estructura

de dichas proteinas.

De acuerdo a las pruebas realizadas para la caracterizacién de las proteinas de
los residuos del café (cromatografia en capa fina, solubilidad y Bradford) se

observé que los resultados pueden relacionarse entre si.

En los resultados obtenidos de solubilidad se observé que las proteinas de los
residuos del café solubilizan a valores basicos de pH lo que indica que se
encuentran cargadas negativamente, esto se complementa con los resultados
obtenidos en el método de Bradford que tiene como fundamento la medicion del
cambio de coloracion del azul de Coomasie en respuesta a diferentes
concentraciones de proteinas con aminoacidos basicos y aromaticos, en el
experimento se observd que la muestra seca y desengrasada contiene
aminoacidos de perfil basico y aromatico. De acuerdo a lo reportado en la
literatura se puede concluir que posiblemente las proteinas de los residuos del
café contienen los siguientes aminoacidos: arginina, lisina, histidina, fenilalanina y

tirosina.

Evaluacion de propiedades funcionales.

La “funcionalidad” de las proteinas alimentarias se define como “aquellas
propiedades fisicas y quimicas que derivan del comportamiento de las proteinas
de los sistemas alimenticios durante el procesado, el almacenamiento, la
preparacion y el consumo. Aunque no solo las proteinas otorgan propiedades
funcionales, si juegan un papel mayoritario en cuanto a las propiedades

funcionales de los sistemas alimenticios (Wijeratne, 2005).
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Seleccidn de la muestra para evaluar propiedades funcionales.

Para seleccionar la fraccion a utilizar para evaluar las propiedades funcionales se
consideraron dos aspectos, la fraccion mayoritaria obtenida y la fraccidn mas rica
en proteina, la fraccion de la malla N° 40 resulté en mayor proporcién, aunque no
fue la mas rica en proteina. La fraccion mas rica en proteina resultd ser la de la
malla N° 70, por este motivo se decidido a utilizar las dos fracciones para la

evaluacion de propiedades funcionales.

Para evaluar las propiedades funcionales no solo se utilizaron las fracciones
proteinicas de las mallas N°40 y N°70, sino también se utilizé la muestra seca y
desengrasada sin pasarse por el molino, esta muestra fue seleccionada
fundamentada en que los métodos de extraccion de proteinas fueron poco utiles
para obtener un aislado proteico que sirviera de estudio. La comparaciéon de estas
muestras tuvo la finalidad de conocer si habria diferencia significativa en estas
propiedades y conocer si son utiles y necesarias operaciones como la molienda y
tamizado en la muestra. Las propiedades a evaluar fueron; capacidad de retencion

de agua y aceite, capacidad de emulsificacién y capacidad de espumado.

Capacidad de retencién de agua.

La capacidad de retencion de agua se determiné para la fraccion de la malla N°
40, N° 70, muestra seca y desengrasada y para las proteinas estandar (Gluten,
Proteinas del suero de la leche, y zeina) mediante el método de Robertson et al,
2000. La capacidad de retencién de agua se calculé como la cantidad de agua que
se absorbe por gramo de proteina. Los resultados obtenidos se muestran en la
tabla 6.
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Tabla 6. Capacidad de retencién de agua.

Muestra CRA (agua CRA (agua absorbidal/g
absorbida/g muestra) proteina)
Malla N°40 (13.15% proteina) 2.78+0.17 21.17 £1.36
Malla N°70 (15.62% proteina) 268 +0.14 17.21 £ 0.95
Muestra seca y desengrasada 3.36 £ 0.27 23.16 + 1.88
(14.52% proteina)
Gluten de maiz (70.97% 2.32+0.05 3.28 £ 0.08
proteina)
Zeina (61% proteina) 212+ 0.1 3.48+0.19
Suero de leche (90% proteina) 0.24 £ 0.01 0.26 £ 0.01

* Los resultados de capacidad de retencion de agua, valores de CV menores a 6.46%.

El término "agua ligada" incluye tanto el agua de constitucion como el agua de
interfase proxima a las proteinas y el resto de las fracciones se consideran "agua
inmovilizada" (en la superficie de las proteinas, en buena medida fijada a sus
1984).

