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1.- RESUMEN

El objetivo del presente estudio consistié en identificar y caracterizar a las proteinas del

gluten de maiz que participan en la estabilizacién de emulsiones aceite en agua. Para elio,
se determind que el principal componente del gluten de maiz es la proteina (58 23 + 0 12
%). La presencia de una elevada concentracién de carbohidratos y de grasa (2577%2.1 y
6 1 %, respectivamente) no interfiere de manera importante en la estabilidad de emulsion
de las proteinas del gluten de maiz, la cual se debe principalmente a las interacciones
proteina-proteina. Las proteinas del gluten de maiz poseen muy baja sotubilidad en agua, la
cual es menor a pHs acidos y aumenta a partir de pH 7. La desamidacion de estas proteinas
provocd un aumento total de cargas negativas que mejoré la solubilidad y la estabilidad de
la propiedad emulsificante Esta modificacion quimica incrementa la concentracion de las
proteinas con las cargas negativas necesarias para actuar en la interfase, por lo que se
requiere menor cantidad del gluten para lograr una mayor estabilidad de emulsion.

Se determind que la estabilidad de las emulsiones elaboradas con proteinas de gluten de
maiz no depende de una sola proteina, sino de ia participacion de un conjunto de ellas. En
la emulsion se identificaron [ 1 proteinas participantes, de las cuales 7 pertenecen al grupo
de las zeinas (prolaminas) y forman agregados de 44 y 66 kDa, 3 al de las globulinas y 1
glutelina, de pesos moleculares que van de los 10-50 kDa Poseen la caracteristica en
comin de ser proteinas de elevada hidrofobicidad e insolubles en agua a pH 7. El grupo de
las zeinas fue el mayoritario, con bandas muy intensas de 19 y 22 kDa, correspondientes a
a-zeinas Las zeinas son proteinas flexibles con un elevado contenido de aminodcidos
hidrofébicos v gran proporcion de glutamina, que al ser desamidadas aumentan la carga
total negativa y mejoran el cardcter anfifilico de estas proteinas Por su abundancia y
caracteristicas bioquimicas se evalud la estabilidad de emulsion en funcidn de la carga, el
pH v la concentracion de proteina Se demostré que son buenos emulsificantes cuando
estan cargadas negativamente y que se requieren concentraciones bajas (0 5% p/v) para

lograr una estabilidad de emulsion del 100%.



2.- INTRODUCCION

Las proteinas vegetales son usadas en la tecnologia de alimentos debido, entre otras causas,
a sus caracteristicas como agentes funcionales. Por esta razén, en los ultimos afios, el
interés en ellas ha aumentado notablemente, principalmente por €l uso de harinas,
concentrados y aislados de soya. El predominio de los productos basados en soya es debido
a varios factores, como lo son la abundancia y bajo costo de la materia prima, la textura
agradable y relativamente buena calidad nutrimental, pero sobre todo se debe al intenso
esfuerzo que se ha realizado en la investigacion que promueve su utilizaciéon (Dixon, 1979,
Aokl y col, 1980; Wagner y Guéguen, 1999).

Hoy en dia, se procesan y comercializan proteinas de cacahuate, semilla de algoddn,
amaranto y ajonjoli con grado alimenticio En contraste, ingredientes alimenticios con alto
contenido proteico derivados de los cereales son menos comunes. El gluten de trigo es
utilizado en sistemas alimentarios debido a sus singulares propiedades de textura

El gluten de maiz es un sub-producto de la molienda htimeda para la obtencion de aceite y
almidén, con un contenido proteico del 50-70%. La mayor parte del mismo se destina a
alimentacion animal. Debido al proceso de extraccion que sufre el grano de maiz, la mayor
parte de las fracciones de albiminas, globulinas y glutelinas se remueven, lo que da como
resultado un gluten enriquecido en zeinas (prolaminas) (Watson, 1987).

A los pHs y fuerzas idnicas de los sistemas acuosos alimentarios, el gluten de maiz presenta
baja funcionalidad (Kinsella, 1976). En lo concerniente a las propiedades emulsificantes,
existen trabajos (Wu, 2001; Flores, 1997, Mannheim, 1992) que han mostrado una mejora
en dicha actividad al hidrolizar, desamidar, disminuir el tamafio de particula, y cambiar el
pH v la fuerza idnica en el sistema.

Hasta el momento, no existen trabajos que relacionen la estructura con la funcionalidad que
presentan las proteinas del gluten de maiz. La identificacion y el estudio bioquimico de las
proteinas responsables de la estabilizacién de emulsiones aceite en agua contribuiran a
explicar su participacion en el fendmeno, asi como a dilucidar las caracteristicas quimicas y

estructurales requeridas en las proteinas para lograr una buena actividad emulsificante.



3.- MARCO TEORICO

3.1 Proteinas del maiz

3.1.1 Descripcién y composicién del grano de maiz

El maiz pertenece a la especie Zea mays. Es una planta graminea de tallo erguido y macizo
que se encuentra hueco. La altura de la planta es variable (de 60 cm a 6 m, 24 m en
promedio). Posee hojas alternas, largas y estrechas. Sus inflorescencias masculinas,
llamadas paniculas, contienen a las espiculas, cada una de ellas con tres anteras con polen.
Las inflorescencias femeninas son las mazorcas, las cuales pueden contener hasta un millar

de semillas alrededor de un niicleo duro (Watson y Ramnstad, 1987).

Como se observa en el cuadro 3 1, el grano de maiz posee bajo contenido proteico mientras

que es alto en carbohidratos.

Cuadro 3.1 Composicién proximal del grano de maiz?

% (g /100 g)
Carbohidratos 69.6
Humedad 138
Fibra 122
Proteina 83
Grasa 48

Fuente: Chavez et al , 1992.

3.1.2 Proteinas del maiz
De acuerdo a la clasificacion clasica basada en la solubilidad (Osborne y Mendel, 1914) las
proteinas se dividen en:

a) Albiminas: Proteinas solubles en agua

b) Globulinas: Solubles en soluciones salinas

¢) Glutelinas: Solubles en soluciones alcalinas

d) Prolaminas: Solubles en soluciones alcoholicas

El maiz posee los 4 grupos de proteinas, distribuidos como se muestra en el cuadro 3.2.
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Cuadro 3.2 Distribucién de las fracciones proteicas en el grano completo,

el endospermo y el getmen (% del N total dentro de cada parte)=

Fraccion Proteica Grano Completo  Endospermo Germen

Nitrégeno no proteico 6 3 20
Alblminas 7 3. 35

Globulinas 5 3 18

Prolaminas (Zeinas) 52 60 5

Glutelinas 25 26 18

Residuo 5 5 4

g proteina/100 g de grano completo 100 70 18

a Wilson, 1983,

La mayor parte de las proteinas del maiz se encuentran en el endospermo. La fraccion més
abundante de proteinas en el grano es la de las prolaminas o zeinas. Las albiminas y
globulinas en su mayoria son enzimas. Se encuentran principalmente en la alewrona, el
salvado, el germen y en muy bajas concentraciones en el endospermo Nutrimentalmente
son ricas en Lys, Trp y Met

Las prolaminas y glutelinas son principalmente proteinas de reserva. Se encuentran en el
endospermo. Las prolaminas son pobres en Lys, Trp y Met. Las glutelinas poseen

composicion variable, pero poseen mas Lys que las prolaminas.

3.1.3 Gluten de maiz

El grano de maiz se separa en germen, fibra, proteina y almidén mediante la molienda
himeda (Figura 3 1) La separacion se facilita sometiendo al grano a un remojo con
bisulfito de sodio y 4cido lactico, lo que suaviza al grano y ayuda a remover el germen y la
fibra. Esto, ademas, rompe puentes disulfuro entre las proteinas para desbaratar la matriz
proteica que se encuentra en el endospermo y facilita la separacién del almidén y los
componentes proteicos insolubles (Wall y Paulis, 1978). El gluten de maiz es un

subproducto proteico muy valioso de este proceso de molienda himeda.
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El remojo modifica las proteinas del endospermo de su estado nativo mediante la
reduccion de los residuos de cistina para formar cisteinas y derivados sulfonados (R-S-
SO57) de la cisteina (Wall y Paulis, 1978). Los puentes disulfuro que se encuentran en la
matriz proteica del endospermo pueden convertirse en derivados sulfonados de cisteina.
Los residuos de cisteina recién formados pueden ser oxidados por el aire para producir
nuevos disulfuros (James et al.,, 1969). 7

La mayor parte de la produccién de gluten de maiz se destina a alimentacién animal,
principalmente a la avicultura debido a su alto contenido de xantofilas y proteina y su bajo

contenido de fibra

Miz
limpieza
Solucidn de remoio [1.48¢ de Bisulfito de Nt emmmmmm—)b
¥ 4.71 mi de deido ldctico of 85%) Remojo & 50°C, 48h |
thjvague
EQUQ ﬁ

fMolido del grano grueso

Tamizade de material
ﬂ Gemen
Molido fino

Tamizado Foray

—

, ——E————Cse) ﬁ'QCCiéh ﬁnq'
Separacion por gravedad -

ETCE——— Amidén
Sedimentacién/ Centiifugacion

v ’
Gluten, Uniones cimiddn-Cluten  Agua de lavado

Figura 3.1 Obtencion del gluten de maiz y de los demés componentes del grano,
por el método de molienda htimeda (Gémez et al., 1992)
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El componente mayoritario del gluten de maiz es la proteina (Cuadro 33) La fraccién
proteica consta principalmente de zeinas (68 g zeinas/100 g proteina de gluten de maiz) y
de glutelinas solubles en soluciones alcalinas (27g glutelinas/100 g de proteina) El
contenido de globulinas solubles en sal es bajo (5g globulinas/100 g de proteina) mientras

que la cantidad de albiimina es practicamente despreciable (Wu, 2001).

Cuadro 3.3 Composicion proximal del gluten de maiza

% Proteina % CHOS % Humedad % Fibra %Grasa % Cenizas
5832 2577 1044 223 180 142

& Flores, 1997.

En comparacién con otras proteinas, como las de la soya y las de la leche, las proteinas del
gluten de maiz poseen baja funcionalidad, lo cual se ha relacionado con su baja solubilidad
en sistemas acuosos a los pHs y fuerzas idnicas que se utilizan en sistemas alimentarios, ya
que como se mencioné anteriormente, las proteinas generalmente tienen que estar en
solucion o en una fina dispersion para poder presentar buenas propiedades funcionales

El gluten comercial tiene un pH aproximado de 4 y no muestra actividad emulsificante
(Neumann y Wall, 1984).

Como se puede observar en la figura 3 2, la produccién de gluten de maiz en nuestro pais
ha aumentado a mas del doble en 8 afios Su precio aproximado es de $2.80 m.n. por kg lo
que resulta una fuente proteica econdémicamente accesible. Sin embargo, esta fuente
proteica carece practicamente de dos aminodcidos indispensables que son la lisina y el
triptofano, lo cual impide asociarle un elevado valor biologico (Wilson, 1983;Watson y
Ramstad, 1987)



13

aVolumen (Tonaladas)
| Valor (Miles de pasos)

1994 " 005 i
Valor (Miles de pesos)

Yolumen (Toneladas)

Figura 3.2 Volumen y valor de produccién de gluten de maiz en México (abril de
1994 a abril del 2002). Fuente: Banco de informacién economica de la Secretaria de
Economia. Indicadores de la Encuesta Industrial Mensual por divisién y clase de

actividad econémica.

El gluten de maiz posee un elevado contenido de aminodcidos hidrofébicos, lo que explica
su baja solubilidad en sistemas acuosos La glutamina es el aminoacido mas abundante,

seguida de la leucina y la prolina.
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3.2 Desamidacién de proteinas

La modificacion quimica y enzimatica de las proteinas es una practica recurrente cuya
finalidad es mejorar su funcionalidad.

Se sabe que la desamidacion de los residuos de asparagina y glutamina afecta la carga de
las proteinas cerca de su punto isoeléctrico y por consiguiente sus propiedades (Vodjani,
1992).

El efecto de la desamidacién en la actividad emulsificante y espumante de diversas
proteinas ha sido investigado para diferentes proteinas (Wu et af , 1976; Matsudomi ef af
1986; Kato et a/., 1987, Hamada, 1991; Riha, 1996; Flores, 1997)

Las proteinas contienen residuos tanto de 4cido aspartico como de 4cido glutamico, asf
como de sus derivados amidados (Asn y Gln). En general, las proteinas provenientes de
plantas tienen un alto contenido de estos residuos, como por ejemplo la soya (Shih, 1990} y
el gluten de trigo (Matsudomi et al., 1986).

Existen dos formas de desamidacion: la quimica y la enzimatica

3.2.1 Desamidacion quimica

La desamidacién de las protefnas ocurre a pHs por debajo de 3 (4cida) y por arriba de pH 8
(basica) a velocidades dependientes de la concentracién de iones H y OH, de la
temperatura y de los residuos de amino4cidos adyacentes La reaccién es compleja debido a
que involucra reacciones competitivas, como las I y If (Figura 3.3). La reaccion 1 involucra
un ataque nucleofilico por parte det C amida B o v al enlace peptidico del N, lo que llevaa
un intermediario ciclico (II) y la liberacion de NH;. Esta reaccion es mas frecuente para la
asparagina que para la glutamina, lo que explica porque la desamidacién de la asparagina es
mas rapida que la de la glutamina (Robinson et al, 1973). Alternativamente, la
desamidacion puede ocurrir mediante la protonacién directa del O del grupo carbonilo o
por el ataque nucleofilico del OH  al C del grupo carbonilico, llevando esto a la expulsion
det NH; sin la formacion del intermediario ciclico (III) (Paso 2) EL paso 2 es el camino
preferido para la desamidacion de la glutamina. La hidrélisis del intermediario ciclico (II)

catalizada por los iones H™ o OH', pueden llevar ya sea al comun a-carbonilo unido al
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péptido (IV) o al B- o y- carbonilo unido al péptido (V) El enlace peptidico del a-carbonilo
es también susceptible a la hidrélisis directa por H+ o OH-, dependiendo del pH y la
temperatura. El uso de 4cidos alquilsulfiricos y alquilsulfénicos, iones fosfato y
bicarbonato como catalizadores favorecen la desamidacién vs hidrélisis del enlace
peptidico (Shih, 1990). Aproximadamente un 40% de desamidaci6n ocurre con un 1- 4% de
hidrolisis del enlace peptidico. El producto tiene mejor solubilidad, absorcidn y retencion
de agua, capacidad de emulsificacion, espumado y viscosidad, comparado con el producto
no modificado (Vodjani, 1992, Flores, 1997).

