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2.0 Resumen.-

Entre las semillas oleaginosas se encuentra el ajonjoli, el cual se cultiva en México y
cuyas proteinas podrian constituir una alternativa para la industria, ya que como subproducto
del proceso de extraccion del aceite se obtiene una pasta que, una vez seca y molida da
lugar a una harina que contiene entre 45%-50% de proteina y cuyo uso actual es la
alimentacion animal. Esta harina se produce en altas cantidades y puede representar una
alternativa econdmica interesante para obtener otro producto de alto valor agregado, como

es un aislado proteinico.

En muchos sistemas alimentarios, una de las propiedades funcionales fundamentales es
la capacidad de las proteinas para formar emulsiones. Las emulsiones son sistemas
termodinamicamente inestables, lo que significa que las dos fases tienden a separarse con el
tiempo. La entropia del sistema y por tanto su inestabilidad disminuye, si se halla presente
una sustancia anfifilica en la interfase de la emulsién. Las proteinas son moléculas anfifilicas
pero difieren significativamente en las propiedades de superficie que presenta cada una. Las
proteinas del aislado de ajonjoli mostraron una alta capacidad emulsificante, comparable con

las proteinas de soya.

Los resultados de este trabajo muestran que la proteina mayoritariamente responsable
de la capacidad emuisificante de un aislado de ajonjoli es la globulina 11S. Esta proteina se
encuentra en la emulsién en forma de un multimero con peso molecutar cercano a 350 kDa.
Se sabe que las globulinas 11S son aisladas normalmente de distintas leguminosas como

hexameros de peso molecular entre 300 y 360 kDa.

Esta proteina, altamente insoluble, demostro ser la proteina mayoritaria del aislado de
ajonjoli, y pudo ser disuelta mediante el uso de distintas intensidades de fuerza idnica. El
multimero (350 kDa) se disociara principalmente en un grupo de ires bandas de pesos entre
50 y 60 kDa cuando los enlaces que la forman son rotos. El tipo de enlaces que estabilizan el
multimero son tanto covalente como no covalentes y cuyas rupturas dan lugar a una serie de
productos intermedios. Entre las fuerzas covalentes se encuentran enlaces disulfuro. La

formacion del muitimero sera la forma mas termodinamicamente estable de esta proteina.



Diferentes tratamientos y condiciones aplicadas sobre el aislade mostraron la presencia
de otras formas, con pesos moleculares menores a 350 kDa. La ruptura del multimero en
presencia de un detergente dio lugar a bandas de pesos moleculares: 250, 200-220, 150,
100-120, 70-76 y 50-60 kDa que parecen ser formas intermedias enire el multimero y el
monémero  (peso molecular entre 50 y 60 kDa). Se observé también la aparicién,
dependiente del pH y fuerza idnica, de agregados de pesos moleculares variables y
superiores a 350 kDa. Creemos que por efecto del pH y fuerza idnica, el multimero se disocid
en sus mondmeros constituyentes, asi como en distintas formas intermedias para a
continuacion, sufrir una agregacion en formas de pesos moleculares superiores, cuestion que

sugiere la accion de fuerzas electrostaticas en el proceso de desagregacién-agregacion.

Por ultimo, el monémero de 50-60 kDa se disocia en dos fragmentos de pesos
moleculares 20-25 y 30-35 kDa en presencia de un agente reductor, lo que firmemente

permite suponer que el mondmero es estabilizado por uno o varios enlaces disulfuro.

Los resultados obtenidos concuerdan con los reportados por otros autores en
globulinas de diferentes plantas. Las globulinas son las proteinas de reserva mayoritarias en
los granos de legumingcsas, sin embargo los trabajos realizados sobre ajonjoli son muy
escasos y mas aun los referentes a sus proteinas de reserva. Por ello, este trabajo
representa una contribucion importante a la caracterizacion de estas proteinas, con énfasis

en su propiedad de emulsificacion.



3.0 Justificacion.-

La industria alimentaria se encuentra en la busqueda de proteinas alternativas que
puedan competir con las que actualmente dominan al mercado. Estas nuevas proteinas
deben poseer caracteristicas nutritivas, funcionales y sensoriales adecuadas a los productos
en los que se aplican. La demanda de nuevas proteinas funcionales depende de muchos
factores, tales como el precio, disponibilidad de proteina animal y la produccion de nuevos
alimentos, pero principalmente de sus propiedades funcicnales. Dichas proteinas no se
utilizan individualmente, sino en forma de aislados o concentrados. Para satisfacer la
demanda creciente de proteinas alimentarias es necesario encontrar nuevas fuentes, ya
sean convencionales (animales y vegetales) o no convencionales (microorganismos y algas),
particularmente las ultimas, debido a las limitaciones existentes en cuanto a tierra cultivable y

energia disponible (42)

De las aproximadamente 300,000 especies de plantas conocidas, no més de 1% es
usado en alimentacion humana. Muchas se usan como condimentos, medicamentos o con
aplicaciones herbolarias; de las restantes, la mayoria se hallan restringidas a localidades

especificas (35).

l.a produccion de proteinas alimentarias en cantidad suficiente para satisfacer las
necesidades de la poblacion mundial presenta grandes problemas, especiaimente por
resultar mas costosa que la de carbohidratos o lipidos. El déficit de proteinas alimentarias es
muy alto para algunos segmentos de la poblacion del globo. Ante ello, la ONU, en la
Asamblea General en la Cumbre Mundial sobre la Alimentacién, llevada a cabo en 1996,
considerdé que, a pesar de los avances logrados en la disponibilidad mundial de alimentos,
800 millones de personas padecian a esa fecha de desnutricién cronica y alrededor de 200
millones de nifios menores de 5 afios sufrian desnutricién proteinico caldrica. Se manifesto
que existe la urgente necesidad de alcanzar, al mas alto nivel politico, el consenso y los
compromisos necesarios a fin de erradicar el hambre y la desnutricién, asi como lograr la
seguridad alimentaria para todos mediante la adopcion de politicas y planes de accidn
concertados que deberan ejecutar los gobiernos, las instituciones internacionales y todos los

sectores de la sociedad civil (35, 56).



Existen evidencias que muestran la relacidén entre la nutricion y las enfermedades. Un
ejemplo se relaciona con el hecho de que una dieta rica en alimentos de origen vegetai
puede disminuir el nivel de colesterol en la sangre y asi prevenir la aparicion de
arteroesclerosis y otras enfermedades cardiovasculares. Como consecuencia de este tipo de
informacién, asi como de distintos factores culturales y econdmicos, se ha observado un
cambio en cuanto al consumo de proteinas y se observa una tendencia a consumir menos
proteina animal y mayor cantidad de proteina vegetal (26). Entre éstas, ha tenido un gran
éxito la soya, una de las leguminosas mejor estudiadas y de la que se obtienen diferentes
productos proteinicos, como hidrolizades, concentrados y aislados, los cuales se utilizan en
muy diversos productos en el mercado como helados, queso, salchichas y varios mas, para
cumplir diferentes funcicnes dentro de los sistemas alimenticios en los cuales se incluyen. La

soya domina el mercado mundial de aditivos proteinicos funcionales.

Dentro de las semillas ilamadas oleaginosas se encuentra el ajonjoli, el cual se cultiva
en México y cuyas proteinas podrian ofrecer una alternativa a la industria, ya que como
subproducto del proceso de extraccion del aceite se obtiene una pasta que se muele y seca
para dar lugar a una harina, que contiene entre 45%-50% de proteina, usada normalmente
en alimentacion animal (41, 76). Esta harina se produce en cantidades considerables y puedeA
representar una alternativa econdémica interesante para obtener un producto de alto valor

agregado como es un aislado proteinico.



4.0 Introduccion.-

4.1 Generalidades.-

l.as proteinas se utilizan tradicionalmente en la elaboracidn de productos alimenticios
por su valor nutrimental y por sus propiedades funcionales. Su funcionalidad representa el
conjunto de propiedades con incidencia, tanto tecnolégica como organoléptica, sobre el

producto final (25).

]

Sssamum indicon L.

Figura 4.1.1- Planta de ajonjoli (Sesamum indicum L.)

El ajonjoli (Sesamum indicum) criginario de Africa, es una planta anual eréctil de 0.5 a
2.5 metros de alto que madura entre 70 y 150 dias. El fruto consiste en una vaina eliptica

consistente entre dos y cuatro camaras y cada una contiene 20 semillas, aproximadamente.



Estas miden entre 2.5-3.0 mm de longitud y, aproximadamente, 1.5 mm de ancho (Figura
4.1.1). Las semillas de ajonjoli van desde un color blanco hasta el negro, con una superficie
lisa o ligeramente jaspeada (17, 40, 71). La semilla contiene aceite (50-54%), proteina (25%),
carbohidratos (11%), cenizas (5%), fibra (4%) y agua (5%) (41, 75). La semilla de ajonjoli
probablemente sea el condimento mas antiguo utilizado por el hombre y quiza el primer
cultivo generado para extraer aceite. En la antigua Babilonia se utilizaba para elaborar
pasteles, vino y brandy, mientras que el aceite se usaba para cocinar y en productos de
belleza La semilla fue utilizada también por los egipcios con fines medicinales desde el afio

1500 a.c. En los siglos XVl y XVIll los esclavos trajeron la semilla a América (75).

El uso principal actual de la semilla de ajonjoli es el de produccién de aceite. El aceite
de ajonjoli es muy apreciado debido a que posee un sabor agradable, ademas de que es
uno de los aceites que mas faciimente es digerido por el sistema gastrointestinal humano.
Compuesto por aproximadamente 43% de acido oleico y 43% de acido linoleico, es uno de
los pocos aceites vegetales que no requieren de un proceso de refinacion previo a su
consumo (41, 71). Es utilizado también en la elaboracion de margarinas, como ingrediente
para la industria farmacéutica, en la fabricacién de jabones cosméticos y en la industria de
pinturas por tener una buena estabilidad Por su efecto sinérgico, se utiliza como activador en

la preparacion de insecticidas piretroides (90).

Como subproducto de la extraccion del aceite se genera una harina cuyo principal uso
es en la alimentacion de ganado, aves y otros animales. Esta harina estd compuesta por
alrededor de 45-50% (p/p) de proteina (41, 76), ademas de un 10%-20% (v/p) de aceite

remanente (32, 41, 84).

Cuando a las semillas se les elimina la cuticula se emplean para comerse directamente,
en el hormneado de panes y para la fabricacidon de dulces. En México se usa para la
preparacion de algunos alimentos, como mole, dulces, galletas y confiteria en general. En
Africa, el ajonjoli es empleado para hacer sopas y confiteria (15, 75), mientras que en algunas
regiones de Asia se utiliza en la elaboracién de alimentos tradicionales y particulares como el

halvah, halawa y tahini (74).
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En el periodo 1995-1999 México ocupd el 12° lugar a nivel mundial como productor,
participando con 26,000 toneladas promedio anuales, lo que representd el 1% de la
produccién mundial. Para el afio 2001 la produccién nacional se incrementd a 41,000 ton.
Las principales areas productoras se localizan en los estados costeros del Pacifico, entre los
que destacan Sinaloa (26.1%), Guerrero (2096%), Sonora (19.4%), Oaxaca (148%) vy
Michoacan (4.1%). Entre las variedades que se cultivan en México destacan Pachequefio
seleccionado, Primavera, Ontagota 89 y Ostimur 89, Turnioca 89, Calentana, Verde Nacional

y Pungabarato (17).

Mexico ocupd el sexto lugar como exportador para el periodo mencionado, con una
participacion a nivel mundial de 4.4%, aportando 21,968 toneladas promedio anuales. Los
principales mercados de exportaciéon son los Estados Unidos, Australia, Paises Bajos e Israel
(17}.

Con excepcién de la presencia de oxalatos en la cascara y de acido fitico en la semilla
no hay ningun otro agente toxico, antinutricional o generador de color en ajonjoli (75, 77),
aungue recientemente se ha reportado la existencia de casos de respuesta alérgica a la
semilla descascarada, éstos no representan ni siquiera el 1% de los casos de alergias

alimentarias (39, 58, 59) .

4.2 Aislados proteinicos.-

Un aislado proteinico se define como la porcién, principalimente proteinica, obtenida de
granos limpios, sanos y de alta calidad por medio de la remocidén de los componentes no

proteinicos, hasta llegar a un 90% de proteina en base seca (Nitrogeno (%) x 6.5) (82).

Los aislados proteinicos se utilizan frecuentemente en productos carnicos para mejorar
la calidad y tolerancia al cocimiento, asi como realzar su sabor Son también cominmente

usados en productos horneados, para mejorar su calidad nutrimental.

Los aislados proteinicos deben poseer propiedades intrinsecas satisfactorias (e].

nutrimentales) y no aportar olores, colores ni sabores (o resabios) extrafios a los productos
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en los que se aplican. Ademas deben poseer propiedades funcionales como la solubilidad,
capacidad de gelificaciéon, de espumado, de emulsificacién, estabilidad al calor, entre otros,

que los hagan compatibles con los productos a los que se adicionan (9).

La figura 4.2.1 muesira el proceso de obtencion del aislado de ajonjoli bajo estudio. Se
puede observar que el porcentaje de proteina presente se incrementa a lo largo de la

extraccion y llega a ser superior al 90% de la composicién del aislado.

Semilla de Ajonjoli
25% Proteina

[ Uimpieza y Descascariiado

Aceite ] Prensado con calor. Expeller

Hasta

Almentacion &
Animal & Molienda

_
Harina con grasa

Extraccion grasa remanenie
con Hexano

Harma AJonjoll
50% Proteina

Remojo con
NaCH (pH 10)

£
Pasta Residual N e Ultrafiltracién
Fl

[l
Aislado Proteinico
90< % Proteina

Figura 4.2.1- Diagrama de flujo que muestra el proceso de
obtencién del aislado de ajonjoli (Sesamum indicum) usado
en este estudio.
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4.3 Propiedades funcionales de las proteinas -

Las propiedades funcicnales se definen como las propiedades fisicas y quimicas que

afectan el comportamiento de las proteinas en un sistema alimentario durante su

procesamiento, almacenamiento, preparacion y consumo (12}. Las propiedades funcionales

de las proteinas alimentarias se pueden clasificar en tres grupos principales (9, 21):

a)

b)

Propiedades de hidratacién (dependiente de las interacciones proteina-agua). Incluyen
propiedades tales como absorcién y retencién de agua, suculencia, hinchado, adhesion,
dispersabilidad, solubilidad y viscosidad (normalmente considerada, propiedad

hidrodinamica).
Propiedades dependientes de las interacciones proteina-proteina, tales como la
precipitacion, gelificacion y formacién de otras estructuras diferentes (fibras y pastas

proteinicas, por ejemplo).

Propiedades superficiales. Se refieren a la tension superficial de emulsificacion vy

caracteristicas espumantes de las proteinas.

Estos grupos no son totalmente independientes. Por ejemplo, la gelificacion no solamente

implica las interacciones proteina-proteina, sino también las interacciones proteina-agua. La

viscosidad y la solubilidad dependen tanto de ias interacciones proteina-agua como proteina-

proteina (Cuadro 4.3 .1).
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Cuadro 4.3.1.- Propiedades funcionales de las proteinas alimentarias que intervienen en

los diversos alimentos (12)

Propiedad funcional

Mecanismo

Sistemas alimenticios

Solubilidad

Absorcién de agua y
aglutinacion

Viscosidad/Retencion
de agua.

Gelificacion

Cohesidon/Adhesion

Absorcién de grasa

Formacién de espuma

Hidrofilia de la proteina,
dependiente del pH

Hidratacion ionica y
puentes de hidrégeno

DPependiente del tamafio
y forma hidrodinamica de
las proteinas

Formacion de una matriz
proteinica y solidificacién

La proteina actia como
material adhesivo por
medic de interacciones
ibnicas e hidrofébicas y
por puentes de hidrégeno.

Interacciones hidrofdbicas
enfre las grasas y la
proteina

Absorcién en interfases y
formacion de peliculas

Bebidas

Carnes, embutidos,
pasteles, panes.

Sopa, aderezos

Productos lacteos,
quesos

Carne, salchichas,
pastas, productos
horneados

Productos de panaderia
Emulsificacion,

Formacion y estabilizacion
de emulsiones de grasa,
formacion de peliculas en
interfases, Salchichas, sopa,
pasteles, aderezos

Betunes para pastel,
mousses, helados, postres.

Es de gran importancia el llevar a cabo la evaluacion sistematica de las propiedades
funcionales y nutrimentales de las nuevas fuentes proteinicas, ya sean concentrados o

aislados, ya que esto nos permitira evaluar y ayudar a predecir el comportamiento de los

mismos en sistemas alimenticios especificos.

4.3.1 Solubilidad.-

La solubilidad de una proteina es la manifestacion termodinamica del equilibrio entre

interacciones proteina-proteina y proteina-disolvente (72). La disolucién ocurre por la
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dispersion de las moléculas de proteinas en el disolvente. Se relaciona con cambios en las
interacciones de los residuos hidrofébicos e hidrofilicos sobre la superficie de la proteina con
el disolvente. Se presentan numerosas interacciones por puentes de hidrogeno,
interacciones dipolo-dipolo e interacciones idnicas (30). La disolucidn esta directamente
relacionada con la naturaleza fisicoquimica de la superficie de la proteina, la cual a su vez es
influenciada por el patrén de plegamiento de la cadena polipeptidica. La solubilidad depende
principalmente del pH, fuerza ibénica, tipo de disolvente y temperatura. Las proteinas
presentan la minima solubilidad a su pH isoeléctrico; pH donde la carga neta de la molécula
sera igual a cero. La solubilidad de la mayoria de las proteinas se ve afectada también por la
desnaturalizacion por calor, debido a Ia alteracion del balance de las interacciones proteina-
proteina y proteina-disolvente. La propercion de residuos hidrofébicos expuestos sobre la
superficie de una proteina influye en su estabilidad termodinamica. Aungue todas las
proteinas sufren desnaturalizacion térmica, aquéllas con mayor cantidad de estos residuos,

expuestos sobre su superficie seran mas susceptibles a este fendmeno (72).