(deshidratacion a altas temperaturas) afectan al agua ligada.

cargas) (Flores y Bermell, Solamente tratamientos muy severos

Por tanto en este método se mide tanto el agua ligada (agua de hidrataciéon, no
congelable) como el agua capilar, retenida fisicamente entre las moléculas
proteicas. La concentracion proteica, el pH, la temperatura, el tiempo, la fuerza
idnica y la presencia de otros componentes afectan a las fuerzas que toman parte

en las interacciones proteina-proteina y proteina-agua.

Se observan en la tabla 6 los valores de CRA por gramo de muestra y por gramo
de proteina, en cuanto a la CRA por gramo de muestra, se observan valores muy
similares para las fracciones seleccionadas y para los estandares. Sin olvidar que
estos valores no son solo de absorcién de la proteina, sino la muestra de los
residuos del café que aun tiene otros componentes en su estructura que pueden
intervenir en los resultados como la fibra que tiende a retener agua, asi como

también los estandares no se encuentran al 100% de pureza, no es la cantidad
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real de absorcion de agua debido a que se esta hablando de una retencion por
gramo de muestra, por eso se realizd la conversion a cantidad de agua retenida

por gramo de proteina para todas las muestras con fines comparativos.

La muestra seca y desengrasada presentan una mayor cantidad de absorcion de
agua por gramo de proteina (23.16) en comparacion de todas las muestras,
mientras que en las fracciones obtenidas de la malla N° 40 y 70 se presenta una
CRA de 21.17 y de 17.21 respectivamente, la tendencia muestra que el proceso
de molienda afecta negativamente a la CRA debido a que posiblemente la
cantidad de cadenas polares laterales de las proteinas del café tienden a perderse
durante la molienda y posiblemente la perdida de fibra por el mismo proceso

disminuyendo asi la CRA de ambas fracciones.

Los estandares seleccionados (zeina y gluten) son insolubles en agua, se
manifiesta su poca solubilidad ya que tienden a retener el agua en menor
cantidad, en la muestra problema las proteinas que se presentan tienden a retener

mas agua por la posible presencia de otros componentes.

Se realizé un analisis de varianza para los resultados de CRA (agua absorbida/g
proteina) de las diferentes muestras, de acuerdo a lo reportado en la tabla 7 se

observa que no hay diferencia significativa en valores de CRA
Tabla 7. Valores de F obtenidos a partir del ANOVA, con un a=5%.

F Valor critico para F
3.58 4.84

No hay que olvidar que en la fraccién de los residuos del café también se
encuentra en gran cantidad fibra que podria intervenir positivamente en la
retencion de agua, de tal forma que al transformar la CRA por gramo de proteina
se ve un incremento importante en este parametro, que no podria ser atribuido
solo a las proteinas presentes en los residuos del café. Para el caso de las

proteinas de suero de leche, estas presentan una capacidad de retencion de agua
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muy baja, debido a que se solubilizaron casi por completo en el agua reteniendo

una cantidad muy baja.

Capacidad de retencién de aceite.

La capacidad de retencion de aceite se determiné para la fraccién de la malla N°
40, N° 70, muestra seca y desengrasada y para las proteinas estandar (Gluten,
Proteinas del suero de la leche, y zeina) mediante el método de Robertson et al,
2000. La capacidad de aceite se determin6 como la cantidad de aceite que se
absorbe por gramo de proteina. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla
8.

Tabla 8. Capacidad de retencion de aceite.

Muestra CRAA (aceite absorbido/g | CRAA (aceite absorbido/g
muestra) proteina)
Malla N°40 (13.15% 2.35+0.05 17.94 + 0.44
proteina)
Malla N°70 (15.62% 2.70 £ 0.05 17.29 + 0.33
proteina)
Muestra seca y 2.63+£0.20 18.13 £ 1.40
desengrasada (14.52%
proteina)
Gluten de maiz 2.26 £ 0.03 3.19+0.04
(70.97%proteina)
Zeina (61% proteina) 2.04 £ 0.01 3.34 £ 0.02
Suero de leche (90% 254 +0.10 2.84 +0.11
proteina)

*Los resultados presentan CV menores a 4.04%.

La capacidad de retencidn de aceite se define como la cantidad de aceite que
permanece unido a la proteina después de la aplicacion de una fuerza externa

(centrifugacion) (McWatters y Cherry, 1977).