0O R O
I | i
®-NH-(;H-C-NH-CH-C--®
(CHy - € - NH,
0

f

Y T2
0 R 0 2 T~ 0 R O

H

| I i ] ]
®~NH-gg-c E -CH-C-®) - - g -C- N -CH-C )
l 2!:1 5+ NHS (CHQ}n-E' 0 + NHS
) 1]
\\_\
™~ 0
@NHCHCNHCHCO ®NHCHCO“ R 0
(CHy). c-0 (CHy).- G- NH- CH- c@
o oWl

Figura 3.3 Desamidacién no enzimatica de las proteinas (Vodjani y Whitaker,
1992).
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3.3 Propiedades funcionales de las proteinas

Los ingredientes de muchos productos alimenticios poseen propiedades funcionales que
afectan tanto las caracteristicas como el desarrollo del producto. Las proteinas conforman
uno de los grupos mas grandes dentro de estos ingredientes. Las propiedades funcionales de
las proteinas son aquellas propiedades fisicoquimicas de las proteinas comestibles que
determinan su comportamiento durante el procesamiento, almacenamiento, preparacion y
consumo de los alimentos y que afectan su calidad y aceptacién (Matil, 1971; Kinsella,
1981). Las propiedades funcionales de las proteinas permiten contribuir a que los alimentos
exhiban caracteristicas deseables. En un solo alimento, suelen ser evidentes varias
propiedades funcionales de una proteina (Fennema, 1993). De acuerdo a Nakai y Powrie

(1981), las propiedades funcionales incluyen a:

1. Las propiedades sinestésicas y sensoriales, i e, color, olor, sabor y textura.

2. La hidratacién, dispersabilidad, solubilidad e hinchamiento.

3. Las propiedades de supetficie, i e, emulsificacién, espumado y absorcién, incluyendo la
retencion de aceite

4. Propiedades reoldgicas incluyendo la gelificacion y texturizacion.

5. Otras propiedades, i. ¢, adhesividad, cohesividad, formacién de masas, fibras y laminas.

De acuerdo a lo anterior, la funcionalidad de las proteinas en un sentido més amplio, es
cualquier propiedad distinta de su valor nutrimental, que afecta su utilizacién

En el cuadro 3 4 se presentan los factores que influyen en la funcionalidad de las proteinas.
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Cuadro 3.4 Propiedades funcionales tipicas de proteinas en Sistemas

alimentarios#

Propiedad Funcional

Modo de accion

Sistema alimentario

Solubilidad
Absorcion y retencion de
agua
Viscosidad
Gelificacién

Cohesion-adhesion

Elasticidad

Emulsificacion

Adsorcion de grasa

Fijacién de olor

Espumado

Solvatacién de la proteina,
dependiente del pH
Formacion de puentes de
hidrégeno con el agua
Espesado, fijacion de agua
Formacién de una matriz
proteica estable
La proteina actiia como un
material adhesivo
Formacion de uniones
hidrofébicas en el gluten,
formacion de puentes
disulfuro en los geles
Formacién y estabilizacién
de emulsiones con grasa
Fijacién de grasa libre
Adsorcién, retencion y
liberacién
Formacion de laminas

estables para retener al gas

Bebidas

Carnes, salchichas, panes,
pasteles
Sopas, salsas

Carnes, quesos

Carnes, salchichas, pastas

Carnes, pasteleria

Salchichas, sopas, pasteles,
aderezos, salsas
Carnes, salchichas, donas
Productos de imitacién de
carnes, postres, etc
Productos de reposteria
COmo merengues y

espumas.

a Kinsella y Srinivasan, 1981.

Las proteinas que presentan una gran variedad de propiedades funcionales importantes

pueden encontrarse tanto de manera natural en los alimentos (por ejemplo la ovoalbimina

en los huevos, las proteinas del suero y la caseina en la leche, la miosina en la camne) como
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ser agregados durante el procesamiento o manufactura de los mismos (Dickinson y

McClements, 1992).

Las propiedades fisicas y quimicas que influyen en el comportamiento funcional de las
proteinas en los alimentos incluyen su forma, tamafio, composicién de aminodcidos y
secuencia, carga neta, distribucion de la carga, hidrofobicidad, hidrofilicidad, estructura
(secundaria, terciaria y cuaternaria), flexibilidad molecular y rigidez en respuesta a factores
del ambiente externo (tales como pH, temperatura y concentracion de sal), e interaccion
con otros de los constituyentes del alimento (Damodaran y Paraf, 1997). La gran
reactividad de las proteinas les permite reaccionar con azicares reductores, grasas y sus
compuestos de oxidacién, polifenoles y muchos otros componentes de los alimentos. Las
cantidades y propiedades fisicas de la mayoria de los componentes de los alimentos (grasas,
carbohidratos, lipidos); asi como los tratamientos mecanicos, térmicos, quimicos y
enzimaticos provocan diversas modificaciones en las proteinas. Debido a ello, las
propiedades funcionales de las proteinas se ven afectadas por estos factores, que son tanto

intrinsecos como ambientales y de proceso

Las propiedades funcionales de las proteinas se pueden agrupar en 3 grandes grupos, que se

relacionan entre si mediante diversos mecanismos como se muestia en la figura 3.4.
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Figura 3.4 Aspectos de la funcionalidad de proteinas y sus interrelaciones (Phillips

y Beuchat, 1981)

Cabe sefialar que el supuesto de que las proteinas deben estar dotadas de una elevada

solubilidad inicial como prerrequisito de otras propiedades funcionales como Ia

emulsificacion y el espumado por ejemplo, no siempre es correcto. Como se vera mas

adelante, la absorcioén y retencién de agua por un ingrediente proteico puede mejorarse, a

veces, mediante una desnaturalizacion e insolubilizacidn previas. Igualmente, la capacidad

de formar geles puede no perderse durante la desnaturalizacion e insolubilizacion parciales.

Todo esto estd de acuerdo con el hecho de que la formacién de emulsiones, geles y

espumas implica diversos grados de desplegamiento, agregacion o insolubilizacidn de las

proteinas (Fennema, 1993).

TESIS CON
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3.3.1 Propiedades de Superficie:
Las propiedades de superficie de las proteinas son el resultado de la composicién y
distribucion de los aminoacidos, de la flexibilidad molecular y, en menor grado, de la forma

y tamatiio de la molécula proteica (Morr y Ha, 1993).

Emulsificacion y Espumado: Ambas propiedades requieren de la habilidad de las proteinas
para actuar como surfactantes y estabilizar emulsiones y espumas gracias a su capacidad
inherente de adsorberse en interfases, lo cual provoca una reduccion considerable de Ia
tension interfacial y la formacién de una pelicula cohesiva. Ya que todas las proteinas son
anfifilicas, i e., contienen tanto residuos hidrofilicos como hidrofobicos, presentan una
tendencia a adsorberse en interfases. Sin embargo, el grado de adsorcion y la habilidad de
reducir la tensién interfacial y formar peliculas cohesivas en la interfase difiere
ampliamente entre las proteinas. Estas diferencias derivan primeramente de diferencias en
conformacién asi como de diferencias en las propiedades fisicoquimicas de Ia superficie
que interactila con las fases dispersa y continua en emulsiones y espumas Especificamente,
los factores que afectan la adsorcién y la formacion de peliculas de las proteinas en las
interfases son la estabilidad conformacional y adaptabilidad a las fronteras de las fases y la
distribucién simétrica o asimétrica de los grupos hidrofébicos e hidrofilicos en la superficie
de la proteina (Hettiarachy y Ziegler, 1994).

En un sistema quiescente, se piensa que la adsorcién de proteinas en interfases aceite-agua
y aire-agua es un proceso controlado por la difusién. Se asume que cvando una interfase
esta recién creada, las moléculas que estdn por debajo de la superficie se absorben
instantaneamente en la interfase (MacRitchie v Saraga, 1984) Cuando la superficie se
satura se detiene la migracion de moléculas proteicas hacia ella, lo que crea un gradiente

entre la sub-superficie y la superficie.
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3.4 Propiedades emulsificantes de las proteinas

3.4.1 Definicion de emulsion

En general, una emulsion se define como una dispersion o suspensién de dos liquidos
inmiscibles (Dickinson, 1992), en la cual uno de ellos se encuentra suspendido en forma de
pequefias gotas (fase dispersa) en el otro liquido (fase continua) Existen dos tipos de
emulsiones alimentarias: las emulsiones agua en aceite (W/O) como lo son por ¢jemplo las
margarinas v mantequillas, y las emulsiones aceite en agua (O/W) donde, por ejemplo, en

la leche la fase continua es el agua (Hall, 1999).

3.4.2 Formacién de emulsiones
El agua y el aceite son inmiscibles porque es desfavorable el incremento de energia libre
que ocurre cuando la estructura del agua se perturba por el contacto de los grupos no
polares. La energia de este sistema es minima cuando ¢l 4rea de contacto entre dos liquidos
inmiscibles se minimiza. Esto se manifiesta normalmente como la separacidn de las fases.
Los dos liquidos pueden ser puestos en contacto intimo mediante la aplicacién de una
cantidad significativa de energia. La energia aplicada debe ser mayor que Ia energia
supetficial de contacto resultante del mezclado. El 4rea interfacial de la emulsion depende
de la cantidad de trabajo hecho sobre el sistema A menor tamafio de las gotas, mayor sera
el area superficial, y por lo tanto, se requerird suministrar una mayor cantidad de trabajo. Al
incrementarse ¢l trabajo aplicado, el tamafio de las gotas se va haciehdo mas pequefio. La
creacion de una nueva 4rea interfacial resulta en un estado de alta energia, por lo que el
sistema tratard de llegar a un estado de menor energia mediante la coalescencia de los
globulos de grasa. La velocidad de la colision de las gotas de aceite y la presencia o
ausencia de una barrera energética determinard la velocidad de coalescencia de los glébulos
grasos Para globulos grasos que no estan cubiertos, la barrera energética para la
coalescencia es tan pequefia que puede considerarse despreciable

El factor critico en la tecnologia de las emulsiones depende de la aplicacion de agentes
emulsificantes, cuya funcién es vencer la situacién de energia desfavorable asociada con la

dispersién de las pequefias gotas de aceite en el agua (Mangino, 1984)
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3.4.3 Caracteristicas de las proteinas que actaan en interfases

De todos los surfactantes que se emplean en la industria alimentaria, las proteinas poseen
caracteristicas que resultan de gran interés. Para entender la importancia de las proteinas
como surfactantes primero hay que hablar de su comportamiento aislado en un medio
acuoso Las proteinas poseen tanto aminoacidos polares como no polares. Una de las
formas en que las proteinas minimizan su energia es mediante el plegamiento en estructuras
de baja energia libre. Estas estructuras generalmente resultan cuando las interacciones de
grupos polares con el agua se maximizan y las interacciones de los grupos no polares con el
agua se minimizan Las proteinas nativas existen en estructuras que representan el estado de
energia libre mas bajo (Anfinsen, 1973). Esto generalmente resulta en la remocion de los
grupos  hidrofébicos del ambiente acuoso. Aunque las asociaciones hidrofébicas
individuales son débiles y su fuerza es muy dependiente de la naturaleza del solvente
(Tanford, 1961), sin embargo, se encuentran presentes en gran niimero en las proteinas. La
presencia de moléculas o condiciones que afectan la fuerza de las asociaciones hidrofobicas
pueden tener un gran efecto en la funcionalidad de las proteinas.

La conformacion de energia libre mas baja es fuertemente dependiente de la composicion
del solvente. Se presentan diferentes conformaciones bajo diferentes condiciones
ambientales. Factores como el pH, la temperatura, la constante dieléctrica, la fuerza ionica
y la presencia de otros componentes incluyendo gases, liquidos y otras proteinas pueden
causar cambios en la conformacidn de la proteina (Mangino, 1984).

Las conformaciones nativas de las proteinas son estructuras dindmicas (Karplus y
McCammon, 1983) Existe una libertad rotacional en muchos de los enlaces dentro de la
molécula proteica, y la ganancia de entropia disminuye la energia libre total de la estructura
nativa. Muchas porciones de la molécula son estabilizadas por interacciones secundarias
relativamente débiles, y se requiere suministrar muy pocas cantidades de energia para que
la molécula adquiera conformaciones ligeramente diferentes. Estos cambios
conformacionales generalmente llevan a estructuras de mayor energia libre que no son
estables por mucho tiempo. Si la diferencia en los cambios de energia libte es pequefia,
podran existir algunas conformaciones similares al mismo tiempo

Una proteina debe ser visualizada como una entidad dindmica que constantemente esta

probando diferentes estructuras dentto de un cierto margen de cambios Estas nuevas
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estructuras generalmente no son muy diferentes de la estructura nativa y casi siempre llevan
a situaciones donde la energia libre del sistema se incrementa. El incremento de la energia
libre provoca que la proteina se repliegue espontineamente a un estado de menor energia
libre. De aqui que la estructura nativa de una proteina no es solamente la estructura que
pueda asumir, sino que es la llave a la menor energia libre Pequefios cambios en el medio
ambiente pueden causar alternancia de estructuras para lograr la menor energia libre,
déndose con esto, cambios conformacionales en la proteina (Mangino, 1984, Creighton,
1997).

Muchas proteinas pueden ser adicionadas para favorecer la formacion e incremento en la
estabilidad de emulsiones. Debido a su carécter anfifilico, las proteinas tratan de orientarse
en la interfase polar-no polar. En comparacién con otros agentes surfactantes como los
fosfolipidos, las proteinas son moléculas méas grandes con fuerzas mas complejas
involucradas en su replegamiento. Como cualquier emulsificante, las proteinas deben
alcanzar la interfase para presentar la funcionalidad En las proteinas nativas, la mayoria de
las cadenas laterales de los residuos no polares estan localizadas en el interior de Ia
moléculas Se ha estimado que ¢l remover una mol de grupos hidrofobicos de la superficie
representa una ganancia promedio de energia de 12 kJ, (Kinsella, 1982) dependiente del
area de superficie que se remueve. Cualquier grupo hidrofébico que permanezca en la
superficie incrementa la energia total del sistetna. De aqui que, en el caso tipico, la
superficie de proteinas solubles estd representada por grupos cargados, los cuales se
mantienen en contacto con el agua La interaccidén favorable del égua con los grupos
cargados disminuye la energia total de la molécula proteica, lo que se observa como una
resistencia de estos grupos cargados de la superficie proteica a ser removidos de la fase
acuosa. Si se trata de insertar a iones hidratados en el medio no polar, estos son repelidos de
la interfase, ya que esta insercion es desfavorable energéticamente Si los grupos cercanos a
la interfase estdn en una regién de la molécula proteica que es flexible, la molécula
empezard a desplegarse exponiendo asi sus grupos hidrofobicos hacia la supetficie La
exposicion limitada de los grupos hidrofébicos al ambiente acuoso es posible y resulta en
un incremento de la energia total del sistema, proceso que resuita desfavorable, por lo que
con el tiempo, las fluctuaciones al azar en la estructura de la proteina provocaran que la

proteina se repliegue y que estos grupos regresen al interior de la molécula. Cuando el
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replegamiento de la proteina sucede en una interfase agua-aceite, los grupos hidrofébicos se
insertan en la fase oleosa. La insercién de las cadenas laterales de los aminodcidos
hidrofébicos en la fase no polar tiene una baja energia de activacion y procede
espontaneamente (Tanford, 1970). Sin embargo, un residuo hidrofébico solo puede entrar a
la fase lipidica si no se encuentran grupos cargados cercanos. Se ha reportado que como
minimo, se¢ requieren de seis a ocho aminoacidos hidrofobicos adyacentes para la insercion
de una region hidrofébica en ambientes no polares (MacRitchie, 1987). La fuerza que
dirige la interaccién proteina-lipido debe ser un incremento en la entropia del sistema Este
incremento en la entropia consta de dos componentes: la entropia conformacional de la
proteina y el cambio en la organizacion del agua cercana a los grupos hidréfobos. Existe un
nimero mayor de formas en las que los grupos hidrofébicos de las proteinas pueden
acomodarse en un ambiente lipidico en comparacién con el namero posible de formas
posibles para adquirir la estructura nativa. Esto lleva a un incremento de la entropia
conformacional de la proteina Las moléculas de solvente en la interfase se arreglan en
estructuras altamente ordenadas La proximidad de la proteina con la insercién de los
grupos hidrofébicos en la fase oleosa, esencialmente, cubre el material no polar y permite ta
liberacion del solvente de la superficie. La liberacién de estas moléculas de agua ¢s la
responsable de un incremento significativo de la entropia del sistema.