El estado final de disolucion de la proteina se relaciona con otras propiedades
funcionales importantes, entre ellas la emulsificacién, que es una propiedad de superficie y
que requiere un nivel alto de hidratacion y de dispersion de la proteina (72). Las
caracteristicas de solubilidad son utiles para la determinacién de las condiciones de
extraccion y purificacion éptimas a partir de fuentes naturales. La disolucién indica, en buena
medida, las aplicaciones potenciales de la proteina, esto es debido a que el grado de no
disolucidn o la cantidad de proteina precipitada, es el indice mas practico que refleja tanto Ia
desnaturalizacion proteinica, como la agregacién de proteinas. Existe una relacién entre las
proteinas inicialmente existentes en estado desnaturalizade y parcialmente agregado y su
capacidad para participar en la gelacion, espumado y emulsificado. Por otro lado, la
solubilidad casi siempre se ve reducida irreversiblemente, cuando se involucra calentamiento
(94). Por ultimo, los valores de proteina soiuble a los diferentes pH son indicadores dei estado
de un aislado proteinico y permiten proponer el sistema alimenticio al que se puede

incorporar.
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4.3.2 Absorcion de aceite.-

La capacidad de absorcion de aceite que presentan las proteinas es muy importante
para su aplicacion como extensores en productos embutidos y sustitutos de came,
principalmente porque mediante esta propiedad funcional se mejora la retencion de sabor asi
como la palatabilidad de los productos alimenticios. El mecanismo por el cual se lleva a cabo
la absorcidn parece ser la retencion fisica del aceite en un estado sélido, semisélido o fluido
(9). Las interacciones de la proteina con el aceite dependen en gran medida de la

composicién y conformacion de la misma (52, 62).

4.3.3 Emulsificacion.-

En una emuisién de dos fases, un liquido se halla disperso en otro en forma de gotas
largas (>0.3 ym). Son llamadas aceite-agua (o/w) si la fase continua es agua y agua-aceite

{w/0) si es al revés (23).

Una de las propiedades funcionales primarias para muchos sistemas alimentarios es
la capacidad de las proteinas para formar emulsiones. Las emulsiones son dispersiones o
suspensiones de dos liquidos no miscibles, aunque la estructura de la mayoria de las
emulsiones alimentarias es mucho mas compleja (12, 23, 52). Las emulsiones alimentarias
pueden ser del tipo aceite en agua como la leche, o bien agua en aceite, como la margarina y
la mantequilla. Estos productos son inestables a menos que se encuentre presente una
sustancia anfifilica en la interfase entre las fases que forman la emulsion. Existen muchas

proteinas que se comportan de manera anfifilica.

Las propiedades de las emulsiones estabilizadas por proteinas se ven afectadas por
diversos factores. Estos incluyen factores intrinsecos, como el pH, fuerza ibnica,
temperatura, presencia de surfactantes de bajo peso molecular, azucares, volumen de la
fase oleosa, tipo de proteina y el punto de fusion del aceite usado. Existen también factores
extrinsecos tales como el tipo y disefio del equipo, asi como la intensidad del aporte

energético (12, 23, 52).
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Aunque la solubilidad es importante para la capacidad de emulsificacion, no se
requiere que la proteina posea un 100% de solubilidad. Mientras que las proteinas altamente
insolubles no actlan bien como emulsificantes, no existe una relacién confiable entre la
solubilidad y las propiedades emulsificantes de una proteina en el intervalo de 25-80% de

solubilidad, por lo que es dificil correlacionar cuantitativamente estas dos propiedades (719).

4.3.4 Estabilidad de emulsion.-

Las emulsiones son sistemas termodinamicamente inestables, lo que significa que las
dos fases tienden a separarse con el tiempo. Una emulsion “estable” es aquélla cuyo tiempo
de separacién es largo (orden de meses en temperatura de refrigeracion). Las gotas (fase
dispersa) en una emulsién se hallan en movimiento continuc chocando entre ellas. Después
de las colisiones pueden suceder tres cosas; la primera sera gue las gotas se separen de
nuevo; la segunda, que se peguen unas a ofras a través de una delgada pelicula que las una
(floculacién), 6 por ultimo gque varias de ellas se unan, dando lugar a una gota de tamafo
mayor (coalescencia). Una vez que floculan o coalescen, las nuevas gotas precipitan o flotan
mas rapidamente que las gotas individuales, cuestion que llevard a tener una emulsiéon no
homogénea y subsecuentemente a la separacién de las fases, dando lugar a una emulsion
desestabilizada. Los medios por los cuales se mantiene a una emulsidn estabie pueden ser
ya sea mecanicos o quimicos, estos Ultimos actlan a través de la adicién de aditivos que

generan diferentes fuerzas de estabilizacion (12, 23, 52).

4.3.4.1. Fuerzas de superficie.-

Son todas aquellas fuerzas estaticas de origen molecular que actuan entre las
particulas y dependen de la separacion de las mismas. Dichas fuerzas dependen tanto de las
propiedades de las particulas como del medio circundante. Los tipos de fuerza mas
comunmente observados son tipo van der Waals, electrostaticas, inducida por un polimero,

hidrofébicas y fuerzas de hidratacion. (23, 52).
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4.4 Proteinas de reserva -

Durante su desarrollo, muchas semillas acumulan su reserva de proteinas en vacuolas
de almacenamiento o en cuerpos proteinicos, cierto numero de ellas sufre modificacion
proteolitica como parte de su proceso de maduracion. Las proteinas de reserva 11, 7 y 25
son sintetizadas como precursores que se modifican post-traduccionalmente en dichas
vacuolas a traves de la accion de la enzima asparaginil endopeptidasa. En muchas proteinas
11S de reserva de diferentes especies vegetales, el sitio de corte de la enzima es un enlace
peptidico unico y bien conservado ubicado entre [os residuos asparagina (Asn) y glicina (Gly).
Tras este evento se generan dos péptidos, uno acido y otro basico, ambos caracteristicos de

las especies maduras.

Las globulinas 11S se aislan normalmente de leguminosas en forma de hexameros,
formadas a través de una serie de pasos, donde cada subunidad es producto de una
pequefia familia de genes. La figura 4.4 1 muestra el mecanismo de formacion de estas
proteinas, donde los precursores de las subunidades se sintetizan en el reticulo
endoplasmico rugoso, lugar en el que es removido el péptido sefal, para ser ensambladas
como trimeros en el lumen del mismo reticulo. También en el lumen ocurrira la glicosilacion,

el plegamiento con ayuda de chaperonas y la formacion de los enlaces disulfuro.

Al tiempo que son ensamblados, los trimeros son secretados a través del aparato de
Golgi hasta las vacuolas de almacenamiento proteinico. Su acumulacién en dichas vacuolas,
se acomparia de un corte post-traduccional en Ia subunidad de la pro-globulina, en el enlace
Asn-Gly. La ruptura del trimero se sabe que esta asociada con la aparicion de hexameros en
la vacuola, esto quizas a que las modificaciones proteoliticas, causen cambios estructurales
en la proteina, que estimulan dicho ensamblaje como hexameros. Es sabido que los
hexameros formados a partir del corte del trimero, resisten posteriores cortes de la enzima,
por lo que la accién de la enzima parece ser un paso previo para el correcto empaquetado de
las proteinas, ya sea en las vacuolas de aimacenamiento o en los cuerpos proteinicos (38, 50,
54),
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Figura 4.4.1. Mecanismo de formacion de la globulina 118 en distintas leguminosas.
La formacion de cada una de las subunidades de la pro-globulina es dirigida por
diferentes familias de genes. La pro-globulina es generada en el reticulo
endoplasmico rugoso (RE} y alli mismo fe serd removido el péptido senal. En lumen
del RE las subunidades seran ensambladas en trimeros y alli también ocurrira Ia
glicosilacién, plegamiento y formacion de los enlaces disulfuro. Los trimeros seran
transportados a las vacuoias de aimacenamienio proteinico {VAF) a través del aparaio
de Golgi. Una vez en las vacuolas ocurrira el corte post-traduccional en el enlace Asn-
Gly, dando lugar a la formacién del hexamero donde cada subunidad estara
conformada por un péptido &cido y uno bdsico unidos entre si por uno o varios
enfaces disulfuro (43, 61, 92),

Las globulinas son las proteinas de reserva mayoritarias en los granos de leguminosas,
fueron aisladas originalmente de la semilla de Pisum sativum por Osborne y Campbell (1898)
y luego fueron separadas en dos fracciones mayoritarias, tipo legumina y tipo vicilina. En
1949 Danielsson demostro que en muchas especies de leguminosas existen dos tipos de
globulinas, con coeficientes de sedimentacion de aproximadamente 7S y 11S. Con base en
su coeficiente de sedimentacion fueron llamadas globulinas tipo vicilina y legumina

respectivamente (22).
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Las proteinas de reserva desempefian un papel importante en la alimentacion humana
debido al contenido elevado de éstas en las semillas y a su alto nivel de expresion y

acumulacién. Estas proteinas determinan el valor nutrimental de la semilla (35, 89).
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5.0 Antecedentes.-

5.1 Proteinas vegetales de reserva y sus propiedades funcionales.-

Las proteinas de reserva mas estudiadas y donde mas esfuerzos se han enfocado al
estudio de sus propiedades funcicnales son las de soya (Glycine max). Se ha evaluado la
capacidad de espumado y emulsificado de las proteinas tipo 11S (glicinina) (91, 92), y de la
subunidad acida de la misma (46), demostrando la alta capacidad para formar emulsiones que
presentan, ademas la subunidad acida (30-40 kDa) de esta proteina presenta una mayor
capacidad de emulsificacién que el monomero (50-60 kDa). En un diferente trabajo (51) se
estudio la relacidon entre la estructura y fas propiedades fisicoguimicas de las subunidades de
la B-conglicinina de soya y se relacioné con su solubilidad y habilidad para formar emulsiones,
enconfrandose que las diferentes subunidades de esta proteina presentaban variaciones en
las siguientes caracteristicas: poder emulsificante, solubilidad, agregacion térmica,
estabilidad térmica y en la hidrofobicidad superficial En el afio 2000 se reporta (45) la
influencia que ejercen el pH y la fuerza idnica, en la estructura molecular de la glicinina (11S5)
desnaturalizada por calor, hallando que la forma 7S presenta una temperatura de
desnaturalizacién menor que la forma 11S, ademas de que la relacion 75/11S influencia el
grado de desnaturalizacion de la glicinina, un afo después otro grupo (53), estudid la
formacion de agregados inducidos por calor en la R3-conglicinina (7S), encontrandose que la
formacion de los mismos ocurre sélo a temperaturas superiores a la de desnaturalizacion, de
lo que concluyen que para la formacion de agregados, sera requisito un cierto estado de
desnaturalizacién de la proteina, por otro lado, también encontraron que al incrementar [a
fuerza idnica, el tamafio y cantidad de los agregados también aumentd, lo mismo sucedi6 en

refacion con el tiempo de calentamiento.

En 1990 se presenta ¢37) un estudio sobre las propiedades fisicoquimicas vy
funcionales de espumado y emulsificado de una proteina tipo 12S en Brassica napus. En
1996 otro grupo (29) evalud los estados intermedios de desnaturalizacién de globulinas de
amaranto al someterlas a la accién de agentes desnaturalizantes; ese ario, el mismo grupo
(30) estudio la estabilidad térmica en geles formados por estas mismas proteinas. Un afio

después, un diferente grupo (5) evalué la digestibilidad de proteinas 11 y 7s (tipo legumina)
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de cuatro distintas plantas, en funcién de los grados de solubilidad que presentaban, en
respuesta a las diferentes agrupaciones de sus subunidades individuales, encontrando entre
otras cosas que aquellas con baja solubilidad y por tanto en agrupaciones agregadas no son
digeridas in vifro eficientemente. En 1998 (8) se estudiaron las modificaciones en la estructura
de la globulina 11S de amaranto por efecto del pH y la fuerza iénica. Al afio siguiente, el
mismo grupo (9) evalud el efecto que los puentes disuifuro ejercian en la estabilidad de esa
misma proteina, reportando que la mayor parte de los residuos de cisteina en las formas
agregadas de esta proteina, se hallan formando enlaces disulfuro; ese mismo afno trabajando
con la misma planta, un grupo diferente (89) purifico, cristalizd y caracterizo por rayos x a la
subunidad de 36 kDa de la 11S.

Es en el afio 2000, cuandc se reporta (22} la separacién y comparacion de las
principales globulinas (2, 7 y 11S) de ocho distintas especies de leguminosas, encontrandose
una alta similitud en sus perfiles electroforéticos y en el coeficiente de sedimentacion que sus
principales subunidades presentan. Al siguiente afo (87) se reporta la purificacion y
caracterizacion de las subunidades componentes de las distintas globulinas de reserva en
Vigna radiata, encontrandose también la alta similitud que presentaba con otras plantas,; este
mismo afio (57) se reportd la sobrexpresion, purificacion y correcta renaturalizacion de la

globulina 118 de amaranto.

5.2 Globulinas de ajonjoli. Caracterizacién y propiedades
funcionales.-

Los trabajos realizados sobre ajonjoli son pocos y mas aun los referentes a las

propiedades funcionales de sus proteinas de reserva.

En lo referente a la caracterizacion y estructura de las globulinas de ajonjoli, en 1978
se fecha el primer reporté encontrado (32), donde se describen las subunidades componentes
de la entonces llamada globulina 13S de ajonjoli, dicha descripcién fue realizada a traves de
geles de SDS-PAGE, por lo que se reportaron sélo los fragmentos que componen al
monémero (50-60 kDa). En 1980 (67) se reportan los cambios en la estructura secundaria de

la a-globulina de ajonjoli después de ser sometida a diferentes agentes quimicos agresivos.
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En 1985 (41) se encuentra el trabajo mas completo sobre caracteristicas fisicoguimicas de
proteinas de ajonjoli, donde se reportaron las formaciones de pesos moleculares mayores a
60 kDa, ademas de una estructura para la a-globulina. En lo relacionado con su solubilidad,
también reportaron algunos de los disclventes utilizados para su disolucién, asi como el
efecto del pH y de los agentes desnaturalizantes sobre esa misma propiedad. El siguiente
afio ofro grupo (63) proponen una forma y estructura cuaternaria de la a-globuiina, la cual
segun ellos estaria formada por seis subunidades esféricas localizadas en los vértices de un
octaedro. En 1988 (70) se aisld y caracterizé a la R-globulina de esta semilla, misma que se
reporté con un peso molecular de 15 kDa. En 1988 y 1992 un mismo grupo (85, 86) evaludé la
resistencia de la a-globulina a la accién de distintas proteasas encontrandose que esta
proteina era muy resistente a la accidn de la tripsina y de la quimiotripsina. Es hasta 1999
que (84) se clonaron la globulina 118 y la albumina 2S de ajonjoli, en ese estudid se reporta

la estructura primaria de dichas proteinas.

5.2.1 Globulina 11S. Estructura primaria y analisis de la misma.-

Las propiedades funcionales de las proteinas en alimentos, entre otras cosas se
relacionan con la estructura que éstas presentan, es por esto que el conocimiento de dicha
estructura, asi como los cambios que en ella ocurran durante su procesamiento, seran
condiciones esencial para mejorar su comportamiento come aditivo funcional o, como es el
caso de esta proteina, para determinar las condiciones y alimentos donde pueda ser
incorporada. El cuadro 5.2 1 muestra la estructura primaria de la globulina 11S reportada
(84), asi como la prediccion de su estructura secundaria. Los tres métodos utilizados
muestran la predominancia de arreglo al azar. En la prediccién por Jpred (37) puede
observarse aproximadamente un 18% de conformacién Beta y un porcentaje similar de
conformacion hélice. Los valores arrojados por Gor IV (27) aunque muestran un mayor
contenido de hélices, no son tan precisos como los de Jpred (Lépez R. Comunicacion Personal)
(47). Diferentes trabajos reportan la influencia de la conformacioén hélice en la formacién de
emulsiones; en pariicular en proteinas globulares, las hélices formaran dos tipos de residuos
uno hidrofilico orientado hacia la fase polar y otro hidrofébico inmerso el fase apolar (10, 43,

65), sin embargo la conformacion que una proteina adopte en la gota de emulsién dependera
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también de ofro factores como son su flexibilidad, estructura terciarfa y en algunas proteinas

la estructura derivada de un comportamiento de asociacién-disociacion (23, 52).

Cuadro 5.2.1. Secuencia de aminodcidos de Ila globulina 118 de ajonjoli,
487 a.a (84) y prediccion de la esfructura secundaria a través de 3
diferentes métodos informaticos de prediccién: Gor IV (Garnier et al.,
1996) (27), Predict Protein (Burkhard Rost, Cubic) (68), JPred versién 2
(Barton Group- EMBL-European Biolnformatics Institute, Wellcome Trust
Genome Campus, Hinxton Cambs) (37). Todas las predicciones se
realizaron a través de ExPASy Molecular Biology Server (16). Los
residuos en color rojo reflejan las regiones predichas para hélices, los
de color amarillo son las predicciones para conformacion beta y los de
color negro seran las regiones que presentan arreglo al azar.

Gor IV ProteinPrediction Jpred
Hélices 35.81 18.1 18.91
Beta 17.30 24.1 18.30
Arreglo al azar 46.88 57.8 62.77
MV« E0F LTS L SAAIAQTREPRLTQGQACRFQRISGAQPSLR - EGG ‘

WDERQ: - 2022w RS TIRPNGLSLPNYHPSP RGQ

PGCAETYQVHRSQRTMERTEASEQQDRGSESVRDLHQK - "'ERQGD P3G
A NDGSED. © - DVNHLSNQLDQKFR AGGVPRS:ELEQQA
RQTFHNIFRAFD AR L 2= A FNVROFTIZRIOSEEEERG T  'RERM  RPD
EEEGEQEHRGRGLDNGLEZETFITHIKFRTNVESRREADIFSRQAGR DR
NKL=H s miEniL YSNALVSPDWSMTG RGDA. DHNG
QA DRVNQGE PQYY AGNNGF - - TTGSPMRSPLAGY

El analisis de la composicién y tipo de aminoacidos de esta proteina puede observarse
en el cuadro 522, donde se muestra que un 40% de los aminoacidos son no polares,
mientras que un 25.9% presentan carga, de los cuales un 14.1% presentan carga positiva, la
arginina es el aminoacido mas abundante con 10.1%. Del 11.8% de aminoacidos con carga
negativa, un 6.8% corresponderan al acido glutdmico. Entre los aminoacidos no polares mas
abundantes se hallan la leucina con 9.9%, alanina 7.2% y la valina con 6.6%. Entre los
aminoacidos polares sin carga, los mas abundantes seran la glicina con 7. 7% y la glutamina
con 6.8%.
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Cuadro 5.2.2. Composicion de aminoacidos (%) v
porcentaje de residuos aminoacidos segiin su polaridad de
fa globulina 118 de ajonjoli, basados en la secuencia
reportada por Tai et al. (84).