Los resultados que se observaron en cuanto a CRAA se aprecian en la tabla 9

donde los valores presentados de absorcion de aceite entre las muestras
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seleccionadas y los estandares son muy parecidos, sin embargo, los valores
medidos se observaron valores mas altos para las muestras comparados contra
los estandares, se realizé un analisis de varianza para conocer si existe diferencia

significativa entre estos valores.

Tabla 9. Valores de F obtenidos a partir del ANOVA con un a=5%.

Valor critico para F

4.26 4.96

Los valores de F en la tabla 9 muestran que no existe diferencia significativa en los

valores de capacidad de retencién de aceite por gramo de proteina.

Se observa que en la muestra seca y desengrasada, los valores de capacidad de
retencion de aceite son mas altos comparado con todas las muestras, lo que
demuestra que posiblemente el proceso de molienda afecta positivamente la
CRAA, también se puede apreciar en la tabla 8 que la capacidad de retencion de
aceite de la fraccién de la malla N° 40 y 70 fue mayor a la de las proteinas
estandares, esto esta directamente relacionado con el caracter hidrofébico de las
proteinas debido a que la CRAA esta relacionada con la cantidad de aminoacidos
no polares en las cadenas laterales de la proteina. Posiblemente la operacion de
molienda expuso los restos hidréfobos de las proteinas presentes en la muestra,

este proceso facilita la interaccidon con el aceite.

Con base en los resultados obtenidos de CRA y CRAA y a los andlisis de datos se
puede concluir que no es necesario realizar tratamientos como “molienda” a los
residuos del café, lo que no solo lo hace mas sencillo de manejar, sino que
ademas mas rentable en cuanto a tiempo y costos, a excepcion que se requiera
utilizar el ingrediente en presentacion de harina ya que los valores de CRA y

CRAA no son diferentes a los de la muestra no sometida a molienda.

Se puede observar que el residuo de la produccion de café (borra) presentan

valores semejantes a otros ingredientes como zeina y gluten que son utilizados
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muy comunmente en la industria de frituras, con base al contenido de proteina
presenta valores altos en la retencion de agua y aceite en comparacion de los
estandares, por lo cual se considera que pueden ser utilizados como ingredientes
en la industria alimentaria, en la industria de cereales y de frituras
primordialmente, también podria ser de gran utilidad para algun tipo de alimento
emulsionado, para ello se preferiria obtener un aislado o concentrado proteinico

de estos residuos para una mayor eficiencia.

Capacidad de emulsificacion (Chau et al, 1997).

La capacidad de emulsificacion se determiné mediante el método de Chau et al,
1997. Se prepararon soluciones al (1%, 0.5% y 0.1%) de las fracciones
seleccionadas, la muestra seca y desengrasada vy de las proteinas estandar, los
valores de CE se calculan a partir de la formula:

Capacidad de mL de aceite emulsificado

emulsificacion mg de proteina emulsificada

Donde: mL de aceite emulsificado = (Vai — Vaf)

mg proteina emulsificada = (Vpi — Vpf)*Conc de proteina en solucién

La capacidad de emulsificacion se define como el volumen de aceite que puede

ser emulsificado por cada gramo de proteina.

Las proteinas se adsorben en la interfase entre las gotas de aceite disperso y la
fase acuosa continua, y aportan propiedades fisicas y reoldgicas (viscosidad,
elasticidad, rigidez, etc) que determinan la resistencia de las gotitas a la