Se ha determinado que la energia de activacién para la insercion de un drea hidrofobica en
una fase lipidica es minima La reaccion, sin embargo, no es facilmente reversible. Las
proteinas tienen un cierto nimero de grupos cargados en la superficie y, en determinado
tiempo, otras secciones de la molécula proteica se acercaran a la superficie, y cuando estos
grupos cargados se encuentren en zonas lo suficientemente flexibles para desplegarse, se
insertaran regiones hidrofébicas adicionales en la fase lipidica Esto continda de tal forma
que la proteina se va desnaturalizando o desplegando en la interfase.

La remocion de los grupos hidrofobicos de la fase lipidica los pondria en contacto con el
agua, lo que resultaria en un aumento de la energia total. En la practica, este estado de alta
energia deberia ser facilmente acomodado con un sencillo re-arreglo de la molécula
proteica. Para proteinas unidas en mas de un sitio hidrofébico, la desorcién ocurre muy
lentamente. Con miultiples puntos de unidn, resulta dificil tener un replegamiento y

desorcién rapidos. Si un sitio hidrofébico se separa y se repliega, existen otros que se
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mantienen adsorbidos, y si un segundo sitio se separa es muy probable que el primero haya
vuelto a adsorberse De aqui se tiene que la probabilidad de reversibilidad esta en funcién

del nimero de puntos de adsorcién y de la flexibilidad de la proteina (Mangino, 1997).

3.4.4 Estabilidad de emulsién

El término “estabilidad de emulsion” se refiere a la capacidad de una emulsion para resistir
cambios en sus propiedades a través del tiempo: a mayor estabilidad de la emulsién, menor
serd la velocidad con la que cambien sus propiedades (McClements, 1999). Una emulsién
puede llegar a ser inestable debido a un gran ntimero de procesos fisicoquimicos diferentes.
La inestabilidad fisica resulta de la alteracion en la distribucion espacial o en la
organizacion estructural de las moléculas, mientras que la inestabiliad quimica resulta de la
alteracion en la estructura quimica de las moléculas. Ejemplos de inestabilidad fisica son el
cremado, la floculacién, la coalescencia y la maduracién de Ostwald (Dickinson y Stainsby,
1982; Dickinson y McClements, 1992; Walstra, 1996), mientras que la oxidacién y la
hidrélisis son ejemplos comunes de la inestabilidad quimica (Fennema, 1993) En la

préctica, dos o mas de estos mecanismos operan al mismo tiempo.

3.4.5 Métodos de medicién de las propiedades emulsificantes de las proteinas

Existe una gran variedad de pruebas que han sido aplicadas para indicar el poder
emulsificante de una proteina.

Los pardmetros mas utilizados son los siguientes:

a) Medicion del tamafio de gota: Los tamafios de los globulos que forman la fase
discontinua de la mayoria de las emulsiones tienen didmetros que van de los 0.1 um
hasta 1 mm. Como va se mencioné anteriormente, un menor tamafio del glébulo
repercute en una mayor estabilidad de la emulsién (Hall, 1999).

b) Actividad Emulsificante (AE): Es el 4drea de superficie total de la emulsién
(McClements, 1999)

¢) Indice de Actividad Emulsificante: Es el area de interfase estabilizada por gramo de

proteina (Fennema, 1993).
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d) Capacidad Emulsificante (CE): Es el volumen de aceite que puede ser emulsificado
por cada gramo de proteina, antes de que se produzca la inversidn de fases
(Fennema, 1993).

¢) Estabilidad de Emulsién (EE): Es el porcentaje del volumen inicial de la emulsién
que s€ mantiene tras someter a la emulsién al calentamiento, al reposo por varios
dias o la centrifugacién (Fennema, 1993).

f) Hidrofobicidad Superficial: Es la suma de las hidrofobicidades individuales de los
residuos de los aminoacidos que se encuentran enla superficie de la proteina (Hall,
1999).

Ademas de estos pardmetros, la medicién de la proteina adsorbida en la interfase, la
adsorci6n y retencién de grasa, la viscosidad aparente, entre otros, son de gran utilidad para

comprender mejor el comportamiento de la proteina
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4.- ANTECEDENTES

La aplicacién del gluten de maiz en alimentos estd limitada, por una parte, por su baja
solubilidad en sistemas acuosos, y por otra, por su color amarillo intenso debido a la
presencia de xantofilas y aroma y sabor fuertes generados por la utilizacién del bisulfito de

sodio en el proceso de molienda himeda.

Watson y Yahl (1967) reportaron que el gluten de maiz comercial contenia 12% de
globulinas, 68% de zeinas y 28% de glutelinas mediante fraccionamiento secuencial con

soluciones salinas, 70% de etanol y 0 1N de NaOH.

Dixon y Sternberg (1979), investigaron las propiedades funcionales y nutrimentales del
gluten de maiz obtenido como subproducto de la obtencion de dextrosa. Dicho concentrado
proteico poseia baja solubilidad pero buena capacidad de retencién de agua y aceite,

ademads de buena digestibilidad

En 1984, Neumann y Wall realizaron un estudio de las propiedades fisicas y quimicas de
las proteinas del gluten de maiz para establecer sus posibles usos en alimentos; en el
indicaron que el remojo al cual es sometido el grano de maiz en presencia de SO, provoca
que cerca de la mitad del contenido de cisteina-cistina de la proteina del gluten de maiz se
convierta en S-sulfocisteina y produzca mas sulfhidrilos que estan protegidos de la
oxidacion. Esto aumenta la solubilidad de la proteina del gluten de maiz. Concluyeron

también que el tratamiento térmico mejora la capacidad de formacién de masa.

En 1992, Mannheim y Cheryan utilizaron a una proteasa (alcalasa) para hidrolizar el gluten
de maiz, y encontraron que al incrementar el grado de hidrdlisis se incrementaba el
volumen inicial de espuma pero disminuia su estabilidad Sin embargo, el gluten

hidrolizado presentaba mejores propiedades de absorcion y retencién de agua.
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Wu et al (1994) realizaron una investigacion en la que evaluaron la extraccién del gluten
de maiz con didxido de carbono supercritico y con hexano-etanol, a varias temperaturas,
presiones, reacciones solido-solvente y tamafios de particula. Dicha extraccién redujo

significativamente el sabor agrio/amargo, la caracteristica predominante del gluten de maiz

Debido a que el gluten de maiz posee un elevado contenido de zeinas y que estas proteinas
se consideran como excelentes candidatos para usos alimentarios y no alimentarios por sus
caracteristicas (nicas de hidrofobicidad y capacidad de formacién de laminas y fibras, en
1997 Shaowen et al, probaron distintos métodos de extraccidn de estas prolaminas
evaluando, para cada uno de ellos, tanto rendimiento como pureza de las zeinas extraidas
Concluyeron que el mayor rendimiento y pureza se obtuvo con la extraccion a 60°C con

etanol al 70% en proporcion 1:4 peso/volumen.

Flores (1997) corroboré la baja solubilidad de las proteinas del gluten de maiza pH 7 y la
baja estabilidad de emulsion (59.42%) en emulsiones preparadas al 5% de proteina
Determiné que la desamidacién de las proteinas del gluten de maiz mejora tanto su
solubilidad como sus propiedades emulsificantes Establecié las condiciones Optimas de
desamidacion quimica (HCI 0.12N/6 h/60°C) con las cuales se obtienen los mejores valores
de solubilidad (17 2542.8%), estabilidad de emulsion (3.52£0.1 ml de aceite calecido /100
ml de emulsién) e indice de actividad emulsificante (27.5+05 m?%g) en emulsiones
preparadas al 1% de las proteinas del gluten de maiz (Figura 4 1). Atn cuando la
solubilidad de estas proteinas aumenta con la desamidacién, es baja en comparacion con la
de otras proteinas, sin embargo, la mejora en las propiedades emulsificantes les permite ser
consideradas como aditivos alimentarios en alimentos sélidos, resultados que 1epresentan
una altemativa para dar mas valor agregado a un subproducto de la industria del almidon de

maiz.
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Figura 4.1. Estabilidad de emulsién (barras en azul) e Indice de Actividad
Emulsificante (lineas en magenta) de proteinas de gluten de mafz antes (Gluten
Nativo) y después (Gluten Desamidado) de la modificacién qufmica con HCl
0.12N/6h/60°C. Emulsiones elaboradas al 1% (p/v) de protefna en amoriguador
de fosfatos 0.1M pH 7. Datos obtenidos de Flores (1997).

Recientemente, Wu (2001), analizé las propiedades emulsificantes de diversas muestras
comerciales de gluten de maiz. Determiné que estas propiedades mejoran al disminuir el
tamafio de particula por debajo de 44 um y aumentar el pH por arriba de 6.6. También
determind que si el pH se ajusta con LiOH y KOH a 7.8, Ia estabilidad de emulsion se

incrementa
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5.- HIPOTESIS

“El grupo de proteinas mas abundante en el gluten de maiz sera el
que mayor participacion tendra en la formacién y estabilizacion de

emulsiones aceite en agua”

6.- OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Identificar a las proteinas del gluten de maiz responsables de la estabilizacion de

emulsiones aceite-agua

OBJETIVOS PARTICULARES:

e Caracterizar al gluten de maiz en términos de analisis proximal, solubilidad y

estabilidad de emulsién.

e Determinar el efecto de 1a desamidacion quimica de las proteinas del gluten de maiz

en su solubilidad, estabilidad de emulsién y participacion de proteinas en la misma.

o Identificar y caracterizar a las proteinas participantes en la emulsion en términos de
peso molecular, solubilidad e hidrofobicidad.

¢ Estudiar al grupo mayoritario de proteinas participantes en la emulsién para evaluar
la estabilidad de emulsion en funcion de la carga, ¢l pH v la concentracion de

proteina
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7.- METODOLOGIA

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL GENERAL

rfaracten'zacién del gluten de maiz

(Analisis proximal)

Desamidacién del gluten de maiz

Comparacién del gluten de maiz modificado y no modificado en
térmunos de: - Solubilidad de proteina en funcion del pH

- Estahilidad de emulsion

- Proteinas participantes en la emulsion

Identificacion de las proteinas participantes en la emulsion con
base en su solubilidad en diferentes disolventes y en sus

pesos moleculares

Extraccion del grupo de proteinas mayoritario presente en la
emulsion a partir del gluten de maiz para la comprobacién
de su propiedad emulsificante

31
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7.1 Obtencién vy caracterizacién de la materia prima
La muestra de gluten de maiz se obtuvo por donacién de la compafila Arancia Cormn

Products, S. A. de C. V,, elaborado en su planta de Tlalnepantla, Edo de México.

El producto se almacené a 5°C en recipientes plasticos con cierre hermético, no traslicidos

con capacidad de 10 Kg durante el transcurso del presente estudio.

7.1.1 Homogenizacién de la materia prima

La muestra se triturd en un molino marca Weber Bros & White, Metal Works Inc. La

muestra se paso tres veces consecutivas por el molino.

La harina obtenida de la molienda de la muestra se tamizé por una malla no. 40. Se
cuantificé el rendimiento del tamizado de la muestra antes y después de realizada la
molienda A partir de este momento, los estudios se realizaron con la muestra con tamafio

de particula no mayor a 40 pum.

7.1.2 Andlisis proximal de la muestra

Determinacién de humedad: Se utilizé una termobalanza (OHAUS). Se pesd
1 g de muestra y se sometié a 80°C/40 minutos. El porcentaje de humedad se calculé con
base en la pérdida de peso. La determinacién se hizo por quintuplicado

Contenido de grasa, ceniza y fibra; Se realizaron segiun los Meétodos
Oficiales de Anélisis de la Asociacién de Quimicos Analistas Oficiales AOAC (1995)
nimero 920 39, 923.03 y 962 09 respectivamente en los laboratorios del Instituto Nacional

de Nutriciéon Satvador Zubiran.
Contenido de proteina total: Se utiliz6 el método de microkhjeldahl nimero
977 14 de la AOAC (1995) en un equipo Biichi 426 Digestion Unit de la siguiente forma:

Se pesaron 05 g de muestra (por quintuplicado). Se colocaron los tubos kjeldahl en la
gradilla introduciendo en cada uno de ellos la muestra pesada v envuelta en papel de
celulosa de alta pureza En el caso del blanco se coloco Ginicamente el papel. Se agrego a
cada uno de los tubos (incluyendo al blanco) una pastilla digestora (Mallinkhrot) y 10 mL

de 4cido sulfirico concentrado. Se procedié a la digestién y destilacién de la muestra
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durante aproximadamente 3 h. Se titulé el destilado con HCI 0 1 N y se calcul¢ el contenido

total de proteina mediante las siguientes férmulas:

%N = (mL muestra-mL blanco)(0.1 meq/mi.)(0.014 g/meq) x 100

g de muestra

% Proteina = (%N)(6.25)
Se utilizo el factor para proteinas de maiz

Contenido de Carbohidratos totales; Se utilizé el método de Durbois et al ,
(1956). Se preparé una solucion de la muestra al 10%. Se tomé 1 mL vy se le adicionaron 1
mL de fenol al 3% y 5 mL de 4cido sulfirico concentrado. Se incub6 durante 25 min. a
25°C y se leyo en celdas de vidrio a 490 nm en un espectrofotémetro Perkin Elmer. La
concentracion se interpol6 de una curva patién de glucosa de 0-100 pg/mlL. El andlisis se

realizd por quintuplicado.

Determinacion del pH del gluten de maiz
Se realizoé segun el método # 943.02 de la AOAC. Se pesaron 10 g de muestra y se
homogenizaron con agua destilada pH 7 durante 2 min a 20000 rpm con un homogenizador
ultraturrax (Tekmar Tissumizer SIII-1810). Se llevaron a 100 mL y la suspension se
sometio a agitacion magnética a temperatura ambiente por 30 minutos. Se registrd el pH
con un potenciémetro (Beckman Mod. 34 pH meter). La medicién se realizd por

sextuplicado
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7.2 Desamidacion quimica del gluten de maiz (Flores, 1997)

La desamidacién del gluten de maiz se realizé de acuerdo a las condiciones experimentales
establecidas por Flores (1997). Se prepar6 una suspensién al 5% (g proteina/100 mL) de
gluten de maiz. Se adicionaron 90 ml de HC1 0.12 N a 60°C y se homogenizd la suspension
en un homogenizador ultratutrax (Tekmar Tissumizer T25) a 8000 rpm/1 min Se afor6 a
100 mL la suspension con HC1 0 12 N a 60°C y se colocé el matraz en agitacion a 70°C/6 h
(Incubadora New Brunswick Scientific Modelo R76). El matraz se colocd inmediatamente
en bafio de hielo y se neutralizé el pH con NaOH IN (pH 7.0 -7.5). A la muestra
desamidada se le determind el grado de desamidacion segiin Arntfield y Murray (1981, ver
anexo) La suspension de gluten de maiz desamidado se congeld, liofililizé y almacené en

recipientes plasticos, no translucidos con cierre hermético, a 4°C.