:Composicién aminoaci %

Con referencia a los requerimientos establecidos por FAO-WHO-ONU, que se basan
en la ingesta diaria recomendada para un adulto sano, de cada aminoacido (Anexo 1) (18), se
observa la superioridad de la globulina 11S de ajonjoli, en cuanto al incremento en el
porcentaje de los aminoacidos esenciales; treonina (1.6%), valina (3.1%), isoleucina (1.4%),
leucina (3 3%) v triptofano (0.5%); el incremento del total de los esenciales es de 9%. El valor
reportado para el total de aminoacidos azufrados es igual al de esta proteina y en lo referente
al total de aminoacidos aromaticos hay un incremento del 2.7% en la 11S. Sin embargo esta
proteina sera limitante en el aminoacido lisina, por lo que no cubre los requerimientos
reportados por la FAO-WHO-ONU (78), no obstante, los valores mostrados indican la
conveniencia de mayores estudios, esto debido al aprovechamiento potencial gue esta

proteina parece presentar para fines de alimentacién humana,

El analisis de hidrofobicidad realizado sobre la secuencia aminoacida y llevado a cabo
por el método de ProtScale (69) (cuadro. 52 3), muestra la periodicidad de la secuencia
aminoacida: no polar-polar, misma que es hallada en proteinas que eficientemente se

absorben en la interfase aceite-agua, estabilizando la emulsidn (42, 52).
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ProtScale outpit far user sequence

Escala de Valores de Aminoacidos:
’ Ala: 1.800 Leu: 3.800
> Arg: -4.500 Lys: -3.900
Asn: -3.500 Met: 1 900
1 Asp: -3.500 Phe: 2 800
o Cys: 2.500 Pro: -1.600
Gln: -3.500 Ser: -0.800
b Glu: -3.500 Thr: -0.700
W Gly: -0 400 Tip: -0.900
His: -3.200 Tyr:-1.300
- Ile: 4 500 Val: 4200

Cuadro 5.2.3. Hidrofobicidad de la globulina 118 de ajonjoli. Llevada a cabo por el
método de hidrofobicidad de ProtScale (Kyle and Doclittle, 1982} (69} y a través
de ExPASy Molecular Biology Server (16).

En lo referente a propiedades funcionales, es hasta 1983 que se presenté el primer
reporte (74), donde se evalud la capacidad de formacion y estabilizacion de dos tipos de
emulsiones alimenticias con una harina de ajonjoli, reportandose un poder emulsificante muy
parecido al de la lecitina de soya. Un afio después un grupo diferente (77) evalud las
propiedades nutricionales y funcionales de una harina de ajonjoli y de sus hidrolizados
enzimaticos. Es hasta doce arfios después (3) que se retoma el estudio de estas propiedades
en esta semilla y se reporta el efecto que distintos tratamientos ejercen sobre las
propiedades funcionales de una harina de ajonjoli. En 1997 (15) se evaluan y comparan las
propiedades funcionales de harina de ajonjoli completa contra una desengrasada. En los
afios 1999 y 2002 un mismo grupo (48, 49) evalua y compara, también las propiedades
funcionales de una harina de ajonjoli, pero entre diferentes tratamientos usados

tradicionalmente en el procesamiento casero de alimentos.

Exploraciones previas por parte de nuestro grupo de trabajo mostraron la alta
capacidad de distintas harinas de ajonjoli para formar y estabilizar emulsiones aceite-agua.
La figura 5.2.3 muestra la estabilidad de ia emulsién, medida como porcentaje de aceite
coalescido para dos condiciones diferentes de pH para el aislado en cuestion. Se logra
observar que a temperatura ambiente y casi 6% de proteina, la fraccion de aceite separada

es insignificante.
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6.0 Objetivo general.-

+ Identificar en un aislado de ajonjoli las proteinas responsables de la formacion y
estabilizacibn de emulsiones aceite-agua. A través de la caracterizacion
bioquimica de las proteinas mayoritariamente responsables de dicha propiedad,
se pretende obtener la informacion que permita optimizar su extraccion para

uso en alimentacién humana.

6.1 Objetivos especificos.-

« Caracterizar el aislado proteinico en cuanto a su composicién proximal y el
comportamiento de disolucién que presenta a diferentes valores de pH y en
presencia de diferentes disolventes. Asimismo se determinara su capacidad
para formar y estabilizar emulsiones aceite-agua. A fravés de técnicas
electroforéticas se determinara el perfil de pesos moleculares de las proteinas
que conforman al aislado, de la emulsibn aceite-agua previamente

desestabilizada y del aislado disueito bajo las distintas condiciones.

- Aislar las proteinas responsables la capacidad de formar y estabilizar emulsiones

aceite-agua

» Caracterizar las proteinas mayoritariamente responsables de la formacion y
estabilizacién de emulsiones aceite-agua en funcién del comportamiento de
disolucion que presentan a diferentes valores de pH y en presencia de distintos
agentes quimicos. Determinar, a través de perfiles electroforéticos, su
comportamiento en presencia y ausencia tanto de un agente reductor como de
un detergente. Determinar los pesos moleculares mediante el uso de

cromatografia de exclusién molecular.
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7.0 Diagrama experimental.-
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Figura 7.0. Diagrama experimental que muestra el proceso que se llevé a cabo
durante la realizacién de este estudio.
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8.0 Metodologia y materiales.-

8.1 Materiales bioldgicos.-

L.a muestra inicial fue un aislado proteinico de ajonjoli (Sesamum indicum), de
variedad desconocida, proporcionado por la empresa procesadora de ajonjoli Distribuidora
Internacional de Productos Agricolas SA de CV. (Dipasa, Celaya, Guanajuato, México) y
cuyo proceso de obtencion se muestra en la figura 4.2.1. El aislado se almacens hasta su

uso protegido de la luz y el oxigenoy a 4 °C.

8.2 Composicion del aislado proteinico.-

Se realizd segun los métodos de andlisis de la asociacion de quimicos analistas
oficiales ACAC (Ed. 16th), 1995. Humedad (925.09), cenizas (923.03), extracto etéreo
(920.39), fibra cruda (977.14) y proteina (962.09) (1)

8.3 Cuantificacion de proteina.-

8.3.1 Determinacion de proteina soluble.-

En general los métodos de determinaciéon colorimétricos se basan en que, ciertos
iones metalicos y colorantes se unen a las proteinas en radios especificos generandose color.
Dentro de un rango especifico de concentracion proteinica, estos reactivos dan lugar a una
banda de adsorcién, cuya intensidad sera proporcionalmente lineal a la concentracion de

proteina de una disolucién.
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En este estudio las determinaciones se hicieron segun el método de Lowry soluble-
SDS modificado (60). El principio se basa en la reaccién en un medio alcalino de las proteinas
con el ion Cu+. Se produce un color azul que es potenciado por la accion del reactive Folin-

ciocalteu.

A un volumen de 1 mL de disolucion proteinica se le agrega un volumen igual de la
siguiente disolucion: 1 mL CTC (carbonato de sodio al 1 %, tartato de potasio al 0.2 % y
sulfato de cobre al 0.1 %) + 1 mL NaOH (hidréxido de sodic 0.8 N) + 1 mL SDS (dodecil
sulfato de sodio al 10 %). Esto se realiza con agitaciéon en vortex. Se deja reposar 10 min a
temperatura ambiente. Se procede a adicionar 0.5 mL de Ia disolucion 1x vol. reactivo folin-
ciocalteu + 5x vol. H20 desionizada; esto se hace también en agitacidn y se deja reposar 30
min a temperatura ambiente. Una vez hecho esto se determina la absorbancia a 750 nm.
Como referencia se empled una curva patron de albumina sérica bovina (Sigma-Aldrich Fine

Chemicals, St. Louis Missouri, U.S A)) (ver anexo Il).

8.3.2 Determinacion de proteina insoluble.-

La determinacién se basa en una modificaciéon del método de Lowry, reportada por
(Garcia y Vazquez (24), en la que se ileva a cabo un paso previo de disolucién aicalina de la

proteina de la muestra a 100 °C.

A un volumen de 1 mL de disolucion proteinica se le agrega un volumen igual de
NaOH (hidroxido de sodio 2 N) y se calienta a 92 °C durante 30 min. Una vez enfriada se
toma 1 mL y se le agrega un volumen igual de la siguiente disolucién: 1 mL CTC (carbonato
de sodio al 1 %, tartato de potasio al 0.2 % y suifato de cobre al 0.1 %) + 0.75 mL NaQOH (0.8
N) + 1.25 mL H20. Esto se realiza con agitacion en vortex. Se deja reposar 10 min a
temperatura ambiente. Se procede a adicionar 0.5 mL de la disolucion 1x vol. reactivo folin-
ciocalteu + 5x vol. H20 desionizada; esto se hacé también en agitacion y se deja reposar 30
min a temperatura ambiente. Una vez hecho esto se determina la absorbancia a 750 nm. Se
utiliza como referencia una curva patrén de caseina (Research Organics, Cleaveland Ohio,
U.S A) (ver anexo Il).
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8.4 Solubilidad de las proteinas del aislado.-

8.4.1 Cambio de la solubilidad del aislado proteinico en funcién
del pH.-

Se realizé de acuerdo con la metodologia propuesta por Popineau ef al (66). Se
preparé una suspension del aislado con una concentracion de 1% de proteina (p/v) en 30 mL
de agua. Esto se realiz6 para valores de pH entre 2 y 12, ajustados con HCI 1 y 0.1 N (Merck
KgaA, Darmstadt, Deuttschland) y NaOH 1y 0.1 N (J. T. Baker, Phillipsburg, N.J., USA),
ambos grado analitico. Las determinaciones de pH se realizaron con un potencidometro
Corning® 340, mientras la disoluciones se hallaba en agitacién en un agitador magnético. La
suspensiones de proteina se agitaron orbitalmente en un agitador orbital, a 120 rpm durante
30 min a 30 °C. Se procedié a leer y ajustar el pH con los mismos reactivos y aparatos
usados anteriormente. La lectura y el ajuste se realizé tres veces mas, después de agitar
bajo las mismas condiciones usadas anteriormente. Se procedid a centrifugar las
disoluciones a 10,000 rpm durante 30 min, a 4 °C en centrifuga (Beckman, Palo Alio, CA,
U.S.A) J2-MC y por uitimo se determind la proteina soluble en el sobrenadante por la técnica
de Lowry-SDS (60).

8.5 Emulsiones.-

8.5.1 Preparacién y estabilizacién de emulsiones.-

Se realizé segun el protocolo de Dargorn Scaviner Lefevre (71), que mide el efecto
emulsificante de la proteina al determinar el grado de coalescencia (aceite separado). A partir
del aisiado proteinico, se prepararon disoluciones de proteina al 6, 8 y 10% en 65 mL de
buffer de fosfatos de sodio 0.1 My pH 7.0, se agitaron durante 30 min en un agitador orbital a
120 rpm y 30 °C. En tres ocasiones se verifico y ajusté el pH a 70 con HCI 1.0y 0.1 N
(Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland) y NaOH 01y 0.1 N (J T. Baker, Phillipsburg, N.J ,
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U.S A), ambos grado reactivo. Al finalizar, se ajustd el volumen a 75 mL con buffer de fosfato

de sodio.

A continuacion, a las suspensiones se les agrego, 25 mL de aceite de maiz La Gloria®
(Arancia Corn Products, Guadalajara, Jalisco, México). Se homogenizd a 20,500 rpm con
equipo homogenizador Janke & Kunkel®, Ultraturrax® (Deutschland) TR-25 durante 2 min.
Una vez generada la emulsién, se vaciaron de cada matraz, aproximadamente 11 mL en
cuatro tubos conicos de 15 mL y se centrifugaron en equipo Sol-Bat C300 a 300 rpm durante
10 min. Una vez hecho esto, se determinaron los volumenes total, de emulsién, de

precipitado, de fase acuosa y de aceite separado.

Se realizd el mismo procedimiento para concentraciones de proteina de 6 v 8% y

volumenes de aceite de 30, 40 y 50 mL en un volumen total de 100 mL.

8.5.2 Ensayo de inversion de la emulsién aceite-agua.-

El ensayo consistié en preparar una emulsion aceite-agua a la que se adiciono aceite de
manera continua hasta e} punto de vire en el que dicha emuisién se torné en una de tipo
agua-aceite. Se utilizd una disolucion de buffer de fosfatos de sodio 0.1 M al 8% de proteina
y pH 7.0, se agitd durante 30 min en un agitador orbital, a 120 rpm y 30 °C. El pH se verificd
tres veces y se ajusté a 7.0 con HCI 10 y 0.1 N (Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland) y
NaOH 1.0 vy 0.1 N (J. T. Baker, Phillipsburg, N.J., U.S A) ambos grado analitico. Una vez
hecho esto y con homogenizacién simultanea en equipo homogenizador Janke & Kunkel®,
Ultraturrax® (Deutschland) TR-25 se adicioné de manera lenta y continua aceite de maiz; la
adicion de aceite se detuvo al momento en que la emulsién aceite-agua se invirtié a agua-

aceite.

Con el objeto de medir la capacidad del aislado de estabilizacién de la emulsion, se
procedié a la desestabilizacion de la misma, a través del uso de fuerza centrifuga, tal y como
se describe a continuacion: se tomaron 125 mL de emulsidén y se le adicionaron 80 mL de

buffer de fosfato de sodio 0.1 M, pH 7. Una vez hecha la mezcla, se centrifugd a 10,000 rpm
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durante 45 min a 4 °C. Se observaron cuatro fases; emulsion, fase acuosa, precipitado y
aceite, se separd la fase acucsa y el aceite por aspiracidon. Se repitié el lavado, la
centrifugacion y la separacién tres veces mas. Al remanente, que consta de precipitado y
emulsion se le agreg6 en un volumen 1:1, una disolucién al 6% de SDS (dodecil sulfato de
sodio) y 10% de glicerol y se calentd a ebullicidn durante 5 min con agitaciéon continua; una
vez hecho esto se centrifugd a 15,000 rpm por 30 min y 4 °C. Se elimind el aceite separado,
la fase acuosa y la interfase por aspiracion. A la emulsidon y precipitado remanente se les
adiciond 20 mL de agua desionizada y se agitd para lavar. Se centrifugd a 10,000 rpm
durante 45 min a 4°C, se elimind la fase acuosa y el aceite. Se repitio tres veces mas el
lavado con agua, la centrifugacion y la eliminacién de aceite y fase acuosa. Se obtuvo una
disolucion de proteinas a la que se le realizé un lavado con éter (1:1) v/v, agitando por 5 min
y con una posterior centrifugacién a 10,000 rpm durante 15 min a 4 °C. Se evapord el éter
remanente en la campana de flujo laminar. Esta disolucién se someti6 a dialisis contra agua
desionizada vy se le cuantificd proteina soluble por el método de Lowry reportado

anteriormente (60).

En un ejemplo practico los resultados generados de este ensayo pueden leerse como
sigue:

1. En un sistema donde se puso 71 mL de aceite + 29 mL de disolucidn de buffer
de fosfatos de sodio, al 8 % de proteina, el cual se homogeneizd hasta formar

una emulsién, misma que representd el 100% del total (100 mL).

2. El sistema (emulsion) se desestabilizé por accién de fuerza centrifuga dando

lugar a los siguientes valores: 28.55 mL emulsion + 145 mL aceite separado

3 Lo cuatl significa que en un sistema con un volumen total de 100 mL donde 71
ml. corresponden a aceite, 29 mL de disolucidon de buffer de fosfatos de sodio,
al 8 % de proteina (8 g a proteina) se obtuvo que: por cada gramo de proteina

adicionada al inicio, se generarcn 12 3 mL de emulsién estable.
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8.6 Determinacion de proteinas por electroforesis.

Se utilizaron geles de poliacriiamida separados en dos zonas: una zona de
concentracion (4.5% acrilamida, pH 6.8) y otra donde se lleva a cabo la separacién de las
proteinas (pH 88). En los diferentes geles preparados se varid la concentracién de
acrilamida en el gel separador del 6 al 20%. Las tinciones de los geles se realizaron tanto
con azul de Commasie, como con plata segun lo reportado por Laemmli (44). Los reactivos y
marcadores fueron marca Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules, CA, USA) y
Pharmacia (Amersham-Pharmacia, Little Chalfont, Buckinghamshire, England) Todos los
geles se hicieron en camara Hoeffer® vertical con vidrios de 18 x 16 cm, 6 en camara Bio-
Rad® Mini Protean® |l System vertical con vidrios de 8 x 6 cm. Las fuentes de poder
utilizadas en todos los casos fueron Hoeffer (Hoeffer Scientific Instruments, San Francisco,
CA, US.A) modelo PS 3000 y E-C® modelo 600-90.

8.6.1 Determinacion de proteinas por electroforesis en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).-

La determinacién de las distintas proteinas bajo condiciones desnaturalizantes se llevo
a cabo por el método de SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil
sulfato de sodio) segun lo reportado por Laemmli (44). EI SDS es un detergente que confiere
a las proteinas una carga neta negativa, en conjunio con la ruptura de los puentes disulfuro
existentes por accidén del agente reductor B-mercaptoetanol se logra un desdoblamiento de
las proteinas con una densidad igual de carga y una forma similar. El pH del sistema se

amortigua con buffer de tris a pH 6 8.

8.6.2 Determinacion de proteinas por electroforesis en
condiciones no-reductoras -

La visualizacién de los péptidos asociados a través de puentes disulfuro se realizé
bajo condiciones no reductoras, por el método descrito en el inciso 8.6.1, pero en ausencia

del agente reductor &-mercaptoetanol.
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8.6.3 Determinacién de proteinas por electroforesis en
condiciones nativas-

La visualizacién de las proteinas en su forma nativa se determiné utilizando el mismo
sistema de electroforesis usado anteriormente, pero en ausencia tanto de B-mercaptoetanol
como de SDS.

8.6.4 Determinacidén de proteinas por electroforesis en presencia
de urea -

Las proteinas que presentan alta hidrofobicidad usualmente presentan problemas de
movilidad en electroforesis SDS-PAGE, gracias a la disociaciéon incompleta de sus
subunidades y/o a una limitada solubilidad en el gel Para solucionar este problema se
incorpora una alta concentracion de urea. El procedimiento es el mismo que para el SDS-
PAGE, con la excepcion de que la urea se adiciona tanto en el gel concentrador como en el
separador. Se utilizaron disoluciones de urea de 3, 6 y 9 M y esta se adiciond tanto en la

muestra como en gel separador y en el concentrador.

8.6.5 Separacion de proteinas mediante electroelucion-

Se realizaron varios geles preparativos con el fin de cortar las bandas
correspondientes a las proteinas de 50-60 kDa para luego electroeluirlas. Todos los geles se
hicieron en camara Hoeffer (Hoeffer Scientific Instruments, San Francisco, CA, USA)
vertical con vidrios de 18x16 cm. Se usaron peines separadores de 1.5, 0.75 mm y un
separador que permitié un espacio de 5.25 mm, con lo que se logra cargar un volumen de
1575 mL.

La electroelucion se llevé a cabo en equipo Hoefer Gel Eluter (Hoeffer Scientific

Instruments, San Francisco, CA, U.S. A). Se realizaron varias eleciroeluciones de las bandas
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cortadas de los diferentes geles, se colectaron en el mismo buffer de camara de
electroforesis y se liofilizaron los eluidos por 2 horas para concentrar la proteina en un equipo
Labconco, Freeze Dry System, Freezone 4.5 (Labconco Corporation, Kansas City, Missouri,
USA).