coalescencia (Damodaran, 1997).
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Las proteinas tienen regiones hidrofilicas e hidrofébicas dependiendo de su
secuencia de aminoacidos, durante la emulsificacion, la interfase aceite-agua se
vuelve disponible y las moléculas de la interfase se desdoblan y es ahi cuando la
region hidrofébica se asocia con la fase oleosa (aceite vegetal) y la fase hidrofilica
se asocia con la fase acuosa (agua). Es por esta razon que las proteinas
insolubles de los residuos del café tendran un comportamiento que tienda a
asociarse mas con la fase oleosa, por su hidrofobicidad como se observa en la
tabla 11, la CE de la zeina y del gluten es mayor a la que presentan las proteinas
del suero de la leche debido a que el suero de leche tiende a asociarse mas a la
fase acuosa, ya que es soluble en agua (hidrofilica), la tendencia es la misma para
las tres concentraciones empleadas (1, 0.5 y 0.1%). En cuanto a las proteinas de
los residuos del café de la fraccion de la malla N° 40, N° 70 y la muestra seca y
desengrasada se puede observar que éstas proteinas presentan una CE mayor a
las proteinas estandar para todos los casos, esto es lo que se esperaba ya que las
proteinas presentes en la muestra son de caracter insolubles y requieren para su
ionizacion pH alcalino para solubilizar, asi tienden a asociarse con la fase acuosa
en mayor cantidad a pH neutro, esto quiere decir que emulsionan una mayor
cantidad de aceite, y de igual manera como ya se habia mencionado
anteriormente, el comportamiento de la muestra seca y desengrasada en esta
propiedad resulté tener la misma tendencia y comportamiento, el cual fue que a la
muestra seca y desengrasada no fue sometida a molienda y presentd mejores
valores de capacidad de emulsificacion que las muestras de la fraccion que si
fueron sometidas a molienda, esto se explicd anteriormente debido a que los
residuos hidrofébicos de las proteinas posiblemente se pierden al ser sometidos al
proceso de molienda, aunque el analisis de varianza mostré que no existe

diferencia significativa.
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Tabla 10. Capacidad de emulsificacion con solucion al 1%, 0.5% y 0.1%.

Muestra

CE (g aceite
emulsionado/ g

proteina) 1%

CE (g aceite
emulsionado/ g

proteina) 0.5%

CE (g aceite
emulsionado/ g

proteina) 0.1%

Malla N°40 (13.15% 6.19 £ 0.27 8.77 £ 0.23 42.85 1 0.85
proteina)
Malla N°70 (15.62% 1.93+0.07 3.69+0.18 103.71 £ 4.96
proteina)
Muestra seca y 4,18 £ 0.08 10.63 + 3.45 116.13 £ 10.20
desengrasada
(14.52% proteina)
Gluten de maiz 2.56 £ 0.05 4.81 +0.06 21.48 £ 2.36
(70.97% proteina)
Zeina (61% 3.04 £0.02 2.93+0.03 14.44 + 1.34
proteina)
Suero de leche 2.09+£0.02 1.36 £ 0.01 6.55 + 0.53

(90% proteina)

Otro comportamiento que se observo es que a medida que la concentraciéon de las
soluciones proteinicas disminuye, la capacidad de emulsificacibn aumenta, esto
podria deberse a que hay una saturacion a mayores cantidades de muestra
empleada, y las proteinas en exceso no logran asociarse en ninguna de las fases.
Al estar en menor concentracion como se observa en la tabla 10, las proteinas
podrian estar mas disponibles, tal cantidad que permite una gran interaccion con
las fases permitiendo que las proteinas en la muestra estén mas disponibles e
interaccionen en gran cantidad con la fase oleosa debido a su hidrofébicidad y

condiciones alcalinas de solubilizacioén.
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Capacidad de emulsificaciéon (Kinsella, 1976).

La capacidad de la proteina a estabilizar emulsiones se relaciona con la interfase
que puede estar recubierto por la proteina. Para la dispersion de la luz, existe una
relacion simple entre la turbidez y la interfase de una emulsion. La turbidez se
evalué como un método para medicion de las propiedades emulsionantes de las
proteinas. Las emulsiones se hicieron por homogeneizacion de cantidades
conocidas de proteinas (1. 0.5 y 0.1%) y aceite. Varios factores intervienen en la
capacidad de emulsificacién, como el grado de homogeneizacién, el tipo de
homogeneizador, la concentracién de proteina, volumen de dispersion, la fraccion
de volumen de aceite, pH y el tipo de formacion de la emulsién de aceite afectado.
La relativa actividad emulsionante de las distintas proteinas alimentarias (gluten,
zeina, suero de leche) se determind utilizando una formula sencilla basada en la
turbidez, el volumen fraccion de la fase dispersa y el peso de proteina, se calculd
un indice de actividad emulsionante, relacionado con el area interfasial de la

emulsion (Tabla 11).

La formula para calcular la turbidez La capacidad de emulsificacion se
es: calcula:

A _2{T)
T = 2.303? CE = e
Donde: Donde:
T=turbiedad CE= Capacidad de emulsificacién
A=Absorbancia a 500nm @= Fraccion de aceite (ml)
I=Longitud de la trayectoria de la C= Peso de las proteinas por unidad
celda de volumen de la fase acuosa antes

que se forme la emulsion.
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Tabla 11. Capacidad de emulsificacion. Método turbidimétrico.