NOTA: Para diferenciar las muestras de gluten desamidado y no desamidado, se llamara
“nativo” al gluten que no ha sufrido desamidacién, con la aclaracién de que no se refiere al

estado de desnaturalizacién de la proteina.

7.3 Solubilidad de las proteinas del gluten de maiz en funcién del pH (Popinean ef al,
1988)

Se prepararon suspensiones de gluten de maiz al 1% (p/v) nativo y desamidado en

volimenes de 50 mL de agua destilada cada una Dichas suspensiones se ajustaron a
valores de pH en un intervalo de 2 a 12 con NaOH 0.1 Ny HC1 0.1 N. Para cada pH se
piepararon dos suspensiones (duplicado) Los matraces se colocaron en una placa agitadora
a 175 rpm/30°C/30 min. Después de este periodo de agitacion se ajustaron los pHs de las
suspensiones y se sometieron nuevamente a dos periodos de agitacion bajo las mismas
condiciones con el correspondiente ajuste del pH. Al terminar el proceso de solubilizacién,
se refrigeraron las muestras a 4°C/12 h. Se separaron los sobrenadantes mediante la
centrifugacion de las suspensiones a 10000 rpm/30 min en centrifuga Beckman J2-MC y se

determiné proteina soluble por la técnica de Lowry-modificada (Peterson, 1977; ver anexo)
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7.4 Perfil electroforético de las proteinas solubles en funcién del pH

Los sobrenadantes obtenidos de la solubilizacién de proteinas en funcién del pH se trataron
de la siguiente forma: para evitar la aparicién de barridos en los geles de electroforesis
debidos a la presencia de una cantidad elevada de almidén, los sobrenadantes se liofilizaron
y se redisolvieron en amortiguador de citiatos 0.1 M pH 4.4, se adicioné o-amilasa
(Enmex) al 0.1% (p/v) disuelta en un coctel de inhibidor de proteasas (Complete®, Roche)
para hidrolizar y solubilizar el almidén Se incubaron a 30°C/6 horas y posteriormente las
muestras se concentraron mediante la precipitacion con TCA al 50% (v/v) y se dializaron
en membranas de dialisis (Spectronic, MWCO 5000) contra agua desionizada durante 24
h/4°C

Las muestras se analizaron en geles de electroforesis bajo condiciones desnaturalizantes al
10% de acrilamida. Se cargaron 500 ug de proteina en cada carril (Laemmli, 1970; ver
anexo) en camara de electroforesis (Hoefer SE600 Serie S Electrophoresis Unit) La tincion

se realizé con azul de Coomasie.

7.5 Determinacion de la Estabilidad de Emulsion (Dagorn et al 1987)

Esta técnica mide la resistencia de una emulsién a la coalescencia ante una fuerza
centrifuga mediante la medicion del volumen de la fase de aceite que se separa en relacion
con ¢l volumen que permanece de la crema. Se prepararon emuisiones con concentraciones
de proteina de 0 5, 1, 5 y 7 % de la suspensién de gluten de maiz nativo y desamidado con
amoriguador de fosfatos 0.1M pH 7 por duplicado Se ajusté el pHa 7 con HCl 01 Ny
NaOH 0.1 N. Los matraces se colocaron en una placa agitadora a 175 rpm/30°C/30 min.
Después de este periodo de agitacion se ajustaron los pHs de las suspensiones y se
sometieron nuevamente a dos periodos de agitacion bajo las mismas condiciones con el
correspondiente ajuste del pH. Al terminar el proceso de solubilizacion, se mezclaron tres
partes de suspension de gluten con una parte de aceite de maiz, adicionandolo con bureta a
velocidad constante. Las emulsiones se realizaron en un homogenizador ultraturrax

(Tekmar Tissumizer T25) a 20000 rpm/2 min Las emulsiones se vaciaron a tubos cénicos
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graduados de 15 ml (Nalgene) y se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min (centrifuga
Sorvall RT 6000 D, Dupont). Dicha medicion se realizé por cuadruplicado para cada

matraz.

La determinacién de la estabilidad de la emulsién se realizd midiendo los siguientes

volumenes (Figura 7.1):

Vs= Volumen de aceite coalescido

Vt= Volumen total

Vipd= Volumen de la fase polar dispersa = volumen parcial/volumen total= 25/(75+25)
=025

% aceite coalescido = (Vs/(VtxVipd))x100

Volumen de
emulsién o cxema

Fase acuosa

Precipitado

Figura 7.1 Medicién de los voltmenes para determinacion de la estabilidad de
emulsion,
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Extraccion de lipidos de las muestras

Para evaluar el efecto de los lipidos en la estabilidad de emulsién de las proteinas se
procedio a extracrlos de la siguiente forma: como solvente de extraccion se utilizd una
mezcla cloroformo:metanol (2:1 v/v) en relacién 1:10 (g proteina de gluten de maiz:mL de
solvente). Se agit6 en vortex durante 10 minutos a alta velocidad y se centrifugd a 12000
1pn/15min/4°C. Se desecho el sobrenadante y se tepitié la extraccion 3 veces mds. La
extraccion de lipidos fue monitoreada mediante pruebas cromatogrificas de capa fina con
placas de gel de silica. Cabe sefialar que se utiliz6 dicha mezcla de solventes debido a que
es la mas adecuada para extraer mono, di y triacilglicéridos, flavonas y flavonoides en

general, compuestos que estan presentes en los granos de maiz (Pomeranz, 1987).

Hidrolisis de almidon

Para evaluar el efecto del polimero en la formacién y estabilizacién de emulsiones, se
utilizo una mezcla de enzimas amiloliticas para hidrolizar el almidén. El procedimiento de
hidrolisis fue el siguiente: Se prepar6 una suspension de gluten de maiz al 30% (p/v) con
amortiguador de citratos 0.1 M y se ajustd el pH a 4 4. Se adicion6 una mezcla de enzimas
amiloliticas (alfa y glucoamilasas, Glucozyme L-400, Enmex) en una relacién de 5 uL por
cada 10 g de muestra. Se adicion6 ademais una mezcla de inhibidores de proteasas
(Complete®, Roche) en relacién 1:100 (v/p) Se incubd con agitacién suave a 60°C/24 h.
Al término de la incubacion se elevo la temperatura a 80°C/5 min, se dejo enfriar, se dializé
contra agua desionizada en membranas de dialisis (Spectra) MWCQ:3500 con agitacion
magnética a 4°C, se congel6 y liofilizé. La hidrdlisis del almidon se monitore6 mediante

pruebas de tincién con lugol.
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7.6 Extraccion de proteinas de la emulsion (Saito ef al., 1993)

Se extrajeron las proteinas de emulsiones hechas, tanto con gluten nativo como con gluten
desamidado, para posteriormente comparar la composicién de proteina (microkjeldahl,
método 977 14 de la ACAC), carbohidratos totales (Fenol Sulfarico, Durbois et al,, 1956),
grasa (método 920 39), humedad (termobalanza) v los perfiles electroforéticos de las
proteinas participantes en cada una de las emulsiones, para lo cual se elaboraron geles
desnaturalizantes al 10% de acrilamida (Laemmli, 1970) y se cortieron a 250 volts, y 60

miliampers durante 6 horas (Hoefer SE600 Serie S Electrophoresis Unit)

El diagrama de extraccion de las proteinas de la emulsion se muestra a continuacion:

Eenulsion {125 ml)

Adicionar 80 mi de amortiguador

Agltion {emmmmmam "4 obos 0.1 M, g 7

Eliminar fase acuosay aceite . AT
iherado por i f==m Centrifugacion 10,000 rpm/4°C/45 min

Repetir los 3 pasos anteriores 3 veces mds

. . Adicionar 1 vol igua de mezela
Emulsion + Precipitado Gummmeem 4o ¢ 1S 100 Glicerol

Calentar a ebullicion Smin/agitacion

Bliminar fase acuosay aceite Centrfugai 15000 o'/ 0
- oo deee Conteifugacion 15,000 rpm/4°C/30 min
iberado por aspiracion : ? Adicionar 20 r de agua

Emulsion + Precipitado fmomm  desionizada
Agitacion

Bliminar fage aonosay aceite
! demmn Centrifiigacion 10,00£1éf‘pm/4°0/45 i

liberado por aspiracion

Repetir los 3 pasos anteriores 3 veces mas
Extraccion de aceite residual

Proteinas participantes en 1a emulsionewead
particlp con eter volumen a volumen

Congelacion y liofilizacion
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7.6.1 Solubilizaciéon de las protefnas participantes en la emulsién en diferentes

disolventes (Shewry ef al., 1983)

De acuerdo a la clasificacidn de las proteinas de Osborne (1914), se realizdé Ia
solubilizacién de las proteinas que se extrajeron de la emulsion hecha con gluten
desamidado, utilizando las condiciones de extraccién repoitadas por Shewry et al ,(1983)
con la variante de que la solubilizacién no fue secuencial, sino que se tomaron muestias y
se disolvieron en los diferentes solventes por separado para conocer cuanta proteina se
disolvia en cada uno de ellos El cuadro 7.1 muestra los solventes empleados pata cada

fracci6én proteica v el diagrama la técnica que se siguid.

Cuadro 7.1 Solventes empleados en la solubilizacién de proteinas

Fraccidn proteica Solvente utilizado
Albiminas Agua desionizada apH 7
Globulinas NaCl 0.5M
Prolaminas Mezcla propanoi-BME-

Ac. Acético*
Glutelinas Amortiguador de boratos 0.05 M
pH 10%*

* 50% propanol, 2% BME, 1% Ac. Acético.

**30% Amortiguador de Boratos 0.05 M pH 10 + 1% de BME + 1% SDS
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Diagrama de solubilizacion de proteinas en diferentes disolventes

1g de muestra de proteina de emulsion liofilizada +
10 mL de so ventegelacmn 1:10 p/v]

Agitacién 2h/30°C/ 120 rpm
Centrifugacion a 80(% rpm/4°C/20 min
Separacion del sobrenadantepara liofilizarlo posteriormente

Repeticidn de la extraccion 2 veces mas colectando los
sobrenadantes para liofilizarlos posteriormente

Resuspension de los liofilizados en agua desionizada y dialisis contra
agua desionizada en membranas de diélisis [Spectronic] MWCO 1000

Liofilizacion de las muestras

Cuantificacion de proteina total [mi%okjeldahl} y ensayo electroforético

7.7 Extraccion de zeinas bajo condiciones desnaturalizantes (Wallace v Lopes, 1990)

Se extrajeron las zeinas del gluten nativo v del gluten desamidado, asi como de las
protefnas extraidas de las emulsiones de cada uno de ellos. El método se basa en la
extraccion de practicamente todas las proteinas de maiz presentes utilizando amortiguador
de boratos pH 10, SDS al 1% y BME como agente reductor. Esta extraccién es seguida de
la adicion de etanol para tenerlo al 70% de volumen total. Este {iltimo paso precipita a las
proteinas no zeinas, mientras que las zeinas permanecen en solucion. Este método da una

clara separacion de las proteinas del maiz. El diagrama de extraccién es el siguiente:
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PALLA DE ORIGEN
Extraccion de zeinas bajo condiciones desnaturalizantes
200 mg de proteina + 2 mL de boratot Na(0 0125 M pH 10 con 1%SDS y 2% de BME

Incubar con agitacion a TA/60 min

Centrifugar TA/ 12000 rpm/20 min

) Adicionar etanol hasta
Separar el sobrenadante (proteinas una concentracion
final de 70% {v/v)

Incubar TA/2 h con agitacion ocasional

Centrifugar TA/ 12000 rpm/20 min

Separar sobrenadante
(Zeinas)

Dializar contra agua desionizada en ) Lavar con etanol al 70% 3
membrana MWCO 1000 {Spectronic "é No zemasn% veces, congelar v liofilizar

a4°C/24 h, congelar y liofilizar
Practicar ensayo electroforético Practicar ensayo electroforético

7.8 Extraccion de zeinas bajo condiciones nativas (Dickey v Dallnier , 1998)

Con esta extraccion se evita utilizar agentes desnaturalizantes y reductores, con la
desventaja de que la manipulacion de las zeinas extraidas resulta dificil por la insolubilidad
y agregacién que presentan en agua. Se extrajeron las zeinas de las muestras de gluten
nativo v desamidado, asi como de las proteinas extraidas de las emulsiones realizadas con
cada uno de ellos La extraccién se realizé de la siguiente manera: se mezcl6 cada muestra
con etanol al 70% en relacién 1:4 (g proteina:vol de solvente) y se sometid a incubacién
(incubadora New Brunswick Scientific Modelo R76) a 60°C/150 rpm/2h Posteriormente se
centrifugd a 4°C/90 min/5000 rpm (Microcentrifuga Eppendorf), se separ6 el sobrenadante,

fase en la que se encontraban las proteinas Se realizaron 3 extiacciones mas al precipitado,
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se juntaron los sobrenadantes de cada muestra y se concentraron en rotavapor, para

posteriormente cuantificar proteina y realizar ensayo electroforético (Laemmli, 1970).

7.9 Evaluacién de la estabilidad de emulsion de las zeinas.

Se evalud mediante la técnica de Dagorn ef a/. (1987) de la siguiente forma:

7.9.1 Efecto del SDS

Se prepararon emulsiones con las zeinas extraidas en bajo condiciones nativas, tanto del
gluten nativo como del desamidado; para ello, se solubilizaron con SDS al 10% y se
liofilizaron Dicho liofilizado se utilizé para preparar soluciones al 0.1% de proteina (p/v)
en amortiguador de fosfatos 0 1 M pH7 vy se evalué la actividad emulsificante, tanto de las
muestras nativas como de las solubilizadas en SDS. Se corrié un control libre de zeinas,
que consistié en una solucidn al 0.1% de SDS (p/v) para verificar si el efecto emulsificante

era debido a la accién de este detergente
7.9.2 Efecto del pH

Se prepararon emulsiones al 1% de proteina (p/v) con pHs 4,6,7,8,9,10,11,12 (por
duplicado) con las zeinas que se extrajeron bajo condiciones nativas del gluten nativo. Las
soluciones amortiguadoras que se utilizaron fueron: amortiguador de citratos 0.1 M para los
pHs 4 y 6, amortiguador de fosfatos 0.1M para el pH 7, amortiguador de Tris 0.1 M para
los pHs 8 y 9, y finalmente, para los pHs 10-12 se utilizd un amortiguador de Glicina-
NaOH 0.1 M.