8.7 Extraccion de las proteinas del aislado por disolucién en
diferentes disolventes.-

Se uso la técnica de extraccion secuencial de proteinas, que se basa en los protocolos
de Shewry P. R. et af (79, 80), y cuyos fundamentos son fa solubilidad que diferentes
proteinas presentan contra diferentes disolventes, segun la clasificacion dada por Osborne y

Mendel (1814), la cual es la siguiente:

Albuminas: Solubles en agua. Solubilidad no afectada por concentraciones salinas

razonables.

Globulinas: Insolubles en agua. Solubles en soluciones salinas diluidas. [nsolubles a
altas concentraciones de sal.

Prolaminas: Solubles en etanol al 70%.

Glutelinas: Solubles en acidos o bases diluidos.

El desarrollo de la técnica se muestra en la figura 8§ 7.1
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Aisfado proteinico de ajonjoli
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Precipitado
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alblimina
Precipitado
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Fraccion I Extraccién de la fraccion prolamina|@-—- (viv)), ac. acético (1 % (viv)),
rolamina = H20 desionizada (48 % (v/v))

Precipitado

Fraccion Extraccion de la fraccion gluteling ... Disolucién buffer de
lutelina % horatos 0.05 M, pH 10

| Precipitado final |

Figura 8.7.1. Extraccién secuencial de proteinas. La extraccion de las diferentes
fracciones profeinicas se realizara segun los protocolos de Shewry P. R. et al, 1983 y
1996, que se basa en la clasificacion de Osborne y Campbell. Todos los lavados se
haran con agitacién orbital, en un radio de disolvente:proteina (10:1 (v/p)) partiendo
de 3 g de proteina inicial por repeticion; los lavados seran precedidos de
centrifugacién a 8,000 rpm (rotor J35.1) durante 30 min y 4 °C. Se realizaran 3 lavados
secuenciales por fraccién proteinica y cada determinacién se realizara por triplicado.
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8.8 Extraccion de las diferentes fracciones de globulinas.-

La extraccion secuencial de globulinas se realizé con base en la separacion de las
distintas globulinas segun el protocolo utilizado para extraccidn secuencial de proteinas
modificado en este trabajo. El desarrollo del mismo se muestra en el diagrama de la figura
8.8.1

‘ Aislado proteinico de ajonjoli

Deslipidizacién

affpesscme (Mezcla cloroformo/metanol
2:1 (viv)

Precipitado

Fraccion % M— ’ Extraccion de la fraccion albumina [~ | Agua desionizada
albdmina

Precipitado

Fraceion | g | Extraccién dela fraccion globulina @..4 Disolucién 2% NaCl (0.34 M)
globulina 2y58 9 o |

2y58
Precipitado

Fraccion [ggmmmumn | Extraccién de la fraccion globulina leg.] Disolucién 10% NaCIl {1.7 M)
globulina 118 pH 8
118

¥

| Precipitado final ]

Figura 8.8.1. Extraccién secuencial de globulinas. La extraccién de las diferentes
fracciones proteinicas se realizara segtn los protocolos de Shewry P. R. et al, 1983
y 1986, que se basa en la clasificacién de Osborne y Campbell. Todos los lavados
se haran con agitacién orbital, en un radio de disolvente:proteina (10:1 (v/p))
partiendo de 3 g de proteina inicial por repeticién; los lavados seran precedidos de
centrifugacion a 8,000 rpm (rotor J35.1) durante 30 min y 4 °C, Se realizaran 3
lavados secuenciales por fraccion proteinica y cada determinacion se realizara por
triplicado.



8.9 Separacion de los grupos de proteinas mediante gradiente de
centrifugacion.-

Se uso el protocolo de Tai ef al (84), el cual se basa en someter una disolucidn de
proteinas, las cuales se hallan inmersas en un medio viscoso (que impedira su libre
precipitacion), a la accidn de fuerza centrifuga con el propodsito de obtener una separacion
selectiva de los diferentes grupos de ellas, en base a su coeficiente de sedimentacion. Es por
esto que las proteinas de masa menor requeriran de una fuerza centrifuga mayor para

lograr su precipitacion que aquellas proteinas de mayor masa.

Para llevar a cabo dicha técnica se partio tanto de aislado proteinico como de la
emulsién desestabilizada. Para el caso de aislado de ajonjoli se adicionaron 50 g de éste a
125 mL de la disolucidén; 10 mM de buffer de fosfatos de sodio, pH 7.5 y 6 M de sacarosa. En
el caso de emulsion desestabilizada se partié de 2 mL de la misma y 20 mL de la disolucién

de buffer de fosfatos-sacarosa.

Las mezclas se agitaron 1 hora a 4 °C en agitador orbital a 120 rpm, se transfirieron a
una ultracentrifuga Beckman (Beckman Instruments, Palo Alto, CA, U S A)) XL-80 a 10,000
rom por 15 min y 4 °C. El precipitado se guard¢ para el ensayo electroforetico, en tanto que
el sobrenadante, después de ajustarie el volumen a 125 mL con una disolucién de buffer de
fosfatos de sodio 10 mM, pH 7.5 y 6 M de sacarosa, se sometié a centrifugacién en el mismo
equipo con una fuerza centrifuga de 100,000 g, durante 90 min. Tanto e! precipitado como el

sobrenadante se analizaron también por electroforesis.

Se procedid de la misma forma reportada anteriormente para la emulsidn
desestabilizada. Tanto el precipitado de la centrifugacién a 10,000 g como el de 100,000 g se
disolvieron de manera secuencial con tris-HCl 1.5 M, pH 68, urea 3 M y el buffer de

tratamiento usado normalmente en electroforesis (49), este ultimo tanto con, como sin -

mercaptoetanol.
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8.10 Separacion de los grupos de proteinas mediante ultrafiltracién.-

Se realizé con equipo Amicon (Amicon Inc. Beverly, MA, U.S A)) con membranas de
limite de exclusion de 30,000 y 50,000 Da (YM 30 y YM 50) y presion de 200 kPa. La
muestra usada fue la emulsion desestabilizada, disuelta con tris-HCI, pH 6.8, y urea 3 M. El

retenido de la membrana se lavo tres veces con 1 mL de disoluciéon 0.34 M de NaCl.

8.11 Efecto de los inhibidores de proteasas sobre el perfil
electroforético de las muestras.-

Se verifico la presencia de proteasas, mediante el uso de inhibidores de proteasas.
Las muestras disueltas con 0.34 My 1.7 M de NaCl, fueron obtenidas tal y como se describe
en la extraccién secuencial de globulinas. El primer paso fue la centrifugacion de la muestra
a 10,000 rpm por 12 min. El siguiente paso consistié en ultrafiltrar el sobrenadante de la
centrifugacién con membrana de limite de exclusién 50,000 Da (YM 50), (Amicon Inc.
Beverly, MA, U.S A) con el fin de eliminar las proteinas de peso menor a 50 kDa. El paso de
digestion se realizé con el precipitado retenido en la membrana y extraido de la misma con 1
mL de NaCi 0.34 M y posteriormente diluido con 10 mL de H20 desionizada, al que se le
adiciond 70 yL de la mezcla de inhibidores de proteasas (Complete®, La Roche Lid, Basel,
Switzerland), que inhiben un amplio rango de serin , cistein y metalo proteasas, asi como

calpainas.

Una tableta de inhibidor se disolvid con agitacion en 1,250 pL de buffer de fosfatos de
sodio (Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland) y la dilucién se mantuvo en contacto con la
preparacion durante 1 h, pH 7.0, 20 °C. El ultimo paso consistié¢ en una ultrafiltracion en
equipo Amicon (Amicon Inc. Beverly, MA, U.SA), y membrana YM 30, para eliminar la
fraccion de bajo peso, producto de degradacidon de proteasas que pudo generarse antes de

ser inhibidas por el cocktail El SDS-PAGE se realizé de manera inmediata.
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8.12 Efecto de sales, detergentes y agentes quimicos en la
disolucion de la muestra.

Las disoluciones con SDS se realizaron a concentraciones del detergente de 0.0,
0003, 01y 05 My durante tiempos de 0, 30 min, 60 min y 96 h. El tris-HCI se usb en
concentracion de 1.5 My pH de 6.8, 8 y 9, mientras que la concentracion de la urea fue de 3,
6y 9 M.

En el caso de los ensayos con pH y sales se utilizd como muestra la emulsidn
desestabilizada. Las sales y valores de pH que se combinaron fueron los siguientes: NaCl
034y17 M, llevadosapH 8,9, 10y 11; Tris HCI 15 M, pH 8.0, 80 y 10.0. Las mezclas se

realizaron 1:1 (v/v) 6 1:2 (viv).

Todas las disoluciones se mezclaron en vortex y se sometieron a ebullicién. Los
ajustes de pH se hicieron con NaOH TNy HCI1 M.

8.13 Determinacion de pesos moleculares mediante cromatografia
de exclusion molecular.-

Se uso cromatografia de exclusion molecular. La fase estacionaria fue Superdex® 200,
la fase movil fue Tris 002 M, NaCl 0.3 M, pH 7.8 Se inyectaron 5 mL de muestra. En
algunos de los ensayos la muestra se diluyé volumen a volumen con la fase movil; en los
demas ensayos la muestra se inyecté directamente sin diluir Previamente todas las
muestras se centrifugaron a 10,000 rpm por 1 min. Las fracciones recolectadas variaron

entre 0.0625 y 0.125 mL/min, segun el ensayo.
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9.0 Resultados y discusion.-

9.1 Composicion del aislado proteinico.-

La primera etapa del trabajo consistidé en caracterizar el aislado proteinico, con el fin
de determinar si se trataba de un aislado proteinico, de acuerdo con la concentracion de
proteina que define a estos productos, y que debe ser mayor de 90% (82). Los niveles de
lipidos y carbohidratos resultan importantes por su posible participacién en las propiedades

emulsificantes.

Cuadro 9.1.1.- Composicién proximal del aislado de ajonjolf,

Composicion %

(g /100 g)
Humedad 4.1
Cenizas 1.8
Extracto etéreo 0.9
Proteina (x 6.25) 92.8
Fibra cruda 0.0
Hidratos de carbono 0.4
(Fenol sulfirico)

Tal y como se muestra en el cuadro 9.1.1, el analisis proximal mostré un contenido de
proteina de 92.8%, el cuai se encuentra por encima de los minimos requeridos para ser
considerado un aislado proteinico. Los valores para carbohidratos y grasa son bajos. Estos
valores eran de esperarse en el caso de lipidos, debido al tratamiento previo al que fue
sometido el aislado, que incluia un tratamiento con calor y prensado por equipo “expeller” con
el fin de extraer ila mayor cantidad de aceite, asi como una posterior extraccion del aceite

remanente con hexano, disolvente no-polar.
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9.2 Comportamiento de disolucion del aislado en funcién del pH.-

La posibilidad de observar diferentes propiedades de las proteinas depende del
comportamiento que éstas experimentan en disolucién Por tanto, ésta fue la primera

caracterizacion llevada a cabo.

La figura 9.2.1 y el cuadro del Anexo Ilf, muestran la solubilidad del aislado al variar el
pH entre 2 y 12 Se observa un patréon comun para muestras profeinicas, en el que se
presenta un incremento en la disolucion del aislado hacia ambos fados del punto donde se
presenta la menor disolucién del aislado. En este caso, la menor disolucion se encontré entre
valores de pH de 6 vy 7, donde el numero de cargas positivas es equivalente al de negativas,
y al no existir repulsién entre cargas, las proteinas precipitan, dejando de ser solubles. La
disolucion del aislado es superior al 50% a pH de 2, 4 y 10; superior al 70% para pH 3 y
mayor a 100% para pH 11 y 12 La alta disolucién en condiciones de pH extremo se debio al
mayor desplegamiento que las proteinas sufrieron, como consecuencia de mayores cargas
parciales, que incrementaron la repulsién electrostatica entre aminoacidos con carga del
mismo signo y entre moléculas diferentes con cargas netas mayores. Este desplegamiento
mayor, incrementd a su vez la solvatacién de la proteina al exponer mayor nimerc de
residuos polares al contacto con el disolvente. De la misma manera, a valores de pH extremo
la proteina expondra un mayor nuimero de otro tipo de residuos, como es el caso de
aminoacidos aromaticos. El fundamento de esta técnica de determinacion de proteina, se
basa en que la sefial de absorcion serd mayor, mientras mayor sea el numero de atomos de
cobre unidos a aminoacidos aromatices; por lo que la sobreestimacion de proteina observada
para valores de pH de 11 y 12, creemos se debid al mayor numero de residuos aromaticos

expuestos en esas condiciones de pH.
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Figura 9.2.1. Comportamiento de disolucién del aislado proteinico al variar el pH entre 2 y 12.
Se reporta el contenido porcentual de proteina soluble. Se prepard una suspension del aislado
con una concentracion de 1% de protefna (p/v) en 30 mL de agua, segun el protocolo de Popineau
et al, La curva patrén se realizé con albumina sérica bovina. Los resultados representan el
promedio de tres repeticiones.

9.2.1 Perfil de las proteinas disueltas a cada pH.-

Proseguimos con ia determinacidn de las proteinas del aislado, disueltas a los
diferentes pH, con el fin de que, después de compararlas contra ias que se encuentren

presentes en la emulsion, proponer alternativas para su disolucidn y separacion del resto.

Con este objetivo, se realizaron los patrones electroforéticos de las diferentes
disoluciones. La figura 9.2.1.1 muestra el perfil electroforético (SDS-PAGE) del aislado
disuelto a diferentes valores de pH (2-12). En todos los valores de pH se observa un gran
ntimero de bandas, que van desde 11 (pH 5) hasta 22 (pH 10). Los perfiles proteinicos
obtenidos muestran la recurrencia de un triplete con pesos moleculares entre 30 y 35 kDa y
de un doblete, con pesos entre 20 y 25 kDa. Asimismo se observé la presencia menos

abundante de un triplete de entre 50 y 60 kDa.
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Figura 9.2.1.1. Perfil de proteinas disueltas en funcién del pH, SDS-PAGE del aisiado

disuelto a pH de 2 a 12, Separado en geles al16% de acrilamida y en presencia -

mercaptoetanol,

También se observo la presencia de bandas de pesos moleculares 9 y 4 kDa en todos
los pH, siendo mas abundante en pH de 5 y 6, asi como una banda de entre 13 y 14 kDa;
ambas concuerdan con la proteina reportada como albumina 2S, de peso molecular 13 kDa
en condiciones nativas y de 9 y 4 kDa para la misma proteina sometida a condiciones
reductoras. Por ultimo, destacan tres bandas de peso molecular 28, 64 y 43 kDa, la uitima no
encontrada hasta el momento en ningun reporte previo sobre proteinas de reserva en
leguminosas. A pH basicos (8-11) se observa una mayor abundancia del conjunto 30-35 kDa
y el de 20-25 kDa. Se considera que a estos valores de pH el aislado fiene una carga neta
negativa y se presenta mayor repulsion entre sus amincacidos cargados y, por consiguiente,
un mayor desdoblamiento de la cadena, dejando a sus enlaces disulfuro mas accesibles para
ser reducidos por el B-mercaptoetanol. Estas bandas son mas abundantes a pH basicos que
en acidos, muy probablemente porque las proteinas del aislado presentan mayor
concentracion de aminoacidos expuestos con carga negativa. Otros autores (4, 5, 6, 13)
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reportan resultados similares en globulinas de otras plantas En el intervalo de pH alrededor
del punto donde la disolucton del aislado es menor (5-7) se observa una abundancia del
conjunto 8-10 kDa, lo que indica que este grupo en particular es mas soluble a esos valores
de pH.

El perfil electroforético obtenido (Figura 9.2.1.2) en ausencia del agente reductor R-
mercaptoetanol, muestra como bandas predominantes en todos los pH evaluados, al grupo
de 50-60 kDa, siendo mucho mas abundantes a pH basicos. Asi mismo abundantes, pero en
menor concentracion, se observan los grupos de 30-35 y 20-25 kDa. También se observan
bandas de mayor peso molecular, 76, 100, 120,150, 220, 250 kDa. Respecto al intervalo de
pH donde se presentd la minima disolucion del aislado, también es mas evidente la

presencia de un grupo de proteinas por debajo de los 15 kDa.

200,0 kDa
. 118,25 kDa
97,4 K 97,4 kDa
66,2 kI
66,2 kDa
450kD 3 50-60 kDa
‘ 45,0 kDa
31 0kB ¥~ 30-35 kDa
B 30
2125
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Figura 9.2.1.2, Perfil de proteinas disueltas en funcién del pH. Perfil electroforético
sin B- mercaptoetanol del aislado disueito a pH de 2 a 11. Separado en geles al 10%

de acrilamida en presencia de SDS. . 7
o TES”




En ausencia de un agente reductor el grupo de bandas mas abundantes en casi fodos
los pH es el de 50-60 kDa. En su presencia, las mas notables corresponden al grupo de 20-
25y 30-35 kDa. Estos grupos de proteinas coinciden con los reportados en la literatura como
pertenecientes a globulina 11S de ajonjoli; -multimero de 300-360 kDa que bajo condiciones
desnaturalizantes tiende a disociarse en monomeros de entre 50 y 60 kDa, mismos que bajo
condiciones reductoras se disocian a su vez en sus subunidades fundamentales, las cuales
son la llamada acida (30-40 kDa) y basica (20-25 kDa) (41, 84).

Los resultados en ausencia del agente reductor muestran la presencia mayoritaria en
todos los pH, excepto 6-7, de un triplete de proteinas de peso entre 50 y 60 kDa La
disminucién en la intensidad de los grupos de 20-25 y 30-35 kDa para esos mismos valores
de pH, sugiere que en la formacion de las de 50-60 kDa, participan las subunidades de 20-25
y 30-35 kDa.

Las bandas de pesos moleculares mayores (250, 220, 150, 120, 100 y 76 kDa) no se

hallan presentes en presencia del agente reductor, lo que parece indicar que en su formacion

participan enfaces disulfuro.

9.3 Formacion v estabilizacion de emuisiones aceite-agua.-

Se determiné la estabilidad de la emulsién del aislado proteinico, segun el método de
resistencia a la coalescencia (77), que mide el efecto emulsificante de la proteina contra la
coalescencia (aceite separado), después de someter una emulsién a la accidn
desestabilizadora de la fuerza centrifuga. El cuadro 52.3 muestra los resultados de la
estabilidad de la emulsién a concentraciones de proteina que van desde 0.1 hasta 5.81%
(p/v). LLos resultados aqui expuesios se compararon contra los obtenidos para un aislado de
soya comercial (ArdexF®), con el que, a concentraciones de 0.5, 1.0 y 5.0% de proteina, se
obtuvo también un 0% de aceite coalescido (Anexo V). En el aislado de ajonjoli para el valor
maximo de proteina adicionada (5.81%) se cbtuvo unicamente 2% de aceite coalescido (v/v).
Debido a que al aumentar la concentracion de proteina, se observé un incremento en la
cantidad de aceite incorporado en la emulsion, se decidid como primer pasc experimentar
con concentraciones de proteina superiores (6, 8 y 10% (p/v)), y manteniendo el volumen de
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aceite constante (25% v/v). Bajo todas las concentraciones de proteina usadas se logré un
0% de aceite coalescido (cuadro 93.1) También se observé que al aumentar la
concentracion de proteina entre el 6 y 10%, aumentaba el volumen de la emulsién generada
en un 4%, asi como del precipitade en un 9%, a expensas de la disminuciéon de la fase
acuosa en un 13%. El volumen de la emulsidon representé un 36% para el caso de 6% de
proteina, 39% para el de 8% de proteina y 40% para 10% de proteina. El aumento en los
valores de emulsion junto con la disminucién en los de la fase acuosa nos llevd a pensar que

al menos Ia proteina soluble se encontraba como participante en la formacion de emulsiones.