Muestra CE (mL aceite/g CE (mL aceitel/g CE (mL aceitel/g
proteina) 1% proteina) 0.5% proteina) 0.1%
Malla N°40 (13.15% 1008.31 1288.26 9678.51
proteina)
Malla N°70 (15.62% 877.33 1271.49 9287.03
proteina)
Muestra seca y 357.05 670.05 4887.55
desengrasada
(14.52% proteina)
Gluten de maiz 108.31 188.61 859.23
(70.97% proteina)
Zeina (61% 53.34 62.82 946.51
proteina)
Suero de leche 91.59 209.39 749.45
(90% proteina)

La alta capacidad de emulsificacion que presentaron las fracciones seleccionadas
y la muestra seca y desengrasada esta relacionada con la solubilidad de las
proteinas y su resistencia a la desnaturalizacion. Cabe mencionar que el
comportamiento de la capacidad de emulsificacion con este método es similar al
método empleado por Chau et al 1977. Donde se observoé que las proteinas
estandar presentan valores de emulsificacion de aceite menores a los que
presentan las fracciones seleccionadas, los dos métodos siguieron el mismo
comportamiento, lo mismo sucede con los valores de CE, éste valor aumenté
conforme la concentracion de la muestra disminuye, a excepcion de la muestra
seca y desengrasada que presentd valores de CE menores que en todas las

muestras. También se observé el mismo comportamiento para las fracciones
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seleccionadas y para las proteinas estandar a las diferentes concentraciones, pero
como ya se menciono, debido a las variaciones y complicaciones del método, se
decidié por tomar mas peso en los resultados que arrojé el método Chau et al
1977.

La utilizacion de una harina mayoritaria, una rica en proteinas, y una muestra seca
y desengrasada permiti6 observar que para el caso de capacidad de
emulsificacién, resulta de mayor utilidad utilizar la muestra seca y desengrasada
sin someterse a molienda, y en una concentracién baja para que pueda presentar
mejores valores de CE, por lo cual resultara de mayor utilidad en la elaboracion de

productos emulsionados en la industria alimentaria.

Capacidad de espumado.

Generalmente, las espumas se forman por burbujeo, agitaciéon o batido de la
solucion de proteina. Las propiedades de espumado consideran 2 aspectos. a) la
habilidad de producir un area en la interfase tal que una gran cantidad de gas
puede incorporarse en el liquido (comunmente referido como espumado o
capacidad de espumado) y b) la habilidad de formar una pelicula determinada que

pueda contrarrestar las fuerzas internas y externas.

Se calculé la capacidad de espumado con la siguiente formula.

_ Vol. espuma - Vol. liquido inicial

CE x100

Vol. liquido inicial

Se calculd la CE para las proteinas estandar y la muestra y los resultados

obtenidos se presentan en la tabla 12.
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Tabla 12. Capacidad de espumado.

Muestra CE (%)
Malla N°40 (13.15% proteina) No formo espuma
Malla N°70 (15.62% proteina) No formo espuma
Muestra seca y desengrasada (14.52% No formo espuma
proteina)
Gluten de maiz (70.97% proteina) No formo espuma
Zeina (61% proteina) No formé espuma
Suero de leche (90% proteina) 330 £ 7.0710

*Los resultados presentados con CV menor a 2.14%.

Las espumas estan formadas por una fase continua acuosa y una fase dispersa
gaseosa (aire). Las espumas estabilizadas por proteinas suelen formarse por
burbujeo, batido o agitacibn en una disolucién proteica. Las propiedades
espumantes de las proteinas derivan de la capacidad de formar una pelicula
delgada y tenaz en las interfaces gas-liquido, lo que permite la incorporacién y
estabilidad de multiples burbujas de gas. La capacidad espumante de una proteina

es al area interracial que puede ser creada por ella.

Como se observa en la tabla 12 la Unica proteina que formé espuma fue el aislado
de las proteinas del suero de leche. Donde se obtuvo un valor de 330% de
espuma. Este resultado se atribuye principalmente a la solubilidad de las proteinas
del suero de leche, ya que son altamente solubles en agua, la solubilidad mejora
la capacidad de espumado debido que requiere cargas netas altas, este factor
influye positivamente en la absorcion de las proteinas en la interfase agua-aire
reduciendo asi la tension superficial. Las moléculas de proteinas deben interactuar
unas con otras para formar una pelicula estable, en este momento la interaccion
no debe ser demasiado fuerte para que la proteina se coagule y rompa la pelicula
resultando la ruptura de la espuma (Kinsella, 1976).