7.9.3 Efecto de Ia concentracién de proteina

Se prepararon emulsiones al 005, 01, 05, 0.7 y 1.0 % de proteina (p/v) a pH 10 con
amortiguador de Glicina-NaOH 0 IM (por duplicado) con las zeinas que se extrajeron bajo

condiciones nativas del gluten de maiz nativo
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8.- ANALISIS DE RESULTADOS

8.1 Caracterizacién del gluten de maiz

8.1.1 Homogenizacioén de la materia prima
De acuerdo con Wu (2001), las propiedades emulsificantes del gluten de maiz mejoran si el

tamafio de particula es menor o igual a 44 pm, por lo que se realizé el proceso de molienda.
Antes del mismo, solo ¢l 48 95 £ 0.13 % de la muestra presentaba un tamafio de particula
menor a 40 um (Figura 8.1). El resultado de este procedimiento, fue que ¢l tamaifio de

particula del 97.78 £ 0.19 % de la muestra fue menor o igual a 40 um (i. e, pas6 a través

del tamiz maila 40 ).
=3 2§ b}
p= al
$g 20~ () §% 20
ac w D
3515 2515
§3 55
B J T2 4p -
eﬁ 10 5§ 10
o ] )
g8 s gg *®
§§ 40 50 60 &0 100 ﬁﬁ
No. de Malla . Malla No. 40

Figura 8.1 Granulometria del gluten de maiz a) antes de la molienda y b) después
de la molienda.

8.1.2 Compeosicién proximal del gluten de maiz

En el cuadro 8.1 se muestra la composicién proximal del gluten de maiz El principal
componente es la proteina, cuyo porcentaje se encuentra ligeramente por debajo del
reportado por Neumann, (1984); Watson, (1987), Mannheim y Cheryan, (1992) y Wy,

(2001) que varia entre 60 y 73%, sin embargo, concuerda con el reportado por Flores

(1997).
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Los carbohidratos constituyen la cuarta parte de la muestra, a pesar de que la misma
proviene precisamente del proceso de extraccion de almidén del maiz. El alto contenido de
aziicares puede deberse a un remojo insuficiente del maiz con bisulfito de sodio y 4cido
lactico para liberar al almid6n atrapado al romperse los granulos de almidon durante el
proceso de molienda. Si bien es cierto que muchos de los. puentes disulfuro de la matriz
proteica se rompen, este tratamiento no es suficiente para séparar por completo las
moléculas proteicas del polisacarido. Para liberar el remanente de almidén en la fraccion
proteica existen reportes (Guerrieri ef a/, 1997; Shih y Daigle, 1997) de utilizacién de
enzimas amiloliticas como la a-amilasa, la glucoamilasa y la glucosidasa para aumentar el
rendimiento en la extraccion de almidén y proteina, ya que el contenido del polimero en la

fraccién proteica resulta considerable.

Cuadro 8.1. Composicién proximal del gluten de maiz

% (g /100 g gluten de maiz)

Proteina 58 2310 12
Carbohidratos 24872 1
Humedad 820+02
Fibra 0.9*
Grasa 61*
Cenizas 1.7*

*Analisis realizados por personal del Instituto
Nacional de Nutricién Salvador Zubiran.

Los resultados presentados son el resultado del
analisis por quintuplicado de las muestras.

El contenido de humedad confirmé lo especificado por el proveedor (Arancia Corn
Products) en su certificado de anlisis, el cual indica que la humedad no era mayor a 8 3%,
por lo que se puede afirmar que tanto el almacenamiento como la manipulacién que se

hicieron del producto fueron adecuados. La humedad y pH acido (3 9 £ 0 01) constituyeron
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condiciones adecuadas para conservar los atributos de la muestra sin alteracién alguna
(Neumann, 1984). Cabe sefialar que la determinacion del pH del gluten de maiz resulta
importante ya que este parametro afecta los procesos de modificacién de proteinas El pH
acido es debido a que la molienda hiimeda se realiza en condiciones 4cidas.

En el cuadro 8.2 se presentan los datos de fibra, grasa y cenizas reportados por diversos
autores Tanto la fibra como las cenizas se encuentran dentro de los intervalos normales, sin
embargo, el porcentaje de grasa es elevado. El alto contenido de grasa de la muestra pudo
deberse a diferencias en el proceso de extraccion de grasa en la molienda htimeda, ya que
factores como la presién necesaria para lograr la extraccidn del aceite, los solventes
utilizados como ¢l hexano ¢ incluso la maquinaria, son determinantes en la eficiencia de

dicha extraccion (Pomeranz, 1987)

Cuadro 8.2 Contenido de fibra, grasa v cenizas de gluten de maizzb<{g/100

g de gluten )

Fibra Grasa Cenizas
@ 2-54° 1324
223° 18° 1.42°
Hk 6.7° 1.3°
a Wu, 2001

b Flores, 1997

¢ Neumann, 1984

* No determinado

** Por debajo del rango de deteccidn
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8.2.- Desamidacién del gluten de maiz.
El grado de amidacion o nitrégeno amidico es una medida de los residuos de asparagina y

glutamina de una proteina Se ha demostrado que el grado de amidacién de las proteinas
tiene un efecto marcado sobre la solubilidad y las propiedades funcionales de las proteinas
(Pearce y Kinsella, 1978).

El gluten de maiz nativo present6 24 98 * 0.04 grados de amidacion (gNitroégeno amidico /
100g proteina) que es elevado en comparacion con el contenido de otras proteinas como las
del frijol (1.52 grados de amidacion), las del haba (1.29 grados de amidacion) o la albiimina
sérica bovina (0 80 grados de amidacion) (Paredes y Guevara, 1988), v esto es debido al
elevado contenido de glutamina (20.82 gGin/100g proteina) y de Asn (581 gAsn/100 g
proteina) (Cuadro 3). El grado de amidacién que se obtuvo después del proceso de
desamidacion fue de 2048 + 0.06 (gN amidico / 100g proteina), esto quiere decir que
desaparecieron 4.5 gN amidico / 100 g proteina, lo que correspondié a un grado de
desamidacion (°GD) de 18 + 0.9, valor que indica el porcentaje de nitrégeno amidico que

fue removido por el tratamiento con HCl

Los valores obtenidos mostraron que la mayor parte del nitrégeno amidico no se modifico
De acuerdo con Flores (1997), mayores °GD de las proteinas del gluten de maiz fraen como
consecuencia porcentajes de hididlisis proteica mayores al 4.5% con generacién de sabores

amairgos e incrementos poco significativos en las propiedades emulsificantes

8.3 Solubilidad de las proteinas del gluten nativo y del gluten desamidado en funcién

del pH.
El gluten de maiz es muy poco soluble en agua (Figura 82), lo cual es debido

principalmente al elevado contenido de aminoécidos hidrofébicos, quienes constituyen el
56 34% (cuadro 8 3). La mayor solubilidad se presenta en pHs alcalinos, mientras que a
pHs é4cidos es muy baja. El bajo contenido de amino4cidos basicos (4. 79%) impide que la
solubilidad en los pHs menores a 4-5 sea mayor. A partir de estos pHs la solubilidad
empieza a incrementarse, ya que tanto la Hys, Lys v la Arg como el Glu y el Asp se

- encuentran cargados (protonados los primeros v desprotonados los segundos) lo cual les
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permite interaccionar con el agua mediante interacciones electrostticas y puentes de
hidrégeno que llevan finalmente a la solubilizacién de las proteinas La alta solubilidad a
pHs alcalinos se debe a la presencia de un alto porcentaje de aminoacidos polares con carga
negativa, principalmente de Ser y Thr (4.77 vy 3.43%) y de los aminoacidos acidos Glu y
Asp (5 81 y 20.82%). La desprotonacion de la Arg y la Hys (que sucede a los pHs de 125y
6 respectivamente) no afecta visiblemente a la solubilidad, lo que implica que estos

aminoacidos no juegan un papel significativo en la solubilizacion de las proteinas

El perfil de solubilidad en funcion del pH de las proteinas del gluten de maiz coincide con
el reportado por Flores (1997) para muestras de gluten de maiz nativo y desamidado y, en
general, es muy similar al reportado para las zeinas, componentes mayoritarios del gluten
de maiz, cuyos puntos isoeléctricos se encuentran entre 4 y 7 y cuya solubilidad aumenta a
pHs mayores de 10 (Casella y Whitaker, 1990; Fu e al. 1999)

La desamidacion facilita la solubilidad en agua debido al reemplazo de los grupos amida de
la Gin y la Asn, que son poco polares, por los grupos acidos del Glu y el Asp que son muy
polares Dicha modificacién quimica duplic6, en promedio, la solubilidad de las proteinas
del gluten de maiz Esta conversién de grupos amida en 4cidos es también la responsable

del incremento ¢n la habilidad de unir agua

Los amino4cidos susceptibles a la desamidacion constituyen una gran parte del total de
aminodcidos y, como consecuencia de ello, la desamidacion resulta una modificacidén
adecuada para aumentar la carga negativa total de las proteinas y con esto aumentar su
solubilidad, y como se puede ver en la grafica, efectivamente dicha modificacién duplicd

en promedio la solubilidad de las proteinas del gluten de maiz.
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Figura 8.2, Solubilidad de las protefnas del gluten de mafz nativo y desamidado
en funcién del pH. Suspensiones elaboradas al 1% de proteina. Determinacién de

la proteina soluble por el método de Lowry-SDS.
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Cuadro 8.3. Composicién de aminoécidos del grano, endospermo y gluten

de maiz 2bc (g aa /100 g proteina)

Aa Granode maiz Endospermo Gluten

Gly 423 320 336
Ala 8 62 8.10 - 836
Val 555 470 3.29
Leu 14.33 14 30 17 68
Te 420 3.80 265
Pro 10 23 9.70 10.70
Phe 559 530 6.62
Trp 081 - 152
Met 2.19 2.80 2.06
Ser 570 520 477
Thr 412 3.50 343
Tyr 437 5.30 -
Cys 1.77 1.80 029
Asp 718 620 581
Glu 2167 21.30 20 82
Lys 3.06 2.00 e
Arg 4.79 3.8 3.00
His 311 280 179
a FAQ, 1970

b Mertz et al. 1996

¢ Laboratorio de anélisis de aminoacidos del IBBM.
Andlisis realizado por HPLC de las derivatizaciones
con OPA, 1997,
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8.4 Perfil electroforético de las proteinas solubles del gluten de maiz

nativo v del desamidado en funcién del pH

Se cargaron 500 ug de proteina en cada carril (c4mara de electroforesis Hoefer SE600 Serie

S). En el cuadro 8 4 se pueden observar las concentraciones iniciales de proteina soluble,
soluciones que fueron llevadas a una concentracion final de 5000 ug/ml. En general, para
los pHs acidos se requirié concentrar un mayor nimero de veces debido a que la

concentracion de proteina era muy baja

Cuadro 8.4 Concentracidén inicial de las muestras de proteina soluble en
funcién del pH que fueron utilizadas para determinacion del perfil

electroforético.

pH [Proteina Inicial] (pg/mL)

Gluten Nativo Gluten Desamidado

2 650 1100
3 600 1050
4 550 950
5 550 1150
6 600 1150
7 700 1800
8 800 2200
9 1100 2250
10 1200 2350
11 2300 2800
12 7800 4350

Se esperaba que las albiminas remanentes del proceso de extraccion del almidén del maiz
se solubilizaran durante la extraccién con agua a diferentes pHs, sin embargo, ninguno de
los pesos de las bandas que se obtuvieron en los perfiles electroforéticos del gluten de maiz

corresponde a alguno de los reportados para albuminas de maiz (Figuras 8 3 y 8.4), lo cual
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coincide con el hecho de que el gluten de maiz estd practicamente exento de albiiminas
(Wu, 2001).

Los pesos de las proteinas que se solubilizaron a los diferentes pHs coincidieron con los
reportados para las siguientes proteinas: o-zeinas de 19 y 22 kDa, que a su vez forman
agregados de 66, 100-110 y 230 kDa (Watson, 1987, Fu ez &l. 1999), B-zeinas de 16 kDa, v-
zeinas de 14 kDa y 8-zeinas de 10 kDa (Landry y Delhaye,. 2001; Fu, 1999), glutelinas de
31 kDa (Landry y Moureaux, 1981; Romagnolo ef al. 1994) y globulinas de 24 y 28 kDa
(Dierks-Ventling, 1981; Romagnolo et a/ 1994).

Las zeinas poseen un alto grado de hidrofobicidad, por lo que son practicamente insolubles
en agua. De acuerdo a su solubilidad y reductividad, se pueden dividir en cuatio clases: a,
B, Yy O zeinas. Las mas hidrofobicas y abundantes son las ¢t-zeinas, las restantes tienen un
mayor porcentaje de aminoécidos polares, lo que aumenta ligeramente su solubilidad en
agua (Fu, 1999) En los perfiles de solubilidad obtenidos tanto para el gluten de maiz nativo
como para el del desamidado, se observan bandas con pesos que coinciden con los de las
diversas zeinas, pero dichas bandas son muy tenues a pesar del hecho de que las muestras
se concentraron un gran namero de veces, lo que indica su baja concentraciéon en solucién.
Para ambas muestras de gluten, las bandas mas intensas de este grupo de proteinas son las
correspondientes a los agregados de 66,110 y 230 kDa. Esta es una asociacion caracteristica
de las unidades monoméricas mediante interacciones hidrofobicas, que lleva a la formacion
de estructuras proteicas con nicleos hidrofébicos v superficies cargadas que interactian
con el agua y permiten su solubilizacién, lo que las hace més estables al disminuir el drea
de superficie hidrofobica que se encuentra expuesta al agua Cabe mencionar que los
agregados de zeinas se forman ficilmente en ambientes acuosos y son muy estables, por lo
que se requieren condiciones drasticas de desnaturalizacion para romperlos (5-8 M de Urea,
detergentes en altas concentraciones, agentes reductores etc; Shukla er al. 2000) Las
bandas de los agregados de 230 kDa son mds intensas en los pHs de 2 a 7 en ambas
muestras (nativa y desamidada); aunado esto al hecho de que la cantidad de agregados
solubles es aproximadamente la misma en las dos muestras de gluten, se puede decir que la
desamidacion no afectd la solubilidad de los mismos, ya que posiblemente los aminodcidos
que quedan expuestos hacia el solvente son basicos (Hys, Lys y Arg) y/o polares sin carga.

A diferencia de estos agregados, los de 104 kDa aparecen en muy bajas concentraciones en
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las soluciones de gluten nativo, principalmente en los pHs 7-9, y en bandas intensas y
definidas en las soluciones de gluten desamidado desde los pHs 3-7, esto es, la
desamidacién incrementd su solubilidad, debido a un alto contenido de Gln y Asn ¢n su
superficie.

Los agtegados de 66 kDa, al igual que los de 230 kDa, estan solubles en ambas muestras,
sin embargo, a diferencia de los segundos, los agregados de 66 kDa estan presentes en todo
el rango de pH, lo que indica un alto contenido de aminoacidos polares, con y sin carga en
la superficie. En la superficie se encuentran pocas Gln y Asn, ya que la solubilidad del
agregado no se incrementa con la desamidacién Este arreglo conformacional de las
proteinas parecerfa ser el més estable de los tres que se presentan como agregados, ya que
su solubilidad no se veria afectada por cambios didsticos de pH.