Cuadro 9.3.1. Estabilidad de emulsion. Resultados de la desestabilizacion de la emulsion aceite-agua,
estabilizada con concentraciones de 6, 8 y 10% (p/v) de proteina. Se mantuvo el volumen de aceite
constante y en un 25% (v/v).

Proteina Total de Aceite Emulsién Precipitado Fase Relacién: Relacion:
adicionada aceite liberado estable después de la Acuosa emulsion emulsion
al inicic | incorporado después de [a después de la | desestabilizacion después astable / estable /
(% p/iv) para desestabilizacion | desestabilizacion (% pi) de la Aceite Prateina
generar la de la emulsign (% viv) desestabilizacién | inicialmente | inicialmente
emulsién (% viv) (% viv) adicicnado | adicionado
(% viv) (viv) {v/p)
6 25 0 36 8 56 1.45 6.03
8 25 0 39 13 48 1.57 4.89
10 25 0 40 17 43 1.61 4.02

Como consecuencia de estos resultados, y con la premisa de que la proteina soluble,
que aun se hallaba en solucién, era capaz de incorporar mas aceite a la emulsion, se decidio
aumentar el porcentaje de este. En funcién de que la variable a evaluar en este punto era el
aceite, se opt6 por probar Unicamente con dos concentraciones de proteina. Se utilizdé 6 y 8%
de la misma; se omitio la condicion de 10% de proteina debido a que la diferencia en el
volumen de emulsion estable fue solo de 1%, en relacion a ia condicién donde se uso 8% de
proteina. Los porcentajes de aceiie usados fueron de 30, 40 y 50% (v/v). Los resultados
pueden observarse en los cuadros 9.32 y 93.3. En concordancia con las observaciones
previas, en todos los casos se mantfuvo un 100% de integracion de aceite, y entre los valores
maximos (50%) y minimos {30%) de aceite, puede observarse también, un aumento del

volumen de emulsion (28% para 6% proteina y 35% para 8% de proteina) y una disminucion
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de la fase acuosa (25% para 6% de proteina y 29% para 8% de proteina). También se

observd que el volumen de precipitado disminuy6 en un 4% para el caso de la concentracién

de proteina 6%, y en el de la de 8% el volumen del precipitado se redujo en un 6%, cuestion

que indicaba la posible participacion, también, de proteina inscluble en la formacién de

emulsiones.

Cuadro 9.3.2. Estabilidad de emufsién. Resuitados de la desestabilizacion de la emulsion aceite-agua,

estabilizada con 6% (p/v) de proteina. Se varié el volumen de aceite en 30, 40 y 50% (v/v}.

Proteina Total de Aceite Emulsién Precipitado Fase Relacién: Relacion:
adicionada aceite liberado estable después de la Acuosa emulsion emulsion
al inicio | incorporado| después dela después de la | desestabilizacion después estable / estable /
{% piv) para desestabilizacion | desestabilizacion (% piv) de ia Aceite Proteina
generarla | de la emulsidn (% viv) desestabilizacion | inicialmente | inicialmente
emuisidn (% viv) (% viv) adicionado | adicionado
(Yo viv) (viv) (v/p)
6 30 0 43 8 50 1.42 7.1
6 40 0 55 7 38 1.38 9.18
6 50 0 71 4 25 1.42 11.81

Cuadro 9.3.3. Estabilidad de emulsién. Resultados de la desestabilizacién de la emulsion aceite-agua,

estabilizada con 8% (p/v) de proteina. Se vario el volumen de aceite en 30, 40 v 50% {viv}.

Proteina Total de Aceite Emulsidn Precipitado Fase Relacion: Relacion:
adicionada aceite liherado estable después de la Acuosa emulsion emulsién
alinicio |incorporado| después de la después de la | desestabilizacién después estable / estable /
(% plv) para desestahilizacion | desestabilizacién (% piv) dela Aceite Proteina
generar la de la emulsidn (% viv) desestabilizacién | inicialmente | inicialmente
emulsién (% viv) (% viv) adicionado | adicionado
(% vIV) (viv) {v/p)
8 30 0 45 10 45 1.51 5.68
8 40 0 61 8 31 152 7.62
8 50 0 80 4 16 1.59 9.96

Los resultados presentados indicaron que la proporcidn porcentual de emulsion

aumentaba, tanto si el sistema era enriquecido con un mayor porcentaje de aceite como de

proteina. Debido a la alta capacidad del aislado de formar emulsion estable, se decidio

verificar cual era el valor maximo de aceite que era capaz de integrarse, y mantenerse en la

emulsion, despues de su desestabilizacion.
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Con este objeio se realizo un ensayo de inversion de fa emulsion. Se decidié el uso
de una sola concentracidon de proteina, y esta fue del 8% debido a que hasta el momenio
esta era la condicidn que mayor volumen de emulsién estable generaba (80 %). El ensayo
consistié en generar una emulsién aceite en agua, adicionando de manera continua aceite
hasta que la emulsién se invirtié a agua en aceite, en este punto fue dénde se detuvo la
incorporacion de aceite, y se procediéo a desestabilizar la emulsién, tal y como se habia
venido haciendo. El valor méximo de aceite incorporado (245 ml), represento el 71% del
volumen total inicial (345 mL} de emuision, previo a su desestabilizacion (cuadro 9.3.4).
Después de la desestabilizacion de la emulsion, se obtuvo 88 .55% de emulsion estable y

s6lo un 1.45% de aceite liberado.

Cuadro 9.3.4. Inversion de la emulsion. Resultados de la desestabilizacion de la
emulisién agua-aceite geherada por el método de inversion de la emulsién aceite-agua,
estabilizada con 8% {p/v) de proteina. El aceite se adicioné de manera constante y con
agitacién continua.

Proteina Total de aceite Aceite Emulsién Relacion: Relacién:
adicionada incorporado liberado estable emulsién emulsion
al inicio para generar la después de a después de la estable / estable /
(% plv) emulsion desestabilizacién | desestabilizacion Aceite Proteina
(% viv) de la emulsion (% viv) inicialmente | inicialmente
(% viv) adicionado | adicionado
(viv) (v/p)
8 71 1.45 98.55 139 12.32

La figura 9.3.1 muestra las imagenes de las emulsiones desestabilizadas para 6 y 8%

de proteina y donde se vario el porcentaje de aceite.
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Figura 93.1. Emulsion desestabilizada. Imégenes de la emulsion
desestabilizada donde puede observarse la presencia de lres fases,
emulsién, fase acuosa y precipitado. Los porcentajes de aceite adicionado
fueron de 30% (1), 40% (1) y 50% (1i} A} 6% de proteina B) 8% de proteina.

En las figuras 9.3.2, 9.33, 934 y 94 5 puede observarse el comportamiento de las
distintas fracciones al modificar las proporciones de aceite y proteina adicionados en la
emulsién. En todos los ensayos se observd un notable incremento en la proporcion de
emulsion estable, ya sea que en éstos se incrementara la proporcién de aceite, o la
proporcidén de proteina inicialmente adicionada. Los valores para la emulsién estable van
desde un 36% para 6% protefna y 25% de aceite, hasta un 99% para 8% de proteina y 71%
de aceite. Se observd también un descenso en la proporcion tanto de la fase acuosa como
del precipitado, a medida que aumentaba la proporcion de emulsion estable, indicando que
tanto la proteina soluble como la insoluble participan en la formacién y estabilizacion de la
emulsion. La relacién emulsién estable / aceite inicialmente adicionado mantuvo valores
relativamente constantes (entre 1.38-1.61), lo que significa que en promedio se obtiene 1.5 L
de emulsién por cada 1 L de aceite, estos resultados fueron para las distintas
concentraciones de protefna v volimenes de aceite utilizados. En tanto que la relacion
emulsion estable / proteina adicionada inicialmente, aumenta al variar la concentracion de
aceite, siempre que éste sea suficiente para integrarse junto a la proteina, sin convertirse en
el compuesto limitante para la formacion de emulsién. Existe también un aumento en este
indice al aumentarse la concentracién de proteina. La mayor relacién emulsién estable /
proteina inicialmente adicionada es de 12.32, significando que, se generan 12 L de emulsion

estable por cada 1 g de proteina, esto se observé para un 71% de aceite y un 8% de proteina.
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De lo que concluimos que habiendo en el sistema suficiente aceite, la proteina del aislado de
ajonjoli es capaz de incorporarlo casi en su totalidad, para dar lugar a una emulsion aceite-

agua estable a la accion de |a fuerza centrifuga.

No existe unificacion en los métodos para medir la estabilidad de emulsiones aceite-
agua, esta limitante hace dificil la comparacién entre proteinas evaluadas en relacion a esta
capacidad (34), sin embargo es importante hacer notar que, la comparacién contra el aislado
de soya (concentraciones de proteina menores al 5% y 25% de aceite) mostrdé una capacidad
emulsificante semejante a la del aislado de ajonjoli. Aungue reconocemos la importancia de
una comparacién mas completa tanto contra soya como contra otras proteinas consideradas
buenos agentes estabilizantes de emulsicnes, reconocemos también que ésta va mas alla de

los objetivos del presente estudio.

Volumen de emulsion después de la desestabilizacion de la emulsién
aceite-agua (% v/v) al variar tanto la proteina (% p/v) como el aceite (%
viv} inicialmente adicionados
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Figura 9.3.2, Voliimenes de emulsién (% v/v) después de la desestabilizacion de la
emulsién aceite-agua al variar la concentracién de proteina inicialmente adicionada (6, 8 y
10% p/v) asi como el aceite inicialmente incorporado (25, 30, 40 y 50% v/v).
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o Volumen del precipitado (% p/v) después de la desestabilizacion de la ]
emulsién aceite-agua al variar tanto la proteina (% p/v) como el aceite
{% viv} inicialmente adicionados
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Figura 9.3.3. Volimenes de precipitado (% p/v] después de la desestabilizacion de la
emulsion aceite-agua al variar la concentracion de proteina inicialmente adicionada (6, 8 y
10% p/v) asi como el aceite inicialmente incorporado (25, 30, 40 y 50% v/v).

Volumen de la fase acuosa (% v/v) después de la desestabilizacion de
la emulsién aceite-agua al variar tanto la proteina (% p/v) como el
aceite (% viv} inicialmente adicionados
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Figura 9.3.4. Voliimenes de la fase acuosa (% v/v) después de la desestabilizacion de fa
emulsién aceite-agua al variar la concentracion de proteina inicialmente adicionada (6, 8 y
10% p/v) asi como el aceite inicialmente incorporado (25, 30, 40 y 50% v/v).
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Volumen de aceite coalescido {% v/v) después de la desestabilizacion
de la emulsion aceite-agua al variar tanto la proteina (% p/v) como el
aceite (% v/v) inicialmente adicionados
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Figura 9.3.5. Volimenes de aceite coalescido (% v/v) después de la desestabilizacion de
la emulsion aceite-agua al variar la concentracion de proteina inicialmente adicionada (6,
8 y 10% p/v) asi como el aceite inicialmente incorporado (25, 30, 40 y 50% v/v).

9.4 Exiraccion de las proteinas de la emulsidn.-

Una vez caracterizado el aisiado en términos de un patrén electroforético y verificada
su capacidad emulsificante, se procedio a la extraccion de las proteinas de la emulsion (78),
asi como a la determinacion electroforética de las proteinas participantes en su formacion y

estabilizacion.

La figura 9.4 1 muestra el perfil electroforético bajo condiciones desnaturalizantes de
las proteinas extraidas de la emulsién. Se pueden observar un total de 13 bandas, mismas
que se observan en el aislado original. Destacan el triplete de 30-35 kDa y el doblete de 20-
25 kDa previamente observados en los perfiles de disolucion del aislado a distintos pH. Se
observo en una cantidad apreciable una banda en 55 kDa y con menor intensidad la de 50
kDa que coinciden con las pertenecientes al triplete de 50-60 kDa, antes observado (Fig.
9211y 9.2.12). Las otras bandas observadas en menor intensidad son de pesos mayor a
300,29 y menor a 14 KDa
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Figura 9.4.1. Emulsion desestabilizacda. SDS-PAGE Separacion en geles al 16% de acrilamida

La figura 9.4.2 muestra el perfil electroforético en ausencia de R-mercaptoetanol de la
emulsion desestabilizada, donde puede observarse la presencia mayoritaria del triplete de
50-60 kDa. Bajo estas condiciones se observan también en mucho menor proporcién bandas
en 20-25 y 30-35 kDa que concuerdan con las subunidades de las de 50-60 reportadas por
otros autores y detectadas por nosotros previamente (Fig. 9211, 9212y 94.1) y que,
aparecen probablemente por una disociacion parcial por efecto del calentamiento al que se
sometid la muestra, tal v como se ha reportado para la R-conglicinina de soya (45) y
globulinas de amaranto y soya (28). También pueden observarse bandas de peso mayor a
200 kDa, asi como proteina que no pasé al gel separador, seguramente por su alto peso

molecular. Por ultimo se observan bandas de 13 y 9 kDa.
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El perfil obtenido bajo condiciones nativas muestra una unica banda de peso
molecular superior a los 200 kDa. Estos resultados parecen indicar que la proteina
responsable de la capacidad de formacion y estabilizacién de emulsiones es unica y de peso
molecular superior a 200 kDa; ademas dicha proteina se disocia principaimente en un triplete
de 50-60 kDa cuando se somete a la accion de un detergente capaz de romper enlaces de
tipo no covalente, como el SDS, por Io que el multimero esta asociado al menos parcialmente
por fuerzas de tipo no covalentes. La presencia de un agente reductor disocia a su vez al
tripiete en otro triplete de 30-35 kDa, y en un doblete entre 20 y 25 kDa, por lo que
proponemos que las proteinas de 50-60 kDa estan formadas por el triplete de 30-35 kDa y el
doblete de 20-25 kDa a través de uno 6 varios enlaces disulfuro. Se encuentra reportado (84)
que las proteinas del triplete de 50-60 kDa en ajonjoli son isoformas, que ademas son la

unidad fundamental de este sistema de asociacion-disociacion, que cada una es generada
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por un unico gen y por ultimo que unen a una subunidad del grupo de 20-25 kDa con otra del

de 30-35 kPa, a través de un solo enlace disulfuro

También se encuentra reportado para globulinas de amaranto y soya (28}, la existencia
de formas intermediarias diferentes a la nativa. Las bandas de 150 y 250 kDa y ofras de
peso superior observadas en este frabajo, pueden ser producto de un comportamiento de
asociacion/disociacion del muitimero de 300-360 kDa, cuyos intermediarios seran multiplos
del mondmero de 50-60 kDa unidos entre si, principalmente a través de interacciones no

covalentes.

Cabe hacer notar que las bandas que se observan en la emulsion son también las que
mayoritariamente se hallan en la fraccidén disuelta a diferentes pH, en particular en pH

basicos.

Después de la desestabilizacion de la emulsion, el perfil electroforético fue igual tanto
para la fraccidén precipitada como para la fraccion disuelta, por lo que tanto las proteinas

solubles como las insolubles participan en la formacion y estabilizacion de emulsiones.

9.5 Separacion de los grupos de proteinas mayoritarias.-

9.5.1 Extraccion de proteinas mediante disolucidon en distintos
disolventes.-

El perfil electroforético del aislado disuelto a diferentes pH y el de las proteinas
encontradas en la emuisién comparten los mismos grupos de bandas. Con el fin de
caracterizar y separar dichas bandas, en particular los tripletes de 30-35 y 50-60 kDa vy el
doblete de 20-25 kDa, se decidid llevar a cabo la extraccidon secuencial de proteinas segun
la clasificacién de Osborne y Campbell (1914), la cual se basa en que cada grupo presentara
diferencias en la disclucién al variar el disolvente, de acuerdo con la naturaleza de la

proteina, lo que permitira la extraccion diferencial de éstas.
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El cuadro 9.5.1.1 muestra los valores obtenidos para las distintas fracciones. Como se
puede observar, el rendimiento iotal final fue de 68.58% cuantificado por Lowry y de 55.08%
cuantificado por masa. A lo largo del proceso de extraccidn existen miiftiples pasos donde se
pierde muestra y es por este motivo que los rendimientos son tan bajos. La comparacién del
rendimiento por pesado de las distintas fracciones se hizo para confirmar los resultados
obtenidos por el método de Lowry; sin embargo, el pesado de las distintas fracciones
presentd pérdidas por si mismo. Los resultados muestran entre un 8 y 17% de proteina para
las distintas fracciones, en tanto que la literatura reporta que la fraccién globulina (soluble en

NaCl) representa el 70% de la proteina de la semilla y la albumina (soluble en agua) el 25%
(41, 84).

En conclusién, creemos que si se hubiesen aumentado los lavados con la disolucién
salina o si se hubiese incrementado la proporcién disolvente / proteina, el rendimiento de la
fraccion globulina hubiese también aumentado, asi mismo en lo referente a las otras

fracciones.

Cuadroc 9.5.1.1 Rendimiento de la extraccién secuencial de proteinas segin su solubilidad en
diferentes disolventes (Osborne y Campbell, 1914). Rendimientos expresados en composicién
porcentual y tomando como base la proteina inicial, antes de la extraccién. Resultados segiin la
determinacién hecha por Lowry (60) y por pesado de las muestras extraidas.