Por este motivo es que tanto la zeina, como el gluten, la muestra seca y
desengrasada y las fracciones seleccionadas no presentan una formacion de

espuma, al ser totalmente insolubles en agua no pueden interaccionar en la
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interfase agua-aire, debido a que no interaccionan en la fase acuosa (las proteinas
no pueden desdoblarse en la interfase). Este método se realiz6 con la finalidad de

corroborar que las proteinas evaluadas eran de caracter insoluble.

Suero de leche
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Gréfica 5. Estabilidad de la espuma del suero de leche.

En la grafica 5 se observa la estabilidad de la espuma formada por las proteinas
del suero de leche. La espuma de esta proteina se desestabilizd y perdié sus
caracteristicas iniciales conforme paso el tiempo hasta llegar a los 35 minutos, ya
que presenta una mayor facilidad de establecer una particula interfasial cohesiva,
ademas de que es capaz de atrapar y retener el aire; pero como se observa no

seria capaz de soportar esfuerzos mecanicos.

Esta proteina tiene como funcidn reducir la tensién interfacial orientando sus
grupos hidrofilos hacia el exterior de la burbuja en contacto con el agua, y los
hidrofobos hacia el interior, con el aire). En este fendmeno influyen muchos
factores que al modificar las proteinas alteran la capacidad de espumado: pH,
sales, azucares, lipidos, temperaturas elevadas, viscosidad, grado de ionizacién,

etc.
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CONCLUSIONES.

e Se logré incrementar a 15.5% la concentracion de proteina de los residuos
del café por medio de extraccion alcalina, sin embargo, no se le puede
llamar ni concentrado ni aislado proteinico (requiere una concentracion
mayor a 85% para ser llamado asi). Como la extraccion de este
concentrado proteinico es poca (0.86% p/p), limitd su aplicacion para

evaluar las propiedades funcionales.

e Mediante el proceso de molienda se obtuvieron fracciones mas
concentradas en proteina con dos diferentes tamafios de particula para su
estudio (fracciéon malla N° 40 y malla N°70) que al evaluar propiedades
funcionales no presentaron diferencia significativa en comparacion con la

muestra seca y desengrasada.

e Para caracterizar las proteinas de las muestras seleccionadas (muestra
seca y desengrasada, aislado proteico, fraccion malla N°40, fraccion malla
N°70), se utilizaron tres métodos: solubilidad, cromatografia en capa fina y
método Bradford, con los resultados obtenidos se concluyé que las
proteinas de origen estructural, son solubles a pH basicos y contienen

residuos de aminoacidos basicos y aromaticos.

e La muestra seca y desengrasada resultd presentar mejores valores de
CRA, CRAA y CE, sin algun tratamiento fisico como el de molienda, aunque
la diferencia no resultd ser significativa, por lo cual se consideraria la forma
en que se quisiera utilizar como ingrediente, en forma de harina o sin mas

tratamientos.

e La capacidad de retencion de agua es mayor para la muestra seca y

desengrasada en comparacion con los concentrados de la malla N° 40 y
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N°70, debido al tratamiento mecanico (molienda), ya qué sin tratamiento la
fibra afecta positivamente en la retenciéon de agua, aunque al realizar el
analisis de varianza no se encontro diferencia significativa entre las tres

muestras.

Para capacidad de emulsificacion, no existe diferencia significativa en los
valores obtenidos de las muestras seleccionadas en comparacion con las
proteinas estandar, pero se observo que entre menor sea la concentracion
utilizada los valores de CE son mas altos, por lo que su uso en la industria

se propone a una concentracion de 0.1%.

Se confirmd lo esperado en proteinas con caracter insoluble, la no

formacion de espuma.

Con las propiedades que se evaluaron y los resultados que se obtuvieron
las proteinas insolubles de los residuos del café podrian ser utilizadas en la
industria alimentaria, se utilizarian como aditivo en la elaboraciéon de
alimentos fritos, barras de cereal, emulsionados y a base de cereales

adicionalmente con fibra y antioxidantes principalmente.
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