En cuanto a las unidades monoméricas de zeinas, las de 19 kDa se observan en los pHs
acidos y basicos mientras que las de 22 kDa s6lo se encuentran solubles en los pHs basicos
y en muy bajas concentraciones, lo que es congruente con el hecho de que son muy
hidrofébicas Se observa un incremento de la solubilidad de estas proteinas después de la
desamidacion, lo que se debe a que estas proteinas son ricas en Gln y Asn que, al
convertirse en Glu y Asp aumentan la carga negativa de la proteina, asf como el niimero de
interacciones con el agua, favoreciendo asi la solubilizacién. Las bandas de 19 kDa
aparecen en los pHs dcidos debido a que estas proteinas poseen un mayor contenido de
aminodcidos basicos que las de 22 kDa, lo cual les permite estar cargadas en los pHs
4cidos. Lasy v 8 de 16, .14 y 10 kDa presentan bandas muy tenues en practicamente todo el
rango de pH. La desamidacion increment6 la solubilidad de ambas proteinas debido a su
alto contenido de GIn.(16.9 y 13.4% respectivamente)

De acuerdo a los patrones reportados para globulinas, las bandas de 24 y 28 kDa
cortesponden a esta fraccion (Landry y Moureaux, 1981; Dierks-Ventling, 1981,
Romagnolo et al., 1994) aunado a la posibilidad de que se hayan extraido debido a la
utilizacion de agua destilada en presencia de sales Ambas proteinas presentan el mismo
comportamiento. Presentan mayor solubilidad en los pHs acidos que en los bésicos, debido
a su alto contenido de Asp y Glu (8-15%; Wilson, 1983), lo que explica la mejora en
solubilidad después de la desamidaciéon Su alto contenido de Lys (5.5%; Wilson, 1983))

les permite mantenerse solubles en pHs por arriba de 7.
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Se observa una banda muy tenue, casi imperceptible, de 31 kDa en los pHs 3 y 4 del gluten
nativo, correspondiente a una glutelina (Romagnolo et al, 1994). A pesar de que las
glutelinas conforman la segunda fraccidn mas abundante del gluten de maiz, no aparecen de
forma significativa en estos perfiles de solubilidad debido a que son altamente insolubles,
pues forman una gran cantidad de puentes disulfuro intercatenarios e intracatenarios
(Landry y Moureaux, 1981), y para ser extraidos requieren de la utilizacién de agentes
reductores e incluso alquilantes (Wall y Paulis, 1978). La banda de 31 kDa corresponde a
las glutelinas G1, que son las mas abundantes. Tras la desamidacidn, esta proteina se
insolubiliza, posiblemente debido a una desestabilizacién de la estructura causada por el
aumento de 1a carga total de la proteina. De todo lo anterior se puede decir que en general,
la solubilidad de las proteinas del gluten de maiz es muy baja. La desamidacion mejora la
solubilidad de las proteinas que previamente estaban solubles (esto es, aumenta su
concentracion en solucién), mas no solubiliza las que se encontraban insolubles antes de la
desamidacién, es decir, no aparecen proteinas distintas a las que se encontraban en
solucién En los pHs écidos se encuentran solubles principalmente las globulinas, mientras

que en los pHs alcalinos predominan las zeinas en solucion.
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Figura 8.3. Petfil electroforético de las proteinas del gluten de mafz nativo solubles
en funcién del pH. SDS-PAGE al 10% tefiido con azul de Coomasie. La banda de
50kDa corresponde a la o-amilasa utilizada para la hidrélisis del almidon. En los
extremos de cada uno de los geles se encuentran los marcadores de peso molecular
(Bio-Rad).

Figura 8.4. Perfil electroforético de las proteinas del gluten de mafz desamidado
solubles en funci6n del pH. SDS-PAGE al 10% tefiido con azul de Coomasie. El
carril marcado con el ntimero trece corresponde a la a-amilasa de 50 kDa utilizada
en la hidroélisis del almidon
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8.5 Evaluacién de la Estabilidad de emulsion del gluten de mafz nativo v desamidado:
Los resultados obtenidos del analisis proximal de la materia prima mostraron que los tres

componentes principales del gluten de maiz (ademdas del agua) son la proteina, los
carbohidratos (almidon) y los lipidos. En el caso de los carbohidratos, lo cuales constituyen
casi la cuarta parte de la muestra, fue importante conocer su efecto sobre la estabilidad de
emulsion del gluten de maiz, para determinar si ésta era debida tinicamente a la interaccion
proteina-proteina, o bien, a otras interacciones como lo son las proteina-polisacarido
(carbohidrato). Ademas de estas interacciones, el almidon es un polimero que tiene la
capacidad de gelatinizarse, lo que aumenta la viscosidad del medio v, de acuerdo a la ley de
Stockes, se retardara la separacion de las fases en una emulsion (Dickinson y McClements,
1995) Por esta razon, ¢l almidén es utilizado como agente estabilizante en emulsiones
alimenticias.

La grasa por su parte, al ser no polar, se unira a las regiones hidrofobicas de la proteina.
Debido a que no se sabia si dicha interaccion presente antes de la emulsificacion interferiria
en la estabilidad de emulsién de la proteina, se decidi6 evaluar su efecto.

Un aspecto que también se tomo en cuenta fue el efecto de la secuencia de procedimientos
a realizar al gluten de maiz, por lo que se decidié probar la desamidacion antes y después
de hidrolizar el almiddn y saber si la presencia del polimero interferia con la reaccion. De
acuerdo a esto se realizo la prueba de estabilidad de emulsion (Dagorn et al. 1987) 2 las
muestras que fueron procesadas de acuerdo a las siguientes secuencias de procedimientos:
1.- Gluten Nativo sin ningin procedimiento posterior (N G+A+)

2 - Gluten Nativo, extraccidn de aceite, sin hidrolisis del almidon (N G- A+)

3.- Gluten Nativo, extraccion de aceite, hidrélisis del almidén (N G- A-)

4 - Desamidacidn sin extraccion de aceite ni hidrélisis del almidon (D G+ A+)

5 - Desamidacion, extraccion de grasa, sin hidrdlisis del almidon (D G- A+)

6.- Desamidacion, extraccion de grasa, hidrélisis del almidén (D G- A-)

7.- Extraccion de grasa, hidrolisis del almidén, desamidaciéon (G- A- D)

Se recomienda que un emulsificante sea adicionado en concentraciones menores al 10%
(Egan et al. 1993). El mejor emulsificante es el que estabiliza emulsiones con la menor

cantidad del mismo. De acuerdo a esto, el gluten de maiz puede considerarse como
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emulsificante porque a una concentracion de proteina del 7% (p/v) no se registro separacion
para la muestra nativa ni para la desamidada.

Para la muestra nativa, con el 5% (p/v) de proteina se logré emulsificar mas del 90% del
mismo y para la desamidada no se registré separacion de aceite (Figura 8 5). La presencia
de la grasa y el almidén no interfiere en la estabilidad de emulsioén, por lo que se puede
afirmar que la misma se debe principalmente a las interacciones proteina-proteina, que
provocan los cambios estructurales necesarios para interactuar de manera adecuada con la
fase oleosa en la interfase.

La desamidacién mejoré notablemente la estabilidad de la emulsion de las proteinas del
gluten de maiz, ya que se logrd estabilizar a mds del 90% de las emulsiones con solamente
el 1% (p/v) de proteina

Todas las muestras desamidadas presentaron grados de desamidacion de 18, lo que indicé
que los tratamientos realizados a las mismas no afectaron el proceso de desamidacion. La
muestra desamidada a la cual no se le extrajo la grasa ni se le hidrolizo el almidon fue la
que presenté mejor estabilidad de emulsion Lo mismo sucedié con la muestra de gluten
nativo, sin embargo, como se puede ver en las tres muestras desamidadas restantes, el
extraer la grasa y el almidén afecta un poco a dicha propiedad, lo que sugiere que el
someter a la proteina del gluten de maiz a procesos de calentamiento, al contacto con
solventes, etc., provoca cambios en las proteinas, que pueden ir desde cambios en la carga
superficial de las proteinas hasta agregacion y precipitacién con formas multiméricas poco
flexibles (Shukla et al. 2000), lo que trae como consecuencia que el balance superficial de
cargas cambie y con ello sus propiedades emulsificantes

De todo lo anterior se puede concluir que la estabilidad de emulsion del gluten de maiz se
debe principalmente a las interacciones proteina-proteina, y que ésta mejora al someter
dichas proteinas al proceso de desamidacién debido a que aumenta la carga total de las
proteinas y se dan interacciones como las electrostaticas y los puentes de hidrégeno con el
agua que llevan a la formacion de estructuras proteicas anfifilicas capaces de actuar en la

interfase aceite-agua
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Figura 8.5. Estabilidad de emulsién de las muestras de gluten de maiz nativo y
desamidado. N=Gluten de Maiz Nativo, D= Gluten de Mafz Desamidado, G+=

fml de aceite separado/100 mlde emulsién)

Extracci6bn de grasa, G-= Grasa no extraida, A+= Hidrolisis del almid6n, A-=
Almidon no hidrolizado. La secuencia de procedimientos se muestra en orden

descendente. La emulsificacion se realiz6 en amortiguador de fosfatos 01 M pH?7.
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8.6 Extraccién de las proteinas participantes en la emulsién:

La extraccion de las proteinas participante en las emulsiones elaboradas con gluten de maiz
nativo y desamidado tuvo como finalidades principales: |
- Identificar, de todo el conjunto de proteinas componentes del gluten de maiz,
quienes son las principales participantes en emulsiones para posteriormente estudiar
sus caracteristicas y comprender su participacion en las mismas
- Saber si la desamidacién provoca la participaciéon de proteinas distintas en la
emulsién para con esto entender mejor la diferencia en poder emulsificante entre las
dos muestras de gluten de maiz.
Se extrajeron las proteinas a partir de las emulsiones hechas con las muestras de gluten
nativo y desamidado a las cuales no se les extrajo el aceite ni el almidén debido a que
fueron las muestras que mejor estabilidad de emulsion presentaron. Se realizéd la

cuantificacion de proteina total, carbohidratos, grasa y humedad (cuadro 8.5).

Cuadro 8.5 Composicion de los liofilizados obtenidos de la extraccion de
proteinas de la emulsién.
% p/p (g/ 100 g liofilizado)

Gluten Nativo Gluten Desamidado

Proteina Total (Método 977.09 AOAC) 439402 4427101
Carbohidratos totales (Durbeis e al. 1956) 51£01 454+02
Humedad (Termobalanza) 257+01 255%£0.1

Grasa (Método 920.39 AQAC) 14005 13+£0.07

*Los valores presentados son el resultado del analisis por quintuplicado de las muestras.

El perfil electroforético (Figura 8 6) no mostrd diferencia en los patrones de las proteinas
que se extrajeron de las dos emulsiones, lo que muestra que las proteinas participantes en
las emulsiones elaboradas con el gluten nativo y el desamidado son las mismas. Esto
sugiere que la diferencia en el poder emulsificante de las proteinas del gluten de maiz
nativo y desamidado no radica en la participacién de proteinas distintas, sino en diferencias

entre¢ las proteinas en ambas condiciones Las responsables mas probables son las
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diferencias de carga, debido a que no cambia el peso molecular pero si su comportamiento
en la interfase de la emulsién

La emulsificacién es el resultado de la interaccion de muchas proteinas, cada una de ellas
con mayor o0 menor participacion. La intensidad de las bandas se puede 1elacionar con Ia
concentracién en la que se encuentran en la emulsion Existe la probabilidad de que la
intensidad pueda correlacionarse con su grado de participacion Las bandas més intensas
son las de 19 y 22 kDa, seguidas de las de 28,36 y 10 kDa Para las dos primeras, los pesos
corresponden a los de las a-zeinas, la banda de 28 kDa puede corresponder a una globulina
o a la y-zeina de 27 kDa, pero no se pudo definir en este gel debido a que la banda no se
definié adecuadamente; la banda de 36 kDa corresponde al peso reportado para una
globulina (Dierks-Ventling, 1981) y la banda de 10 kDa puede corresponder al grupo de
glutelinas de 9-11 kDa, a la 8-zeina de 10 kDa, o bien, a productos de hidrolisis de
proteinas.

No se obtuvieron bandas que comrespondieran a pesos reportados para albiminas.
Generalmente las proteinas solubles en agua poseen propiedades funcionales superiores
para su aplicacion en alimentos, sin embargo, existen reportes que muestran que las
propiedades emulsificantes y la solubilidad no se relacionan tan directamente (Chove et al.
2001; Aoki et al. 1980; McWatters y Holmes, 1979). En este caso, tanto las zeinas como
las globulinas y las glutelinas son proteinas insolubles en agua a pH 7 y sin embatgo, los

perfiles electroforéticos sugirieron que son las que participan en la emulsién
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Figura 8.6. Perfil electroforético de las proteinas extraidas de la emulsién. SDS-
PAGE al 10%, tefiido con azul de Coomasie. GN= Proteinas extraidas de la
emulsién elaborada con gluten nativo; GD= Proteinas extraidas de la emulsién
elaborada con gluten desamidado. 500 ug de protefna/carril En los carriles de los

extremos se localizan los marcadores de peso molecular (Bio-Rad).

8.6.1 Solubilizacién en diferentes disolventes de las proteinas‘ participantes en la
emulsién (Shewry ef al., 1983)

Debido a que se determiné que las proteinas participantes en las emulsiones elaboradas con
gluten nativo y gluten desamidado fueron las mismas, a continuacién se trabajo con las
proteinas extraidas de la emulsién del gluten desamidado debido a que se contaba con
mayor cantidad de las mismas Para identificar el grupo de pertenencia, la muestra de
proteinas se solubtlizo en los diferentes disolventes utilizados para caracterizar proteinas de
acuerdo a su solubilidad (Shewry et ol 1983) Como se puede observar en el cuadro 8.6, en
todas las condiciones de extraccion se obtuvo mas del 85% de solubilizaciéon Esto, aunado
al hecho de que no hay diferencias en el perfil electroforético (Figura 8.6) sugiere que la

presencia del SDS remanente del proceso de extraccion de las proteinas de la emulsion,
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permitid que practicamente todas se solubilizaran al encontrarse unido a ellas y favorecer

las interacciones electrostaticas con los distintos disolventes como la formacién de puentes

de hidrégeno (Poon et al. 2001a; Sze-Tao, 2001).

Cuadro 8.6. Porcentaje de solubilizacién de las proteinas extraidas de la

emulsién en las 4 condiciones de extracciéon.*

Condiciones de extraccién para: % Solubilizacién (g de proteina soluble/100 g

proteina de emulsién seca)

Albuminas 997115
Globulinas 89.16+3 2
Prolaminas 86.42+3 5
Glutelinas 100£5.4

*Los valores presentados son el resultado del anélisis por triplicado.
**Los solventes utilizados fueron agua desionizada pH 7, NaCl 0.5M, Propanol 50%-BME

2%-Ac.Acético 1% y amortiguador de boratos 0.05SM pH 10 respectivamente.
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Figura 8.7. Perfil electroforético de las fracciones solubilizadas en diferentes
disolventes a partir de las protefnas participantes en la emulsién elaborada con
gluten desamidado. SDS-PAGE al 20% con 5M de urea tefiido con azul de
Comassie. 1.~ Proteinas totales participantes en la emulsion; 2 - Solubilizacién bajo
condiciones de Albdminas; 3 - Solubilizacién bajo condiciones de Globulinas; 4.-
Solubilizacion bajo condiciones de Prolaminas; 5.- Solubilizacién bajo condiciones
de Glutelinas. 500 pg de proteina/carril En los carriles de los extremos se localizan
los marcadores de peso molecular (Bio-Rad).