Tipo de proteina, segin su
disolucion en distintos Determinacion por el Determinacion por
disolventes (Osborne y P P
Campbell, 1914) método de Lowry (%) masa (%)
Albimina 14 .42 858
Globulina 12.55 8.03
Prolamina 11.12 6.03
Glutelina 17 35 14 97
Precip . final 1314 17.47
Total 68.5 55.08
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El perfil electroforético de las distintas fracciones extraidas se aprecia en la figura
9.5.1.1 Los perfiles de las fracciones globulina (NaCl 0 5 M), prolamina (mezcla alcohol-agua),
glutelina (disolucién basica) y el precipitado obtenido al final de las extracciones, son
similares entre si y también con la emulsion desestabilizada. Con excepcion del agua, todos
los disolventes usados extrajeron los tres grupos de proteinas antes vistos (Fig. 9.2.1.1,
8212, 941y 942), como componentes mayoritarios de la extraccion, por lo que estas
proteinas deben poseer caracteristicas similares de disolucion. La fraccién albumina (agua),
que aunque presenta el triplete de 30-35 kDa vy el doblete de 20-25 kDa, lo hace con muy
baja intensidad. Sabemos que de acuerdo con el disolvente utilizado las proteinas adoptaran
una conformacién que les permite disolverse en cierta medida. Esta técnica no permitié
separar entre si a los ires grupos mayoritarios de proteinas, ni tampoco permitid la
caracterizacién del aislado en un grupo proteinico principal, segun su disolucion en distintos
disolventes (Osborne, 1914); sin embargo, si muestra la variedad de condiciones en las que
estos tripletes pueden ser extraidos. La fraccién globulina (NaCl 0.5 M) se convirtid en un
precipitado altamente insoluble en agua después de extraerle el agua y Ia sal, por liofilizacion
y dialisis, respectivamente, lo que indica que la disolucién bajo estas condiciones modificé en

alguna forma a las proteinas del aislado.
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Figura 9.5.1.1 Extraccion de proteinas segun su disolucion en diferentes disolventes. SDS-
PAGE. Separado el geles al 12.5 % de acrilamida. Aislado disuelto a pH 7; emulsidon
desestabilizada; fracciones: albtimina, globulina, prolamina, glutelina y precipitado final.

El peso molecular del triplete (30-35 kDa) y el doblete (20-25 kDa) concuerda con los
reportados para la proteina identificada como globulina 11S en ajonjoli (84). Cabe mencionar
en este punto que una proteina muy similar, clasificada como tipo legumina y con el mismo
nombre es reportada en distintas especies vegetales como; Glycine max, Amaranthus
hypochondriacus, Lupinus albus, Pisum sativum, Vicia faba, Cicer arietinum, Phaseolus
vulgaris, Lens culinaris, Arachis hypogaea, efc. (2, 4-8, 14, 22, 28-33, 35, 38, 41, 45, 46, 50, 51, 53-55,
57, 59, 61, 72, 73, 81, 84, 87-89, 91, 92). Enfre las caracteristicas que comparten, ademas de su
similitud en secuencia de aminoacidos, es que una de las bandas correspondientes a 20-25
kDa (subunidad basica) y otra correspondiente a 30-35 kDa (subunidad acida) se asocian
bajo condiciones no reductoras, formando una proteina precursora de 50-60 kDa, misma que
en estado nativo se encuentra formando un héxamero de peso molecular 300-360 kDa, entre
seis unidades heterogéneas (4, 6-8, 74, 28-30, 38, 45, 46, 53-55, 57, 72, 73, 81, 84, 88-89, 91, 92). Por
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lo tanto se siguié explorando el aislamiento de dichas proteinas, para lo que se probaron
diferentes estrategias, algunas de ellas reportadas para la misma proteina en otras especies

de plantas.

9.5.2 Separacion de los grupos de proteinas mayoritarios segin
su coeficiente de sedimentacion.-

Las diferentes evidencias mostraron a los tripletes de 50-60, 30-35 kDa y al doblete de
20-25 kDa como las proteinas principalmente responsables de las caracteristicas del aislado.
Por otro lado, diferentes autores reportan la extraccion de globulinas de diferentes especies

vegetales, a través del uso de fuerza centrifuga, en particular de centrifugacién diferencial (32,
87, 91, 92).

> 300 kDa
:50 kDa —» 00 000 kDa
00 P2 16 250 kD
Srod e 97 400 kDa
66 200 kDa
65 1300 Da
“* $= 50-60 kDa
45 000 kDa 45000 kDa
*
31,000 kDa g 30-35 kDa
21 250 kDa <«
< 20-25 kDa
14 40 kDa
4 12 kDa
4 9 kDa

Marcador Marcador

p P
10,000g 100,000g9 100,000g

Figura 9.5.2.1 Gradiente de centrifugacién. Perfil electroforético sin B-
mercaptoetanol. Fracciones de la centrifugacion diferencial del aislado (pH 7.5).
Separacién en geles al 12.5% de acrilamida. Pellet 10,000 rpm (12,100 g), pelilet
34,000 rpm (100,000 g), sobrenadante 34,000 rpm (100,000qg)
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Se intentd la separacion de los grupos de proteinas al someter el aislado de manera
sucesiva a fuerzas centrifugas de 10,000 y 100,000 g. La centrifugacion diferencial del
aislado (pH 7.5) no resulté en cambios en el perfil electroforético bajo condiciones no
reductoras (figura 9.52.1) de los precipitados de las fracciones centrifugadas a 12,100 rpm
(10,000 g} y 34,000 rpm (100,000 g), ni tampoco en los sobrenadantes de las mismas
fracciones. El triplete de 50-60 kDa es mayoritario, se observan también el triplete de 30-35
kDa y el doblete de 20-25 kDa. En menor concentracion, se logran observar la presencia de
las siguientes bandas: mayor a 300, 150, 100, 74, 65 y menor a 12 kDa. La presencia del
mismo perfil electroforético en todas las fracciones y en particular, de la fraccidn restante en
el sobrenadante de la ultima centrifugacion, lleva a pensar que el tiempo al que las
fracciones se sometieron a centrifugacion es la variable determinante para la precipitaciéon de
la muestra, por lo que a un tiempo mayeor el triplete de 50-60 kDa precipitaria en su mayoria y
no estaria presente en el sobrepadante. La disociacion del triplete de 50-60 kDa en
subunidades de 20-25 y 30-35 kDa pudo deberse al tratamiento térmico al que se sometid.
La accion conjunta del detergente SDS, desdoblando en cierfa medida la proteina vy
exponiendo los enlaces disulfuro, y el tiempo de ebullicién, que aporta la energia térmica
para la ruptura de estos enlaces, permiten la separacién en sus subunidades. Se encuentra
reportada (45) la ruptura del enlace disulfuro que une la subunidad 4cida y la basica de la

glicinina de soya por efecto de la energia térmica.

La banda de peso mayor a 300 kDa se observa en las diferentes muestras, esta
parece corresponder a seis veces el multiplo de la de 50-60 kDa. Con base en diferentes
reportes hallados en la literatura para la llamada globulina 11S de diferentes especies (4, 6-8,
14, 28-30, 38, 45, 46, 50, 53-55, 57, 61, 72- 74, 81, 84, 87, 89, 91, 92), creemos que la banda observada
por nosotros corresponde a la asociacion de seis de estos mondomeros (50-60 kDa) en una
estructura cuaternaria hexamérica. Se observa también la presencia de las bandas de 150 y
100 kDa, también reportadas en la literatura como asociaciones del mondémero, para formar

trimeros y dimeros respectivamente.

Los perfiles electroforéticos (4, 6-8, 14, 28-30, 45, 46, 50, 53, 55, 57, 61, 72-74, 81, 84, 87, 89, 91,
92) reportados para globulinas de distintas especies vegetales, muestran la presencia de una
banda en el intervalo de 70-76 kDa, asi como la de peso menor a 14 kDa. No hay reportes

que expliguen fa banda de 70-76 kDa. La hipotesis que sugerimos es que dicha banda es
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producto de la disociacién y reasociacion de algun intermediario del hexamero (300-360 kDa),
mismo que podria ser, una subunidad del doblete de 20-25 kDa, asociada a la de 50-60 kDa,
o la asociacion de esta molécula de 50-60 kDa junto a la de peso menor a 14 kDa. Sea cual
sea el mecanismo, esta banda no se puede observar en presencia del agente reductor, por lo

gue en su formacién participan enlaces disulfuro.

Existen dos reportes referentes a la albumina 2S de ajonjoli, cuyo peso bajo
condiciones no reductoras se halla entre 13 y 14 kDa (59, 84), ambos presentan diferentes
secuencias de amincacidos. La comparacion entre estas dos secuencias (Anexo V) no
muestra similitud entre ellas. Por tanto, se propone que la llamada albumina 2S corresponde
a mas de un péptido y se piensa también que al menos uno de ellos, se asocié y disocié a
- partir de algun intermediario de la globulina 118, inducido por cambios en la fuerza idnica o
pH del sistema y que, cambios en los mismos factores provocan la disociacion de dicho

intermediario.

La ultracentrifugacion diferencial no permitié separar a los diferentes componentes del
aislado ni de la emulsién desestabilizada. Por otro lado, los distintos componentes tanto del
aislado como de la emulsidn no pudieron separarse con base en un coeficiente de
sedimentacion. Es probable que el uso de fuerzas centrifugas mayores, tiempos de
centrifugacion mas largos o el aumenic de la viscosidad del medio permitiesen una
separacion entre los componentes de alto y bajo peso molecular. Se encontrd reportado (22}
gue la centrifugacion diferencial de globulinas permite sélo un grado parcial de separacién

de las distintas fracciones, por lo que se decidid no seguir experimentando con esta técnica.

Ni la extraccion secuencial, ni la centrifugacion diferencial permitieron la separacion
de los grupos de proteinas. Tanto en condiciones desnaturalizantes, como en ausencia del
agente reductor, mostraron en todos los ensayos a los tres grupos principales (20-25, 30-35 y

50-60 kDa), asi como al grupo de peso menor a 14 kDa.
Los perfiles en ausencia del agente reductor mostraron las bandas de pesos

moleculares superiores. 300, 150, 100, 74 y 65 kDa, confirmando su existencia por efecto de

enlaces disulfuro entre subunidades de pesos menores.
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9.5.3 Separacion de grupos de proteinas mediante ultrafiltracion.-

Con el fin de separar las proteinas de peso molecular menor a 50 kDa, de las de peso
superior, se reallzé un proceso de ultrafiltracion. Para este fin se utilizé una membrana con
limite de exclusion de 50,000 Da (YM 50). La muestra utilizada fue la emulsion

desestabilizada disuelta con tris-HCI 1.5 M, pH 6.8.

00 kDa
186,25 kDa
97,4 kDa
6,2 kDa
%= 50-60 kDa
| 45,0 kDa
% 30-35kDa
< 20-25kDa
Marcador %l'é |'(’) g"é Marcador
Emulsidén
Desestabilizada
Tris-HCI

Figura 9.5.3.1 Ultrafiltracion Perfil electroforético sin B-
mercaptoetanol antes de ultrafiltrarse. Emulsién
desestabilizada disuelta con tris-HCI1.5 M, pH 6.8, 8y 9.
Separacién en geles al 10% de acrilamida. Gel
concentrador 3 M urea.

En el perfil electroforético de la muestra antes de ultrafilirarse y en ausencia de 8-
mercaptoetanol (Figura 9.5.3.1), se observaban el grupo 50-60 kDa, los grupos de 30-35
kDa y 20-25 kDa, asi como la banda de 150 kDa y la mayor a 300 kDa. La figura 9.5.3 2
muestra el perfil electroforético después de la ultrafiltracion, tanto de la fraccion retenida
como de la que la traspasé. En la fraccion retenida deberian haber aparecido bandas de
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peso molecular superior a 50 kDa, sin embargo, Unicamente se observan la banda de peso
mayor a 300 kDa y una por debajo de los 14 kDa. La fraccion correspondiente al
sobrenadante, que deberia contener proteinas de pesos menores a 50 kDa, presenté la

banda de 60 kDa asi como la mayor a 300 kDa.

La presencia de proteina por debajo de los 14 kDa en el retenido (PM>50 kDa)
permite suponer que es producto de la disociacion de la de 300 kDa, la de 50-60 kDa o
algun intermediario. La presencia de proteina en el sobrenadante (PM<50 kDa), con peso
molecular de 60 y 300 kDa, apoya la posibilidad de una reasociacion de las proteinas de bajo

peso en las de alto peso observadas.

Estos resultados confirman algun tipo de mecanismo de disociacion-asociacion de las
distintas formas de esta proteina, que en este caso ocurrieron después de su filtracion.
Evidentemente la ultrafiltracion no sirvié como método para separar los distintos grupos de

proteinas, por lo que se descartd en actividades subsecuentes.
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Figura 9.5.3.2 Ultrafiltracién, Perfii electroforético sin B-mercapteetanc! después
de ultrafiltrarse. Ultafiltracién con equipo Amicon (YM 50), limite exclusion
50,000 kDa. Separacion en geles al12.5% de acrilamida. Geles separador y
concentrador adicionados con urea § M, Emulsién desestabilizada disuelta con
tris- HCI 1.5 M, pH 6.8, sobrenadante y retenido por la membrana. El retenido se
separa de la membrana por lavados con 1 mL de urea 5 M.
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9.5.4 Separacion de los grupos de proteinas mediante
electroelucion.-

Con el propésito de purificar las bandas del triplete 50-60 kDa se realizaron geles de
acrifamida preparativos para electroeluir las bandas individuales. En general los geles no
corrieron bien y no hubo buena definiciéon de las bandas individuales, sin embargo se
cortaron las bandas correspondientes al trimero de interés de ios distintos geles. En ninguno
de los ensayos fue posible disectar con bisturi las bandas individuales del triplete de 50-60
kDa, debido a la cercania fisica entre eilas. La electroforesis no-reductora de los eluidos,
ademas de mostrar 2 6 3 de las bandas del triplete de interés (figura 9.5.4.1), mostro también
las bandas de peso menor a 14 kDa que habian venido apareciendo en distintos geles

(921.1,941,942,9521y9.532).

La presencia de proteina de peso molecular por debajo de 14 kDa refuerza la
hipbtesis sobre la posible disociacién de una proteina de peso superior, que probablemente
pertenezca al triplete de 50-60 kDa y que se disocia como consecuencia de la fuerza idnica,

pH, detergentes o una combinacion de estos factores

$= 50-60 kDa

2125

Marcador
Figura 2.54.1 Electroelucién. Perfil clectroforético sin B-
mercaptoetanol. Bandas electroeluidas de dos diferentes
geles preparativos. Separacion en geles al 17% de acrilamida.
Aislado proteinico disueito con 1.7 M NaCl.
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9.5.5 Separacién diferencial de globulinas.-

Algunos autores reportan la extraccion secuencial de fracciones de globulinas como
un medio de separar la 118 de las otras globulinas 4, 5, 6, 57, 93). La extraccién consiste en
lavados con agua precedidos por centrifugacion para extraer la fraccion altbumina; al
precipitado remanente se le realizan lavados con disolucién salina diluida, 0.34 M NaCi
(fuerza i6nica de 0.34) y centrifugacion para exiraer las fracciones correspondientes a
globulinas 2 y 5S. Por ultimo, al precipitado remanente se le realizan lavados con disolucion
salina concentrada, 17 M NaCli (fuerza i6nica = 1.7) y centrifugacion para obtener la fraccidon
globulina 11S. La concentracion de las distintas fraccicnes fue determinada por el método de
Lowry. El cuadro 9.5.5.1 muestra las concentraciones de las fracciones y el rendimiento de la

extraccion.

Cuadro 9.55.1. Extraccion secuencial de globulinas. Concentracion, masa y rendimiento,
obtenidos de las fracciones de los lavados secuenciales del aislado proteinico con distintas fuerza

iGnica.

Fraccion Globulina Concentracion Masa Rendimiento
[mg/mL] g %
0. 34 M NaCl 2,58 3640 232 928
17 M NaCl 118 578 368 1476

Como se aobserva en el cuadro 9.5.5.1, la extraccién con una fuerza idnica superior
(1.7) permite extraer mayor concentracion de proteina, la cual corresponde a casi el 15% de
rendimiento, mientras para la extracciéon con fuerza ibnica inferior (0.34) se obtiene un
rendimiento en la extraccion del orden del 9%. EIl rendimiento de la extraccién con ambas
fuerzas idnicas equivale al 24.04%. Es posible que una mayor proporcién disolvente / aislado
proteinico, asi como tiempos de disolucién mas largos, hubieran incrementado los
rendimientos. Se debe considerar que los multiples pasos que esta técnica lleva asociados,

causan la pérdida de gran proporcion de muestra, en varios puntos de la misma.

Se logré la disolucion del aistado tanto con fuerza ionica de 0.34 como de 17, el
fenomeno ocurrido en ambos casos fue el conocido como salting-in, surgido como

consecuencia de la disminuciéon en el nimero de las interacciones hidrofébicas entre las
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moléculas proteinicas, a la ves que ocurre un aumento en el nimero de interacciones entre

las proteinas y el disolvente.

La extraccion secuencial de fracciones de globulina no sirvid como método de
separacion de las diferentes globulinas, ya que ambas fracciones muestran el mismo perfil
electoforético (figura 9.5 5.1). Sin embargo si permitié {bajo condiciones no reductoras) la
separacion del triplete de 50-60 kDa vy Ia proteina por debajo de 14 kDa como componentes
mayoritarios en ambas fracciones. Como se habfa observado en geles previos (9.21.1,
9212,941,942 9511,9521y9. 531), se distingue también la presencia del triplete
de 30-35 kDa y del dobiete de 20-25 kDa. Igualmente es probable que la ruptura parcial del
enlace disuifuro se debiera a la energia térmica proporcionada durante la ebullicion y
reforzada tanto por la presencia del detergente SDS que contribuyG al desdoblamiento de la
cadena, exponiendo los enlaces disulfuro presentes, como por la tensién que estos mismos
sufren por la presencia de los iones Na* y CI, que al unir a las cargas de signo opuesto de
los aminodacidos cargados a ese pH, generaron fuertes repulsiones entre la misma cadena

polipeptidica, causando entre otras cosas tension de los enlaces disulfuro.
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Figura 9.5.5.1, Extraccién secuencial de globulinas. Perfil electroforético sin B-
mercaptoetanol, Fracciones de la extraccion secuencial de globulinas.
Separadas en geles al 20% de acrilamida. G11S 1er lavado extraccion
globulinas con 1.7 M NaCl (G118 1er f); G2,5S 1er lavado con 0.34 M NaC/ : _...\
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La abundancia del grupo de peso menor a 14 kDa es probablemente debida, a la

presencia del detergente y/o a la fuerza idnica aplicada, condiciones ambas, que debieron
ser capaces de romper los enlaces débiles gue unian esta proteina con alguna otra. Es de
notar también la presencia de las bandas de peso molecular de 100 kDa y mayor a 300 kDa,
mismas que proponemos son producto de la formacién de enlaces disulfuro entre proteinas
de pesos diferentes, entre las que podrian encontrarse los grupos de pesc molecular menor
a 14, 20-25, 30-35 y 50-60 kDa Asimismo se observé una banda de peso molecular 44 kDa,
probablemente también disociada de alguna otra de peso mayor, por efecto de la fuerza

idnica o del detergente.

A temperatura ambiente y pH 7.6, la glicinina de soya se encuentra principalmente en

forma de hexamero, mientras que a pH 3.8 esta presente principalmente como trimero (45).
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La fuerza ionica influye en la estructura y agregacion de esta misma proteina debido en parte
al efecto de la sal en la disociacion del trimero (53). Como previamente se refirid, es posible
gue las bandas observadas para el aislado de ajonjoli sean el producto de un fendmeno de
disociacién-reasociacion similar al de las globulinas de soya, donde las bandas de pesos
altos (300-350, 250, 200-220, 150, 100-120 kDa) corresponderan a multiplos del trimero de
50-60 kDa considerado en soya como el monémero o unidad fundamental. Los resultados
referentes a las proteinas de ajonjoli, parecen indicar que las interacciones de tipo
electrostatico tanto entre los mondmeros como entre los multimeros, desempefiaran un rol
muy importante en la estabilidad de los mismos, y por tanto en su comportamiento de

disolucion.
De nuevo, y de forma abundante se observa ia presencia de la banda de peso menor

a 14 kDa. Para verificar la posibilidad de que fuesen productos de degradacion por la accién

de proteasas, se decidio descartar su presencia.

9.6 Desestimacion del efecto de actividad proteolitica.-

P

> N e
Para verificar que las bandas de pesos moleculares menores a a 1no;fueran el L
producto de la degradacion de proteinas por efecto de proteasas, se réalizaron pruebas

incubando la muestra en presencia de inhibidores de proteasas.

El paso de centrifugacion se realiz6 con el proposito de eliminar los multimeros y
proteinas de alto peso molecular. La técnica de ultrafiltracion se utilizé para eliminar el grupo
de péptidos de peso menor a 14 kDa. Se utilizd una mezcla de inhibidores de proteasas que
afecta la actividad de distintas proteasas comunmente encontradas en semillas y exiractos
vegetales, incluidas proteasas de cisteina, como la asparaginil endopeptidasa encontrada
comunmente en cuerpos proteicos (38, 54). Al final se realizé una nueva ultrafiliracion para
eliminar posibles productos de degradacion por proteasas que pudieron generarse en el
tiempo que transcurrio entre la ultrafiltracion y ia adicién del cocktail de inhibidores. El SDS-
PAGE (figura 9.6.1) muestra ademas del triplete de 50-60 kDa, la banda de peso menor a 14
kDa.
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La banda de peso molecular menor a 14 kDa observada en este ensayo, no parece
ser producto de una degradacién proteolitica ocurrida durante el tiempo en que este ensayo
duro, al menos por la accion del grupo de proteasas inhibidas por la mezcia de inhibidores
usada. Aunque no se descarta la posibilidad de que sea producto de alguna proteasa no
incluida en el grupo de inhibicién de la mezcla de inhibidores usada; la hipdtesis que
propocnemos es que es producto de la disociacion de una proteina de mayor peso;
probablemente de la de 50-60 kDa; y cuyo origen si pudo ser por accidn de proteasas en
algun otro momento de fa obtencién o manipulacion del aislado, o quizas por la hidrélisis
parcial de alguna proteina también durante la elaboracién o manipulacion del mismo aislado.
Sea producto de hidrolisis, proteolisis 0 sea una proteina individual, el péptido se hallara
unido a algun intermediario por interaccicnes débiles capaces de ser rotas ya sea por la

fuerza idnica con la que se trato a la proteina o por la presencia de detergente.

97 400 kDa
66 200 kDa
45,000 kDa 50-60 kDa
31000 kDa
21,250 kDa <4 20-25 kDa
14 40 kDa <14 kD
a
Marcador  Precipitado
' Am;’c on 50ul 30u! 40p!
Sin Inhibidores Precipitado Amicon con
de P;ostﬁlasas Inhib.Proteasas

Figura 9.6.1. Efecto de inhibidores de proteasas. SDS-PAGE. Separacion en geles al 12%
de acrilamida. Aislado disueito con 0.34 M NaCl. Precipitado retenido por la membrana
antes y después del empleo de la mezcia de inhibidores de proteasas,
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Cabe hacer notar que el proceso de abtencion del aislado proteinico bajo estudio
requiere de condiciones de temperatura y pH extremos donde la actividad de las enzimas
proteoliticas normalmente encontradas en semillas y extractos vegetales, sera poco

probable.

9.7 Efecto de algunos agentes quimicos sobre la disolucion de la
proteina.-

9.7.1 Efecto del agente reductor R-mercaptoetanol.-

El agente reductor B-mercaptoetanol actua sobre los enlaces disulfuro de la
cistina (cys-s~s-cys), reduciendo la molecula a dos cisteinas, con la correspondiente ruptura
del enlace disulfuro, es por eso que, el uso de este agente, permite determinar la presencia
de enlaces disulfuro en las profeinas. El tratamiento de las muestras con el agente reductor
B-mercaptoetanol, a temperatura de ebullicidn y en presencia de SDS, permitio la disolucion
del precipitado en gran medida, pese a que, al retornar a temperatura ambiente se observo
la presencia de particulas floculando en el medio. Por otro lado, el aislado se sometio a
calentamiento (78 °C, 40 min) sin p-mercaptoetanol sin observarse mejoras en su
solubilidad. La disolucion de las muestras parece ser efecto del B-mercaptoetancl y no de la
temperatura a la que se sometieron La disolucidon de la muesira en presencia del B-
mercaptoetanol significa que al menos en parte, la insolubilidad de la muestra se debe a la
presencia de puentes disulfuro. Se halla reportado (28 que en la formacion de los
agregados de globulinas de soya intervienen, al menos parcialmente, enlaces disulfuro,

producto de reacciones de intercambio.
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Figura 9.7.1.1 Efecto agente reductor. Perfil electroforético A) sin - mercaptoetanol
y B) con B- mercaptoetanol. Separacion en geles al 12.5% de acrilamida. Muestras
evaluadas: fraccion globulina de extraccién secuencial de proteinas (GE.S);
fracciones extraccion secuencial globulinas. G115 1er y 2° lavado con 1.7 M NaCl
(G118 1erl, G118 2°1); G2,58 1er lavado con 0.34 M NaC/l (G2,55).

La figura 9.7.1.1 muestra el perfil electroforético de las muestras disueltas a diferente
pH, tanto en presencia como en ausencia de B-mercaptoetanol. Se puede observar la mayor
abundancia del triplete de 50-60 kDa en las muestras no sometidas a la accion del -
mercaptoetanol. Por otro lado la presencia de las bandas de 20-25 y 30-35 kDa es mas
abundante en las muestras tratadas con B-mercaptoetanol. Sin embargo tanto éstas como el
grupo de 50-60 kDa son poco notables en la muestra disuelta a pH de 5, 6 y 7, intervalo de

pH donde se halla el punto de menor solubilidad del aislado.
Tanto en presencia como en ausencia de B-mercaptoetanol, se observa la presencia

de las bandas de pesoc molecular 100, 150, y mayor a 300 kDa, sin embargo en presencia de

B-mercaptoetanol son mucho menos intensas.
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El tratamiento térmico (78 °C, 40 min) de la preparaciébn en ausencia de @3-
mercaptoetanol muestra la presencia de las bandas de 100, 150, 250 y mayores a 300 kDa
(Figura 9.7.1.2) por lo que descartamos gue este tratamiento sea el causante de la
desaparicion parcial de las mismas, cuando se combinan ebullicién y B-mercaptoetanol. Las
proteinas completamente desnaturalizadas presentaran una mayor tendencia a agregarse,
debido al incremento de la hidrofobicidad superficial. Como consecuencia, las globulinas 11y
7 S de soya (2) y amaranto (20) desnaturalizadas por calor son |a fraccion predominante de la
fraccion insoluble El tratamiento térmico efectuado al aislado de ajonjoli no contribuyd a la

mejora de su solubilidad, probablemente por la misma causa.

< >300 kDa

200 kDa

16,25 kDa
97 4 kDa

66 Z kDa

#= 50-60 kDa
45 G kDa

310 kDa % 30-35kDa

21,25 kDa %= 20-25 kDa

14 4 kDa
Marcads

Térmico

Figura 9.7.1.2 Efecto del tratamientc térmico. Perfil
electroforético sin B-mercaptoetanol. Separacion
en geles al 10% de acrilamida. Aislado disuelto en
H20 desionizada y sometido a calentamiento (78
°C) con agitacién continua durante 40 min.

Diferentes experimentos en este estudio sugieren que la aparicidon parcial de las
bandas de 20-25 y 30-35 kDa en las muestras sin B-mercaptoetanol, sera favorecida por la

accién conjunta del pH del sistema y de la temperatura y tiempo de ebullicién de las

muestras.
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La aparicion de los grupos de bandas de 30-35 kDa y 20-25 kDa (Figura 8.7.1.1) en
presencia del agente reductor [B-mercaptoetanol firmemente sugiere que éstas se
encuentran unidas por enlaces disulfuro entre ellas, dando origen al grupo de 50-60 kDa. La
disminucién en la concentracion de las bandas de 100, 150 y mayor a 300 kDa en presencia
de B-mercaptoetanol puede deberse a la accion del B-mercaptoetanol y/o al SDS, aungue la
energia aportada por la ebullicién pudo contribuir, al ayudar a exponer los enlaces disuifuro

para la posterior accién del B-mercaptoetanocl. El efecto del SDS se discute mas adelante.

Proponemos que la formacion de la proteina de 50-60 kDa es entre los grupos de 20-
25 y 30-35 kDa, y que probablemente las bandas de 100 y 150 kDa sea entre el grupo de 50-
60 kDa y el mismo.

Los grupos de proteinas (multimeros) de peso molecular maydr a 100 kDa estan
asociados en alguna medida por enlaces disulfuro. La determinacién del tipo de fuerzas que
unen a los monémeros (50-60 kDa) requerira de estudios mas detallados. Se halla reportado
(50) gue, en la formacién de las especies multiméricas de peso molecular menor a 400 kDa
en globulinas de amaranto, participan reacciones de intercambio de puentes disulfuro. Se
reporta el mismo mecanismo para diferentes especies poliméricas en globulinas de soya (7} y

amaranto (28)

9.7.2 Efecto del detergente SDS.-

Para determinar el efecto del detergente aniénico SDS, se utilizd la muestra extraida
con NaCl 0.34, pH 6.74 y se determinaron los perfiles electroforéticos bajo condiciones
nativas. Cabe aclarar que el empleo de geles nativos permite una diferenciacion cualitativa
de las distintas bandas y, sobre todo, la visualizacién de las mismas en su estado menos
disociado, sin embargo, como método para determinar pesos moleculares es muy deficiente,
ya que al no existir la presencia de un detergente que desdoble la moléecula e iguale las
cargas, asi como de un agente reductor que termine de desdoblar a la molécula, ésta
migrara en su forma globular nativa y por tanto su migracion no sélo dependera de su peso,

sino también de su forma, siendo asi que el corrimiento dependera del radio de Stokes que
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posean, mismoc que serd menor, y por tanto mas rapido su movimiento, en moléculas

globulares que en aquéllas desdobladas.

La incubacidn con SDS (figura 9.7.2.1) se realizé a diferentes concentraciones de
detergente (0 a 0.5 M) vy durante diferentes tiempos (096 h). En 0 M de SDS y a los
diferentes tiempos, puede observarse la presencia mayoritaria de dos bandas, una
aparentemente por encima de los 300 kDa y la otra cercana a la miosina (200 kDa) del
marcador de peso molecular Al aumentar la concentracion de SDS se puede cbservar la
disminucion en la intensidad de la banda de peso aparente mayor a 300 kDa y el aumento en
intensidad de la de peso aparente 200 kDa; asi mismo, se observa la presencia de otras dos
bandas en las zonas aparentemente correspondientes a 100 kDa y 70 kDa. No se aprecian
cambios en los perfiles para cada una de las conceniraciones de SDS durante la primera
hora de incubacion con el detergente; sin embargo, después de 96 horas puede observarse
mas claramente la disminucién en la intensidad de la banda de peso aparente mayor a 300
kDa y el aumento en la intensidad de las bandas de pesos aparentes de 100 kDa y 70 kDa,
asi como la aparicion de una banda intensa con pesoc aparente de 51 kDa. Es en este
momento cuando es mas claro el incremento en la banda de peso aparente 200 kDa

(cercana a la miosina) conforme aumenta la concentracion de SDS.
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Figura 9.7.2.1. Efecto del SDS. Electroforesis nativa. Separacion en geles al 12% de acrilamida.
Aislado disuelto con 0.34 M NaCl; centrifugado (10,000 rpm, 12 min} y ultrafiltrada con Amicon (YM
30), sometido a incubacién con SDS a diferente concentracion (0.0, 0.003, 0.1 y 0.5 M), durante 0 s,
30 min, 1 h, y 96 h. Los geles A y B no tienen SDS incluido en el gel. Gel C, SDS en el gel,
Volumenes constantes de 20 uL de muestra.

Aunado a esto, cuando el detergente se incluye directamente en el gel, la intensidad
de la banda de pesc aparente de 200 kDa, aumenta conforme se incrementa la
concentracién de SDS. EI SDS es un detergente cargado, cuya region hidrofobica se unira a
los amino&acidos no-polares de la molécula, favoreciéndose por causa de las repuisiones
entre sus grupos cargados, el desdoblamiento de la molécula y la ruptura de enlaces de tipo
no-covalente. Por ofra parte, el medio con alta fuerza iénica favorecera el aumento en el
numero de interacciones entre las proteinas y el disolvente, disminuyendo a su vez el

numero de las interacciones hidrofébicas entre las moléculas de proteina.

El perfil electroforético nativo y en ausencia de SDS muestran una unica banda con un
peso molecular aparente superior a 300 kDa. En presencia de SDS, esta banda se disocia en
cuatro bandas mas, de manera dependiente del tiempo y concentracion del detergente. Las
evidencias muestran que en la formacion del multimero de peso aparente mayor a 300 kDa

estan involucradas fuerzas de tipo no-covalentes, como podrian ser electrostaticas e
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hidrofébicas tal y como se sugiere para multimeros de globulinas en otras plantas (4-8, 28, 29,
45, 50, 53, 61, 67, 73, 88, 91, 92)

La aparicidn en estos geles de bandas diferentes a la de 300 kDa en ia condicién de 0
M de SDS puede deberse a la difusién que el SDS experimentd desde otra muestra que si lo
contenia, lo que se decidid verificar. La figura 9722 muestra un nuevo gel nativo en
completa ausencia del detergente, donde podemos observar la presencia de una banda
unica y de peso molecular aparentemente superior a los 300 kDa. En este gel se utilizé como
muestra emulsién desestabilizada para descartar que fa fuerza electrostatica ejercida por la

sal pudiera estar interfiriendo.

> 300 kDa

200 kbDa

16,25 kDa
97,4 kD=
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Figura 9.7.2.2 Efecto detergente SDS Electroforesis nativa en ausencia de

SDS. Separacién en geles al 6% de acrilamida, Emulsion desestabilizada
(E.D) en diferentes concentraciones.,

La banda de 300 kDa concuerda con el hexamero del gue se ha hablado y que es
reportado en distintos trabajos con distintas especies vegetales. Las bandas de 200 y 100

kDa concuerdan con los pesos esperados para el tetramero y el dimero respectivamente. La

79

e i e e e o



banda de 70 kDa en ajonjoli no se ha reportado; aunque existen otras explicaciones, en base
a nuestras observaciones, creemos que esta banda podria corresponder a fa asociacion del
mondmero de 50-60 kDa con la proteina de peso menor a 13 kDa, o bien con la subunidad
basica de pesos entre 20 y 25 kDa. Para que pueda ocurrir la primera propuesta, la proteina
de 13 kDa deberia ser producto de la disociacion de algun intermediario, o directamente de la
de 300 kDa, y estar unida a éste por alguna interaccién de tipo no-coval'?nte, susceptible de
ruptura por la mera presencia de SDS. La factibilidad de la segunda prop‘uesta radica en que
la subunidad tuvo gue provenir de la ruptura de enlaces disulfuro, ya sea como producto de
la ebullicidon a la que se sometid con el buffer de tratamiento o durante el procesamiento al
gue el aislado estuvo expuesto durante su manipulacion industrial, el cual incluia tratamiento
alcalino y térmico. Aun si este fuera el caso, la subunidad también tendria que reasociarse aj
multimero bajo la accion de un enlace I¢ suficientemente débil como para ser roto por el SDS.
Experimentos alejados del objetivo de esta tesis tendrian que llevarse a cabo para confirmar

o desestimar tales hipdtesis.

9.7.3 Efecto de los compuestos tris-HCI| y urea.-

Con el fin de exponer las fracciones hidrofobicas localizadas al interior de las proteinas
se emplearon los agentes tris-HCI (tris(hidroximetil)Jaminometano HCI) y urea, de con las
propuestas de diversos autores (28, 30, 32, 64, 83, 84). El fundamento del uso de tris-HCI es
que este actua en algunas proteinas cargando la superficie expuesta de la moléculia,
provocando repulsion entre sus aminoacidos cargados y exponiendo al abrirse la cadena, la
fraccion hidrofébica interior de las proteinas globulares inmersas en medio acuoso. Por su
parte la urea actua rompiendo interacciones no polares como puentes de hidrogeno, fuerzas
de van der Waals, uniones electrostdticas e interacciones hidrofobicas que actuan

estabilizando a las proteinas.

La disolucion de las muestras con tris-HCI a diferentes pH, y urea a diferentes
concentraciones, no mosird a simple vista cambios en su solubilidad. El perfil electroforético

en ausencia de B-mercaptoetanol de la muestra disuelta a pH g:lg_ 348 g9, 10 y 11, la
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fraccion globulina extraida de la extraccion secuencial, la emulsion desestabilizada y la
misma emulsion desestabilizada disuelia con tris-HCl 15 My apH de 68, 80 y 9.0 (figura
9.7 3.1), mostraron la presencia abundante del triplete de 50-60 kDa. Se utilizaron estos
valores de pH, ya que en ellos se habia cbservado la mayor concentracion de las bandas de

interés, asi como la presencia de ias formas asociadas de mayor peso molecular.

200 kDa 150kDa 100 kDa > 300 kDa

97,4 kD . 16,25
66,2 kDa 7.4
BG 2
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Figura 9.7.3.1. Efecto de los agentes urea y tris-HCI. Perfil electroforético sin 8-
mercaptoetanol. Separacién en geles al 12.5% de acrilamida. Aislado disuelto a pH de 3, 4, 8,
9, 10 y 11; fraccién globulina extraccién secuencial; emulsién desestabilizada; emulsion
desestabilizada disuelta con tris-HCI 1.5 M, pH 6.8, 8 y 9. Ademas todas las muestras fueron
disueltas con disolucién urea 3 M. Gel separador y concentrador preparados con disolucion
de urea 3 M.

Después de la disolucién con urea 3 M tanto en la muestra como directamente en el
gel, se siguen observando en los pH de 8, 9 y 10 la banda de peso mayor a 300 kDa;
también se observan la banda de 150 kDa en pH 4, 8, 9y 10; la banda de 200 se observa en
pH de 4, 8, 9y 10. Las muestras disueltas previamente con tris-HCl1 1.5 My a pH de 6.8, 8.0

y 9.0 presentan proteina en la zona de alto peso molecular, pero la presencia de un barrido,
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debido probablemente a la alta concentiracion de sal, no permite determinar el peso de esa

fraccidon proteinica.