Esta caracterizaciéon no sirvid para ubicar en un grupo determinado a las proteinas
participantes en la emulsion, sin embargo, permitié obtener un patrén de bandas mas
definido. La muestra de proteinas de emulsién sin adicién de ningin solvente continud
poco definida, con mucho barrido. La solubilizacién en agua tampoco mejoré la definicion,
pero si se logré una mejor definicién con la utilizacién de sales, desnaturalizantes y agentes
reductores Se definieron claramente 11 bandas, cuyos pesos corresponden a los reportados
para:

- 66 kDa = Trimero de la a-zeina de 22 kDa

- 50,27y 16 kDa =y zeinas

- 36,28 y 24 kDa = Globulinas
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- 31 kDa = Glutelina

- 19y 22 kDa = a-zeinas

- 10kDa = d-zeina
En total se definieron 11 bandas, de las cuales 7 presentaron pesos correspondientes a los
de las zeinas, 3 a los de globulinas y 1 glutelina, En general, todos estos tipos de proteinas
poseen caracteristicas que posibilitarian su participacion en emulsiones.
Las zeinas son ricas en aminoacidos hidrofobicos, especialmente aminoacidos alifaticos
como Lys, lle y Ala Poseen pocas cisteinas lo que les confiere gran flexibilidad al no
formar puentes disulfuro tan ficilmente (Takahashi, 1995) v la desamidaciéon mejora su
solubilidad y capacidad emulsificante en los rangos de pH de 6-11. En general, todas las
zeinas poseen grandes regiones hidrofobicas, que pueden estar intercaladas con zonas
hidrofilicas como sucede en las a-zeinas (Figura 8.8 a), o estar claramente separadas entre
si, como sucede con las B y y-zeinas Las a-zefnas poseen secuencias repetitivas de
residuos en su estructura primaria que, posterior al estudio de su estructura secundaria
mediante técnicas de dicroismo, rotacién éptica y dispersion dptica rotatoria (Gortner y
MacDonald, 1944; Kretschmer, 1957; Danzer et al, 1975, Wu et al, 1983) se ha
demostrado que forman o-hélices consecutivas que constituyen el 50% del total de la
estructura secundaria, con un 15% de laminas B (Fu,1999) Esta caracteristica es
importante, ya que diversos estudios de proteinas con elevado contenido helicoidal (Krebs
y Phillips, 1984; Chou et al., 1997; Poon et al., 2001b) coinciden en que esta caracteristica
es escencial en la emulsificacién, por la naturaleza anfifilica de estas estructuras
secundarias
Las glutelinas por su parte, constituyen el segundo grupo de proteinas mas abundante en el
‘gluten de maiz Para su extraccién se requieren condiciones drasticas de solubilizacion
como pHs muy alcalinos y detergentes. Poseen mucha Cys, por lo que forman una gran
cantidad de puentes disulfuro, tanto intercatenarios como intracatenarios (Landry y
Moureaux, 1981). Esta caracteristica es desfavorable para un emulsificante, ya que
disminuye su flexibilidad. Son ricas en prolina y amino4cidos alifaticos, pero pobres en
Lys, Aspy Glu, lo que las hace demasiado hidrofébicas Debido a que poseen dominios
repetitivos que forman helices de poliprolinas (Rabanal, 1993) en el extremo N terminal
(Figura 8.8 b), existe la posibilidad de que actien como surfactantes si la carga del extremo
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carboxilo logra crear un balance hidrofébico-hidrofilico adecuado para participar en
interfases

Es muy conocido el papel que tienen las globulinas de maiz como emulsificantes (Hung et
al., 1991; Wang y Zayas, 1992, Zayas, 1994). Estas se encuentran principalmente en el
germen del grano, en contacto con los cuerpos lipidicos, poseen un elevado contenido de
aminoacidos hidrofébicos (Figura 8 8 ¢} v son ricas en Lys y Arg (Cross y Adams, 1983) lo
que la hace muy buenos emulsificantes, a pesar de su alto grado de hidrofobicidad ¢
insolubilidad en agua.

En general, el grupo de proteinas mayoritario participante en la emulsion es €l de las zeinas,
dentro del cual las proteinas de 19 y 22 kDa son las mds intensas y por consiguiente, las

mas abundantes en la emulsion.
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Figura 8.8. Perfiles de hidropaticidad de secuencias reportadas para proteinas de
endospermo de maiz: (a) a-zefna, (b) glutelina (c) globulina Secuencias obtenidas
del NCBI y analizadas por el programa ProtScale de acuerdo al método de Kyte y
Doolittle (1982) (Ver escala de hidropaticidad en el Anexo II)
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8.7 Extraccién de zeinas bajo condiciones desnaturalizantes (Wallace y Lopes, 1990)
Debido a que la mayoria de las proteinas identificadas por SDS-PAGE coincidié con los

pesos reportados para zeinas, para confirmar su identidad se realizé la extraccion de estas
prolaminas segin el método reportado por Wallace y Lopes (1990). Para comparar los
patrones electroforéticos se extrajeron las zeinas tanto del gluten de maiz nativo como del
desamidado, asi como también de sus correspondientes proteinas de emulsion (Figura 8 9a).
Nuevamente se extrajeron todas las proteinas presentes, a pesar de que €l autor asegura que
si se logra una separacion efectiva de las zeinas. Esto fue debido a que, como sefialan
Landry y Moureaux (1981), las glutelinas y algunas globulinas del maiz se extraen
conjuntamente con las zeinas en presencia de SDS.

Nueve de las 11 bandas que se obtuvieron anteriormente volvieron a aparecer, pero con
mayor definicién. No se extrajo la proteina de 27 kDa, debido a que para solubilizarla se
requiere utilizar soluciones alcohélicas salinas, comportamiento tipico de la y-zeina, lo que
confirmé su identidad (Bean er al., 2001)

Aparecié ademas una banda de 44 kDa, que corresponde al dimero de la de 22 kDa y se
defini6 la banda de 18 kDa correspondiente a una B-zeina que en el gel anterior se traslapo
con la de 19 kDa. No se extrajo la globulina de 36 kDa, la cual requiere, segin lo reportado
por Romagnolo ez al. (1994), una concentracién de 0.1 M de NaCl para solubilizarse, lo
que confirmé que la banda efectivamente correspondia a dicha globulina.

Las bandas de 31, 28 y 24 kDa se extrajeron junto con todas las zeinas. De acuerdo con
| Landry y Moureaux (1981), la glutelina de 31 kDa y algunas globuﬁnas del maiz se extraen
conjuntamente con las zeinas debido a que la composicién de aminoédcidos de muchos de
sus segmentos es muy similar a la de las zeinas, por lo que para separarlas més
eficientemente se requiere utilizar agentes alquilantes especificos En la figura 89 b se
presenta el gel con los remanentes de la extraccién y se pueden distinguir las bandas de 36
y 27 kDa que no se solubilizaron, asi como residuos de proteinas que si se extrajeron, lo
que indica que se debid hacer un mayor nimero de extracciones para la obtencién completa
de todas las proteinas

Al comparar los perfiles de las proteinas que se extrajeron del gluten nativo y del glaten
desamidado, no se observaron diferencias entre ellos, lo que apoya la hipétesis de la

diferencia de carga v no de proteinas en el comportamiento como emulsificante. Tampoco
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se¢ observaron diferencias entre los patrones de las proteinas extraidas del gluten y de las

participantes en la emulsidn, por lo que, de acuerdo a esto, potenciaimente todas las

proteinas del gluten de maiz podrian participar en la emulsion El que participen o no puede

deberse a la diferencia en carga, las que tengan la carga necesaria para interaccionar en la

interfase podran hacerlo, mientras que las que no la tengan, permaneceran en el precipitado.
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Figura 8.9b. Corrimiento electroforético del remanente de la extraccién de zefnas
bajo condiciones desnaturalizantes

SDS-PAGE al 18% con 5 M de Urea tefiido con azul de Comassie. R 250

9a) Extracciones y 9b) Remanentes

1-A partir de gluten nativo; 2-A partir de las protefnas provenientes de la
emulsién elaborada con gluten nativo; 3.- A partit de gluten desamidado; 4- A
partit de las proteinas provenientes de la emulsién elaborada con gluten
desamidado. 500 pg/carril. carril En los carriles de los extremos se localizan los

marcadores de peso molecular (Bio-Rad).
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8.8 Extraccion de zeinas bajo condiciones nativas (Dickey y Dallmer , 1998)

Para una identificacion mas especifica de las zeinas, se realizé la extraccién en ausencia de
SDS, mediante el método reportado por Dickey y Dallmer (1998), tanto de la muestra de
gluten nativo como de la del desamidado. Las zeinas extraidas en condiciones nativas son
insolubles en agua debido a sus caracteristicas termoplasticas e hidrofébicas Son altamente
resistentes al aceite y al agua, en la cual forman peliculas, fibras (Takahashi, 1995) y
agregados con textura chiclosa, por lo que su manipulacién resulta dificil.

Debido a su insolubilidad en agua, las zeinas se disolvieron utilizando una mezcla de SDS
al 10%, 2% de BME y Urea 5M, con calentamiento y agitacion continuos, lo que permitié
su analisis electroforético en geles al 20% de acrilamida con Urea 6M. Esta extraccidn
resultd muy eficiente y especifica para zeinas. Todas las zeinas reportadas estdn presentes
en los perfiles electroforéticos obtenidos (Figura 8.10), excepto la y-zeina de 27 kDa, la
cual, como ya se mencioné anteriormente, requiere de NaCl para solubilizarse. No
aparecieron las bandas de 36, 28 y 24 kDa correspondientes a las globulinas vy la globulina
de 31 kDa.

No se observo diferencia entre el patrén obtenido para el gluten nativo y el obtenido para el
desamidado.

El andlisis general de los datos obtenidos hasta este punto indica que en la emulsion
participan tanto prolaminas, como globulinas y glutelinas, todas fracciones insolubles en
agua a pH 7. Como ya se indicé anteriormente, la solubilidad es un factor determinante
para que una proteina exhiba buenas propiedades emulsificantes, ya que al estar soluble, la
proteina puede migrar mas ficilmente a la interfase en la cual sus zonas hidrofébicas e
hidrofilicas se orientaran adecuadamente para estabilizar la emulsién. Sin embargo, en
estudios realizados con diversas fracciones insolubles de emulsiones se ha visto que,
efectivamente, dichas fracciones participan en la emulsién interaccionando con las
fracciones solubles, ya que tienden a formar agregados que fortalecen la pelicula interfacial

y con esto, la emulsion incrementa su estabilidad (Linares er al., 2000)
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Figura 8.10. Perfil electroforético de las zeinas extraidas bajo condiciones nativas.
SDS-PAGE al 20% con 5 M de Urea tefiido con azul de Comassie. R 250. Extraccién
realizada a partir de: 1 y 2: gluten nativo3 y 4: gluten desamidado. 500ug/carril En
los carviles de los extremos se localizan los marcadores de peso molecular (Bio-
Rad).

8.9 Evaluacion de la estabilidad de emulsion de las zeinas

De acuerdo a los resultados obtenidos, €l grupo de las zeinas es el que mayor participacion
tiene en la interfase, tanto en nmero como en concentracion (intensidad de bandas) por lo
que para saber si efectivamente estas prolaminas son las proteinas emulsificantes

principales se evaluo su estabilidad de emulsion (Dagorn ef al,, 1987)
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8.9.1 Efecto del SDS

Estas proteinas adquieten una consistencia chiclosa a pH 7 en estado nativo, lo que evita la
elaboracién de emulsiones. Debido a esto, para evaluar la estabilidad de emulsion a este
pH, asi como para poder comparar con las emulsiones elaboradas con toda la muestra de
gluten, las zeinas extraidas tanto del gluten nativo como del desamidado bajo condiciones
nativas se solubilizaron con SDS al 10% y se Hofilizaron Dicho liofilizado se utilizo para
preparar soluciones al 0.1% de proteina (p/v) en amortiguador de fosfatos 0 1 M pH 7 y se
evalud la estabilidad de emulsion, tanto de las muestras nativas como de las solubilizadas

en SDS. Los resultados se muestran en el cuadro 8.7.

Cuadro 8.7. Estabilidad de emulsion de zeinas extraidas de gluten nativo

y desamidado en presencia y ausencia de SDS.

% Aceite coalescido (ml aceite/100 mL de emulsion)

Sin SDS Con SDS
Zeinas de Gluten Nativo* 100 1158+ 1.77
Zeinas de Gluten 100 1493 +£2.67
Desamidado*
Solucion de SDS** - 0
*Las soluciones se¢ hicieron al 0.1% de proteina ( p/v ) en amortiguador de fosfatos 0.1M

pH7
**La solucion de SDS se preparé con la cantidad promedio de SDS presente en la

soluciones de zeinas, que fue del 1% (p/v).

En ausencia del detergente, las zeinas formaron un agregado chicloso que se adhirié al

wvastago del homogenizador o a las paredes y evité la emulsificacién. La asociacion entre

las mismas mediante interacciones hidrofobicas estd considerada como un factor limitante
de su actividad emulsificante (Poon er al, 2001a), en tanto que el tamafio relativamente
grande de los dominios hidrofébicos de estas proteinas parece ser el responsable de tales
interacciones intermoleculares Al solubilizar con SDS a estas prolaminas, se confirié una

carga total negativa a las mismas. Este es un detergente anidnico, que se pega a las mismas
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y les confiere dicha carga Este aumento de carga les permitié interaccionar mejor con la
fase acuosa, mejorar la flexibilidad de las proteinas y, con esto, mejorar su actividad
emulsificante (Poon et al, 200la, Sze-Tao, 2001). Debido a que tanto a las zeinas
provenientes del gluten nativo como a las del desamidado se les confirié una gran carga

negativa, la diferencia en poder emulsificante entre ellas fue muy pequeiia, lo que confirma

“=—=~~¥a hipétesis anteriormente formulada de que la desamidacién mejora la actividad

emulsificante debido a que aumenta la carga negativa.

8.9.2 Efecto del pH
ara confirmar el efecto de la carga en la actividad emulsificante de la zeinas sin utilizar el

detergente anidnico, se evalué la estabilidad de emulsién en funcion del pH (Figura 8.11)

*Para los pHs 4 a 7 la separacion de aceite fue del 100%, a partir del pH 8 se empezo a tener

actividad emulsificante, con un 98.58 + 13.24% de aceite separado, a pH 9 aumentd a un
84.08 + 8.06% de aceite separado y a partir de pH 10 se emulsificé el 100% del aceite en
las emulsiones. A medida que las proteinas adquirieron una mayor carga negativa, su
estabilidad de emulsion mejord, al pH 12, toda la proteina participé en la emulsion, ya que

no se observé precipitado alguno.

elaboradas con soluciones de proteina al 1% (p/v) con los siguientes
amortiguadores: pHs 4 y 6 con citratos 0.1M, pH 7 con fosfatos 01 M, pHs 8y 9
con Tris 0.1 M y pHs 10-12 con NaOH-Glicina 0.1 M. Los name1os en la parte
superior de los tubos indican los pHs de las emulsiones.
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8.9.3 Efecto de la concentraciéon de proteina

Lo anterior confirmé el poder emulsificante de las zeinas, pero, como se mencioné
inicialmente, la cantidad que se utiliza de un emulsificante es un factor muy importante. Por
ello se determind la cantidad minima npecesaria de zeinas requerida para emulsificar el
100% del aceite de una emulsion; se evalud la estabilidad de emulsion de estas proteinas en
funcion de su concentracidn (% p/v) en un rango de 0.05-1%. Las emulsiones se realizaron
a partir de soluciones con pH 10, que fue el pH a partir del cual se observo el 100% de
emulsificacién (Figura 8.12). Al 0.05% de proteina se separd todo €l aceite, al duplicar la
concentracion, el aceite coalescido disminuyd hasta un 22 17%, v a partir del 05% de
proteina, no se observé separacion de fases. Los resultados indicaron que sélo una fraccion
del total de proteina que se puso, fue superficialmente activa, por lo que al incrementar la
concentracion, aumenta la cantidad de proteinas cargadas y mejora la estabilidad de
emulsion. Las zeinas, al utilizarse al 0.5% de proteina (p/v) pueden considerarse como

buenas emulsificantes.

Figura 8.12. Estabilidad de emulsién de las zefnas en funcién de. la concentraciéon
de proteina. Emulsiones elaboradas con soluciones de proteina del 0.05 al 1% (p/v)
con amortiguador de NaOH-Glicina 0.1 M.0.1 M pH 10. Los numeros en la parte
superior de los tubos indican las concentraciones de proteina (% p/v) de las
emulsiones.
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Con base en todo lo anterior, tanto el gluten de maiz como, en particular las zeinas, pueden
ser considerados como alternativas de concentrados proteicos de origen vegetal. Se requiere
profundizar en su investigacién para lograr mejorar sus propiedades emulsificantes a un
grado tal que puedan competir con aislados ampliamente utilizados en la actualidad en la
industria alimentaria como lo son los de la soya, cuya solubilidad y caracteristicas
emulsificantes a pHs 4cidos y neutros (Damodaran y Paraf, 1997) es mayor en comparacién
con la que presentan el gluten de maiz y las zeinas. Sin embargo, estos ltimos presentan
diversas ventajas como lo es, por ejemplo, en el aspecto toxicolégico, la ausencia de
factores alergénicos o toxicos; en el aspecto econémico, el bajo costo y la disponibilidad de

la materia prima,
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9.- CONCLUSIONES

> El componente mayoritario del gluten de maiz es la proteina (58 230 12%) lo que
permite considerarlo como un concentrado proteico. El contenido de carbohidratos es alto
(257742.1%) debido a remanentes de almiddn durante el proceso de extraccién del
polisacérido del grano. La baja humedad del producto (8.20+0.2%), aunada al pH 4cido
(3 9£0.01) y un almacenamiento adecuado permiten que el gluten de maiz conserve sus
atributos sin alteraciones. El contenido de cenizas (1.7%) y fibra (0.9%) es bajo debido a
que durante el proceso de extraccion se remueve casi por completo el pericarpio del grano
El contenido de grasa (6.1%) es alto si se considera que el proceso de extraccion tiene

como una de las finalidades primordiales la extraccién del aceite.

> Las proteinas del gluten de maiz poseen baja solubilidad en agua a pHs menores a
pH 7 (<3 28£0.17 g proteina soluble/100 g de gluten de maiz) en el cual estabilizan el

94.08+2.16% del aceite en emulsiones elaboradas al 5% de proteina.

> Las proteinas del gluten de maiz con 18 grados de desamidacién aumentaron su
solubilidad en un 100%, en promedio, todo el rango de pH evaluado, debido a que el
aumento del caracter polar negativo permite mayor interaccién con el agua. Esta
desamidacion también mejord la estabilidad de emulsion a pH 7 ( 95 9 #0.47% de aceite
emulsificado) en emulsiones elaboradas al 1% de proteina. Esta modificaciéon no favorecio
la participacién de proteinas distintas en la emulsién, a las que se encontraron en la
emulsion elaborada con el gluten no modificado, sino que aumentd su concentracién

mediante el aumento de la carga total negativa.
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> Las proteinas que participan en la emulsién son 11, de las cuales el grupo
mayotitario es el de las zeinas (prolaminas) con las y-zeinas de 50, 27, 16 y 10 kDa, las a-
zeinas de 22 y 19 kDa y la B-zeina de18 kDa. El grupo de las globulinas es el segundo en
abundancia con las proteinas de 36, 28 y 24 kDa La proteina de31 kDa es la tinica glutelina
participanie en la emulsién Todos los grupos de proteinas participantes son insolubles en

agua a pH 7 v poseen amplias regiones con elevada hidrofobicidad.

> Las zeinas extraidas en condiciones nativas con pesos molecul.ares de 50, 22, 19, 18,
16 y 10 kDa son insolubles en agua en la cual adoptan un estado de agregacién con
caracteristicas de “chicle” debido a su alto grado de hidrofobicidad. Cuando las zeinas son
disueltas en Dodecil Sulfato de Sodio que las solubiliza y les confiere carga negativa, la
estabilidad de emulsion a pH 7 es en promedio del 86.74% éon 0 1% de zeinas. El aumento
de carga negativa expresado como aumento de pH provoca en estas proteinas una mejora en
sus propiedades emulsificantes, puesto que se logra un 100% de aceite emulsificado en

emulsiones elaboradas al 1% de zeinas de pHs 10 a 12.

> Las zeinas pueden considerarse buenos emulsificantes, ya que se pueden utilizar en
bajas concentraciones (0.5% de proteina) cuando estdn cargadas negativamente para

estabilizar emulsiones ai 100%.
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ANEXO I: Protocolos de Técnicas Experimentales

Cuantificacion de proteina soluble por el método de Lowry modificado (Peterson, 1977)

CURVA PATRON
e DPesar la cantidad en g de albimina sérica bovina (ASB) para tener una
concentracién de 1 mg/mL.
Para hacer la curva patrdn, la solucién estandar de proteina debe tener 0 01 mg/mL
Se debe realizar una dilusion 1:10
e Para una serie de 10 tubos se necesitan 6 ml de la solucion de ASB con una
concentracion de 0.1 mg/mL.
e Se realiza por duplicado por 1o tanto se necesitan 12 ml de la solucién de ASB a una
concentracion de 0.1 mg/mL
e Esta dilucidn se prepara antes de iniciar la técnica.

Construccion de la curva patrén de proteina soluble

No. Tubo Agua Soluc. ASB | Volumen Final Concentracion de
Destilada [0.1 mg/ml] en cada tubo proteina en cada tubo

(ml) (ml) (ml) (ug/ml)

1 1.0 0.0 1 Blanco

2 0.9 0.1 1 10

3 0.8 0.2 1 20

4 0.7 0.3 1 30

5 0.6 0.4 1 40

6 0.5 0.5 1 50

7 0.4 0.6 1 60

8 0.3 0.7 1 70

9 0.2 0.8 1 80

10 0.1 0.9 1 90

11 0.0 1.0 i 100

PREPARACION DE REACTIVOS:
a) Solucién de CTC (Carbonato de sodio, Tartrato de potasio, Sulfato de cobree5H,0)
Concentraciones finales: Na,CO; 10%,. CuSO,¢5H,0 0.1%, Tartrato de K 0.2%

b) Solucién de NaOH 0.8 N
¢} Solucion de SDS al 10%

Solucién B: Reactivo de Folin-Ciocalteu-fenol (marca sigma), hacer una dilucién 1:6. Se

prepara antes de desarrollar la determinacién.

Solucién A: Se mezclan volumenes iguales de las siguientes soluciones en el mismo orden:
CTC, NaOH y SDS. Esta solucién A se prepara momentos antes de empezar la técnica
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DESARROLLO

e Se prepara una curva patrén con ASB, cada vez que se termine el reactivo CTC o
bien va este viejo (aproximadamente 3 meses)

e Las muestras problema, debern tenerse en un volumen de 1 mL, en caso de que los
valores de absorbancia sean muy elevados por tener alta concentracién de proteina
se deberan hacer diluciones hasta que se logre tener un valor dentro de la curva.

+ Con agitacién continua (vortex) se le agrega a tubo por tubo 1 mL de la solucién A
y se deja reposar 10 minutos a TA

e Al término de los 10 minutos se le agrega a cada tubo 0.5 mL de la solucion B con
agitacién continua y se deja desarrollar la reaccion durante 30 minutos.

e Después de los 30 minutos se lee la absorbancia a 750 nm. La reaccion es estable
hasta los 120 minutos de iniciada esta
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Determinacion del grado de desamidacion mediante la técnica
del electrodo de amoni (Arntfield vy Murray, 1981)

a) Hidrolisis total de las muestras:
Se pesaron 10 mg de proteina (por triplicado) y se transfirieron a tubos de ensaye de 13
x 100 con tapa rosca calibrados a 5 mL, se agregd HCI 2N hasta la marca Se cerraron
bien los tubos y se hidrolizaron a 110°C/3h Al término de la hidrélisis se adicionaron 1
ml de buffer de boratos 0 05 M pH 10 4 y 1 mL de NaOH 10 N para detener la
hidrdlisis.

b) Lectura de las muestras blanco:
Se pesaron 10 g de proteina (por triplicado) y se transfirieron a tubos de ensaye de 13 x
100 con tapa rosca calibrados a S mL. Se agregaron 1 mL de buffer de boratos 0.05 M
pH 10.4 y 1 mL de NaOH 10N. Se agit6 el tubo y su contenido se transfiri6 a un vaso de
precipitado que contenia a la solucién A (99 mL de amortiguador de boratos 0.05 M pH
10.4 + 1 mL de NH4Cl 100 ppm), el remanente de muestra que quedo en el tubo de
ensaye se transfirié con 3 ml de amortiguador de fosfatos y se coloco el electrodo para
amoniaco (Orion Research, Modelo 95-10); se tomaron lecturas de AE (rel mV) alos 3 y
6 minutos de agregada la muestra.

c) Lectura de las muestras hidrolizadas:
El contenido de cada tubo se transfirié a vasos de precipitado con la solucion A, el
remanente de muestra se extrajo con 3 ml de amortiguador de fosfatos y se colocd el
electrodo para amoniaco (Orion Research, Modelo 95-10); se tomaron lecturas de AE
(rel mV) alos 3 y 6 min de agregada la muestra. Es normal que las lecturas de AE de
estas muestras sean negativas y las de los blancos sean positivas.

Se obtuvo el valor de AE, para cada muestra restando el AE del blanco del AE observado
para la muestra hidrolizada Para cada valor de AEt hay un valor correspondiente Q que
se puede obtener de una tabla que aparece en el manual de manejo del electrodo.

d) Calibracion del electrodo

El electrodo para amoniaco (Orion Research, Modelo 95-10) se conect6 a un
potencidmetro (Beckman, Mod. 34 pH meter) con una sensibilidad de 0.01mV Para
cada muestra se ajust6 a 0 con agua desionizada y posteriormente se volvio a ajustara 0
con la soluciéon A. Para checar la respuesta del electrodo, se adicioné 1 mL de NaOH
10N + NH,4C1 100 ppm v la lectura de AE a los 3 min dio —060 (rango aceptable=-054 a
-060).



Calculo del grado de desamidacion:

Para calcular el nitrégeno amidico en la muestra se utiliza la siguiente ecuacion:

A= ((CO/Q)(10mL)/(1000 pg/mg)(100))/M

donde:

A= mgN amidico/mg muestra

CO= ugN/ml de solucion de ajuste a cero= 1 ugN/ml
Q= valor obtenido de la tabla

M= mg de muestra

Para obtener el grado de amidacidn se utiliza la ecuacion:
GA=(Ai/P)(100)

donde:

GA = Grado de amidacién (gN amidico/100 g de proteina)
Ai =N Amidico de la muestra (%)

P =Proteina en la muestra (%)

Finalmente se obtiene el grado de desamidacion mediante la ecuacion:
GD = ((GAmn - GAmd) (100)/GAmn

donde:

GD = Grado de desamidacion

GAmn = Grado de amidacion de la muestra nativa
GAmd = Grado de amidacidn de la muestra desamidada
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Concentracion de proteina soluble mediante la precipitacién con

* & 0 9

TCA

Tomar 1 mL de la solucién de proteina que se quiera concentrar

Agregar 0.5 mL de TCA al 50% con una temperatura de 4°Cx1°C. Mezclar
manualmente, lentamente y dejar toda la noche a 4°.

Centifugar a 10000 rpm/10 min/TA. Desechar el sobrenadante y agregar al
precipitado 1.5 mL de acetona grado reactivo.

Mezclar en el vortex

Centrifugar a 10000 rpm/10 minutos/TA.

Desechar la acetona y repetir el lavado con acetona 2 veces mas

Resuspender el precipitado en agua desionizada y dializar contra agua desionizada
durante 3 horas con cambios de agua a 4°C en membrana de corte de 1000 kDa.
(Spectronic).
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Preparacion de geles de electroforésis al 20% de acrilamida con

5 M de Urea

Preparacion del gel separador

10 mL
Urea 3g
Soln. de Acrilamida (30%7,2.7% Bis) 6 mL
Amortiguador de corrida (4X) (1.5 M Tris-HCI, pH 8.8) 2.5 mL
SDS al 10% 0.1 mL
Agua desionizada 1.35 mL
Persulfato de amorio al 10% (p/v) 50 pLL
TEMED 3.3 ulL
Preparacion del gel concentrador
5 mL
Soln. de Acrilamida (30%T, 2.7%Bis) 0.655 mL
Amortiguador apilador (4X) (0.5 M Tris-HCI, pH 6.8) 1.25 mL
SDS al 16% 50 puL
Agua desionizada 3.05 mL
Persulfato de amonio al 10% (p/v) 25 ulL
TEMED 2.5 ul

Soluciones:

a) Amortiguador de Tanque: 0.025 M Tris, 0.192 M Glicina, 0.1% SDS, pH 83
b) Solucion Tefiidora: 0.025% Azul de Coomasie R-250, 40% Metanol, 7% Acido

Acético '
¢) Solucion Destefiidora: 7% Acido Acético, 5% Metanol




ANEXO 1I: Escala de hidropaticidad de Kvte v Doolittle
(1982)

Escala de valores para los aminodcidos:

Ala: 1.800
Arg: -4 500
Asn: -3.500
Asp: -3.500
Cys: 2500
Glin: -3.500
Giu: -3 500
Gly: -0.400
His: -3.200
Ile: 4.500

Leu: 3.800
Lys: -3.900
Met: 1.900
Phe: 2.800
Pro: -1.600
Ser: -0.800
Thr: -0.700
Trp: -0.900
Tyr: -1.300
Val: 4200