Hasta este momento los resultados mostraron la presencia de las bandas de alto peso
molecular, en extremos acidos y basicos. En estas condiciones, las proteinas tendran una
carga parcial mayor que generara repulsion entre aminoacidos con carga del mismo signo, lo
que a su vez generara un desdoblamiento de la cadena, parcial o completo, exponiendo de
esta forma los grupos hidrofébicos antes ocultos. La presencia de los agentes urea y tris-HCl
respectivamente, contribuiran tanto al desdoblamiento de la cadena como a la solvatacion de
la misma. Es por esto que principalmente se atribuye la presencia de las formas asociadas
del monomero a pH extremos a la generacion de enlaces de tipo hidrofébico entre los
aminoacidos no polares expuestos por efecto de estas condiciones. Otros reportes (4, 6, 33,
41, 73, 91, 92), sugieren también la accién de fuerzas hidrofébicas en la asociacion de los

multimeros de globulinas.

Los resultados muestran como componente mayoritario a pH de 8 y 9, al triplete de
50-60 kDa, mientras que a pH extremos de 3, 4, 10 y 11 sera el grupo por debajo de 14 kDa.
La fraccion globulina y emulsion desestabilizada muestran también como mayoritario a dicho
grupo de peso menor a 14 kDa. La evidencia parece indicar que la abundancia del grupo por
debajo de los 14 kDa se halla relacionada con condiciones en ias cuales los enlaces débiles
pueden ser rotos, tales como extremos de pH y presencia de fuerzas idnicas considerables.
De nuevo cabe hacer notar que en ausencia del agente reductor, las bandas de peso
molecular alto (200, 150, 100, 75 y 66) se hallan presentes, por lo que se refuerza nuestra

hipbétesis de que se hallan presentes por la accion de enlaces disulfuro.

También como ya se mostrd, el SDS tendra un efecto en la disociacion de las formas

agregadas, por lo gue se propone gque ocurre una reasociacion posterior a la disociacion.
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Pese a la ausencia de B-mercaptoetanol, se observa también la presencia del triplete
de 30-35 kDa y del doblete de 20-25 kDa, debido probablemente a |a accidn combinada del
SDS, el Tris-HCl y la urea, que provocan un alto grado de desdoblamiento de la cadena que
genera tensién en los enlaces disulfuro, algunos de los cuales se rompen por el efecto de la
temperatura y el tiempo de ebullicion liberando las subunidades. Como se menciond antes,

existen reportes (28, 45) donde se presentan resultados similares.

9.7.4 Efecto de la accion combinada de sales vy pH en la
disolucion de las proteinas.-

Distintos perfiles electroforéticos a lo largo de este estudio (Figuras: 952, 986.1,
9711, 9722, 983.1), habian presentado proteina incapaz de penetrar en el gel
separador, debido a su elevado peso molecular. Las formas agregadas de proteina son

comunes en globulinas de semillas y son las principales responsables de su baja disolucién.

Se evaluaron diferentes combinaciones de sales y pH en virtud de su posible impacto
sobre la disolucion de la emulsién desestabilizada, que por si misma era muy dificil de
disolver. Las combinaciones gue fograron disolver en alguna medida la muestra, fueron las

siguientes:

Muestra A = 1 vol emulsion desestabilizada + 1 vol. NaCl 1.7 M, pH 8
Muestra B = 1 vol emulsidén desestabilizada + 1 vol. tris-HCI 1.5 M, pH 8
Muestra C = 1 vol. muestra B + 1 vol. NaCl 1.7 M
= 1 vol. emulsién desestabilizada + 1 vol tris-HCI 1.5 M, pH 8 + 2 vol. NaCl
1.7M
Muestra D = 1 vol. muestra A + 1 vol. NaCl 1.7 M, llevada a pH 8
= 1 vol. emulsidon desestabilizada + 3 vot. NaCl 1.7 M, pH 8
Muestra E = 1 vol. emulsion desestabilizada + 2 vol. NaCl 1.7 M, pH 10 7

(fuerza ionica = 1.13)



Los resultados indicaron que en la muestra A se consiguio eliminar en gran medida el
precipitado, pero con formacion de floculacion en |a superficie. En las muestras B y C no se
observ6é ninguna apreciable disolucion del precipitado. La muestra D presentd también
floculaciéon y disminucidon de precipitado. La muestra E se disolvid casi en su fotalidad
después de cuatro minutos de ebullicion. Cuando la muestra A gue presentaba precipitado
se mezcld con NaCl 1.7 M a pH 8 se logré disminuirlo, asi como la aparicion de floculacién.
La imposibilidad de disolver el precipitado con NaCl 1.7 M en la muestra C previamente
mezcladas y hervidas con tris-HCI a pH 8 lleva a pensar que para la disolucion completa de
los agregados deben de participar tanto fuerza idnica como un pH basico. Tanto la muestra B
como la C ambas disueltas con tris-HCI, pH 8 presentaron muy baja solubilidad, esto
concuerda con resultados anteriores donde el empleo de tris-HCI no mejoraba de manera
evidente la solubilidad de la muestra. La muestra D donde se mezclaron 3 volumenes de
NaCl 17 M, pH 8.0 con 1 volumen de muestra a pH 7.0 indican que el pH juega un papel
muy importante en la disolucién de estos agregados. La casi completa disolucion de la
muestra E, bajo condiciones de alta fuerza ionica y pH extremadamente basico (NaCl 1.7 M,
pH 10.7) confirma esta suposicién. Probablemente la disolucién de los agregados presentes
en esta muestra ocurrid por una combinacién de los siguientes mecanismos; por un lado,
sabemos que la carga neta de la proteina a pH basicos es negativa y aumenta con el pH.
Esta ganancia electrostatica provocara repulsion en los atomos cargados del mondmerc y
entre los atomos cargados de los distintos monémeros asociados, provocando asi la apertura
de las cadenas y un rearreglo mas relajado de los agregados cuyos enlaces no fueron rotos
por la repulsion electrostatica. El segundo mecanismo depende de las interacciones que
ocurren cuando una alta cantidad de i6nes, son incluidos en el medio, permitiéndose la
hidratacion de la molécula y la disminucion en el numero de interacciones hidrofobicas. Cada
uno de los mecanismos por si solo no fue suficiente para disolver el precipitado, sino que se
necesité de la accidén conjunta de los dos, aunado al efecto de la temperatura que
seguramente aportd la energia térmica para romper los enlaces ahora disponibles y que

resistieron el efecto de los mecanismos antericres.

Se encuentra reportado un comportamiento de asociacidén-disociacion en funcion del
pH y fuerza iénica en globulinas de diferentes especies vegetales, dando lugar a la formacion
de distintos complejos solubles e insolubles ¢4, 5, 14, 83). Otros reportes (14, 41) proponen que
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las fuerzas que participan en la formacion de los agregados en giobulinas de semillas, son de
tipo, hidrofébico, electrostatico como enlaces de hidrogeno y probablemente eniaces
disulfuro. Nuestras observaciones son semejantes y llevan a pensar que la baja solubilidad
gue este tipo de formaciones presentan, les brindard una conformacién compacta que

permitira almacenarlas en forma funcional en las semillas.

En las muestras disueltas con fuerza idnica de 17 y cuyo pH no era extremo se
presentd el fendmeno de floculacién. Los resultados presentados con anterioridad referentes
al efecto del fR-mercaptoetancl mostraron la presencia del fenédmeno de floculacién al
enfriarse la misma muestra (emulsidon desestabilizada) hervida en presencia del agente
reductor; resultados similares son reportados (46) para emulsiones a base de 11S de soya.
Aunque no descartamos el efecto del fi-mercaptoetanol en relacion a este fendomeno; lo
atribuimos principaimente a la accién del tratamiento térmico que logré la ruptura de los
agregados, ya sea en algun o en algunos tipos de intermediarios que, al descender la
temperatura, logran reasociarse en agregados de estructura cuaternaria diferente a la original
y donde probablemente sus dominios hidrofébicos quedaron orientados hacia el interior del
agregado. Creemos que la presencia de iones en concentraciones altas pudo fomentar esta
nueva asociacion, al provocar una orientacion diferente tanto de los aminoacidos con carga,
como de los que estén fisicamente cercanos, ya que el efecto de esta reorientacion no sera

exclusivamente de tipo local

Los resultados de disolucién con sales y pH arrojaron que para la completa disolucion
de las muestras es necesaria tanto la presencia de fuerza idnica alta (1.13), como de pH
extremo {(cercano a 10). La disminucién de precipitado solo pudo observarse donde las
condiciones presentaban pH basicos y alta fuerza idnica. La aparicion de floculacion se dio
en aguellos casos donde por un lado hubo disminucién de precipitado, y por el otro no existié
una completa disolucién del mismo, sugiriendo que la parcial disolucion de los agregados, es
la responsable de la aparicién de este fenémeno, quizas por un parcial desdoblamiento de
las cadenas que lleva a una estructura cuaternaria con diferentes caracteristicas en su

comportamiento de disclucidn.
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Figura 9.7.4.1 Efecto conjunto de sales y pH. Electroforesis nativa.
Ausencia de SDS. Separacién en geles al 6% de acrilamida, Emulsién
desestabilizada (E.D.) tratada bajo diferentes condiciones; Aislado
disuelto con 0.34 M NaCl (G2,5S).

La figura 9.7.4.1 muestra el perfil electroforético en condiciones nativas de las
muestras disueltas bajo los tratamientos presentados anteriormente. Se puede observar la
presencia de una banda de peso molecular aparente superior a 300 kDa en todos los
carriles, incluyendo el del aislado disuelto con NaCl 0.34 M puesto alli como control. Esto
evidencia que aun en los tratamientos donde no se observé disminucién del precipitado si

existié algun grado de disolucién.

La presencia de la misma banda en todos los casos pone de manifiesto que, al
menos bajo estas condiciones de disolucién, la proteina responsable de la capacidad de
formar y estabilizar emulsiones es solo una, de peso molecular aparente mayor a 300 kDa y

con peso molecular similar a la extraida del aislado con una fuerza idnica de 0.34 M.
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9.8. Determinacion de pesos moleculares.-

Con el fin de determinar el peso molecular de la proteina mayoritaria tanto del aislado
como de la emulsion desestabilizada, se decidié hacer uso de técnicas cromatograficas. Se
utilizé cromatografia de exclusion molecular, con las variables reportadas en la metodologia
de este frabajo. Se usé esta cromatografia por ser la que mejores resultados arroj6 en Ia
purificacion de globulinas en diferentes especies vegetales (22, 46, 87, 89), esta técnica se
basa en que; dependiendo de la geometria del material de que esta compuesta la fase
estacionaria, las moléculas pequefias podran penetrar el espacio lnterpamcular del gel y por
tanto su migracién a lo largo de la columna sera retardada. El grado de es_te ietardamiénto
sera dependiente del tiempo de residencia de la molécula en el espacio mtérpamculér y es
inversamente proporcional al tamafno de la molécula. Si una molécula es lo suficientemente
grande como para entrar en el espacio interparticular entonces su migracidon no sera
retardada por la fase estacionaria. El perfil de elucién de una proteina dependera no sélo de

famafio molecular, sino también de su forma.
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Figura 9.8.1 Determinacion de pesos moleculares. Perfil cromatogréfico. Aisfado disuelto con
0.34 M NaCl, pH 6.78. Fase mdévil tris 0.02M +NaCl 0.3 M, pH 7.8. Columna Superdex 200. Muestra
inyectada 0.5 mL. La muestra se inyecté sin diluir con la fase moévil. Todas las muestras se
centrifugaron a 10,000 rom por 1 min. Las fracciones recolectadas fueron de 0.0625 mL/min.
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La figura 9.8.1 muestra el perfil cromatografico del aislado disuelto con fuerza iénica
de 0.34 y pH 6.74, donde se puede observar la presencia mayoritaria de un solo pico de peso
molecular 350 kDa. La caracterizacion electroforética de la fraccion correspondiente, extraida
de la cromatografia mostré, como puede observarse en la figura 9.8.2 que en condiciones
nativas era mayoritaria, la presencia de una tnica banda de peso molecular aparente mayor
a 300 kDa. El perfil bajo condiciones desnaturalizantes mostré la disociacion de esta banda
en otras de pesos: 200, 60, 30, 20 y menor a 14 kDa. Estos resuitados refuerzan la
propuesta de disociacion y reasociacion del multimero de 350 kDa como dependiente del pH

y fuerza iénica del sistema.

Nativo

200 kDa

116 kDa
97 kDa

66 2 kDa

974 kDa

66,2 kDa
45 0 kDa
450 kDa

Marca 1 1 1 1 1 1 1 2 3
Bajo PM 39 44 47 49 58 63 68 4 69 73 66 53 64 72 55

1 2 4
1 1 1 39,44 2 2 2 69,73 3 4 4 4 5584
39 44 47 y47 8% 73 76 y 76 58 64 72 85  y72

Figura 9.8.2. Deferminacién de pesos moleculares. SDS-PAGE y electroforesis nativa Fracciones
recuperadas después de la cromatografia por filtracion en gel Separacion en geles al 10% de
acrifamida Picos de diferentes cromatogramas

Para concluir este trabajo se realizé la comparacion de los perfiles electroforéticos
entre las proteinas de la emulsion desestabilizada, respecto al aislado disueito con 0.34 M de

NaCl y de las fracciones extraidas de la cromatografia de exclusion molecular. La figura
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9.8.3 muestra el perfil electroforético en condiciones nativas donde se observa que las tres
muestras comparten el mismo perfil, mismo que muestra a la banda de peso mayor a 300
kDa, como la unica que aparece, mientras que por su lado, en condiciones no reductoras el
triplete de 50-60 kDa y el de 30-35 kDa seran los Unicos que se observan.

A B

Muestra . E.D. E.D. G2.5 .Marcau'or ED. E.D. G2,5 E Marcador
Cromatograma E ’ E g%
28
2g
= 2
&

Figura 9.8.3. A) Electroforesis nativa (separacion en geles al 10% de
acrilamida) y B) en ausencia de B-mercaptoetano! (separacién en geles al 6%
de acrilamida). Muestras: aislado disuelfo con 0.34 M de NaCl; emulsién
desestabilizada (E.D.); emulsién desestabilizada disuelta con 2 veces su
volumen de NaCl 1.7 M, pH 10.7 (E.D. E); fracciones extraidas de la
cromatografia de exclusién molecular concentradas por liofilizacién.

Estos resultados, con mucha certeza indican que la proteina responsable de la
formacion y estabilizacién de emulsiones es unica y que puede ser exiraida del aislado de
ajonjoli mediante disoluciones con NaCl 0.34 M y por uitimo, que es la misma que se extrajo
por cromatografia de exclusidn molecular como la proteina mayoritaria cuando el pH del
sistema era cercano a 7.0. Estos resultados concuerdan con la proteina reportada como

globulina 11S en diferentes trabajos sobre diferentes especies vegetales (2, 4-8, 14, 22, 28-33,
35, 38, 41, 45, 46, 50, 51, 53-55, 57, 59, 61, 72, 73, 81, 84, 87-89, 91, 92).
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10.0 Conclusiones.-

1. La muestra analizada contiene un 92 8% de profeina, por lo que podemos

considerarla como un aislado proteinico.

2, El aislado presenté un comportamiento de disolucion comun para muestras
proteinicas donde, al ser disuelto en el rango de pH de 2 a 12, presentd una minima

disolucion entre valores de 6 y 7 y una maxima disolucion en los extremos acidos y basicos.

3. En presencia de condiciones desnaturalizantes se observé la presencia de dos
tripletes (50-60, 30-35 kDa) y un doblete (20-25 kDa) en todos los valores de pH, aunque coh
baja intensidad en pH de 6-7, y con mayor intensidad en los mismos valores de pH donde
ocurre la maxima disolucion del aislado. En ausencia de un agente reductor y para los
mismos valores de pH se observd una drastica disminucién de los grupos de 20-25 y 30-35

kDa, asi como un notorio incremento en el grupo de 50-60 kDa.

4. Bajo condiciones reductoras y con mayor abundancia en el intervalo de pH de
5-7, se observo la presencia en gran intensidad de una banda de peso molecular de 14 kDa,
asi como otras dos de pesos 9 y 4 kDa. Estas dos ultimas no se observaron en condiciones
no-reductoras, al mismo tiempo que ia intensidad de la banda de 14 kDa se vio

incrementada.

5. En condiciones no-reductoras y en valores de pH distintos a 5-7 se observa la
presencia de bandas con pesos moleculares altos (76, 100, 120, 150, 220 y 250 kDa),
mismas que en presencia de un agente reductor no pudieron ser observadas. Por su parte
bajo estas condiciones desnaturalizantes, observamos la presencia de tres bandas de pesos
moleculares 28, 43 y 64 kDa, que en ausencia de un agente reductor no fueron ya

observadas.

6. En todas las condiciones ensayadas, el aislado presentd una compieta
incorporacion de aceite, dando lugar a la formacién de emulsiones aceite-agua; esta

propiedad se mantuvo, aun después de que la emulsion fuese desestabilizada mediante el
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uso de una fuerza externa, llegando el aceite incorporado a representar el 71% (v/v) del total
de la mezcla {para 8% (p/v) de proteina) antes de su desestabilizacién, y manteniendo bajo
esas condiciones, la presencia de 98.55% de emuision después de su desestabilizacién.
Bajo estas condiciones se obtuvo una relacion mayor a 12, para el cociente volumen de

emulsion formada y desestabilizada, por peso de proteina inicialmente adicionada.

7. Conforme se incrementaba en el sistema (emulsién aceite-agua) tanto la
cantidad de aceite como la de proteina adicionada, pudo observarse un incremento €l la
relacion de emulsion formada, al tiempo que tanto la fase acuosa como el precipitado
disminuian. De aqui se concluye gque en la formacién y estabilizacion de emulsiones aceite-

agua participan tanto las proteinas solubles como las insolubles del aislado de ajonjoli.

8. Los anadlisis electroforéticos sobre la proteina extraida de la emulsién mostraron
que es mayoritariamente una y con un peso molecular superior a 300 kDa. La solubilidad de
la proteina se vio favorecida por la adicion de sales al sistema, sin embargo para la completa

disolucidn de la proteina se requirid tanto de fuerza idnica alta como de pH extremo.

9. La emulsién desestabilizada bajo condiciones no-reductoras mostré tanto las
bandas de peso molecular entre 50-60 kDa y menor a 14 kDa como la de peso superior a
300 kDa. Estos datos sugieren que en la formacién de Ia proteina nativa (350 kDa), extraida

de la emulsion desestabilizada, participan estas subunidades a través de uniones débiles.

10. La disminucién en la intensidad de la banda de alto peso molecular (350 kDa)
en presencia de un agente reductor permite concluir que en su formacidn participan enlaces
disulfuro. Asi también, la aparicién de un friplete de bandas de pesos 30-35 kDa y de un
doblete de 20-25 kDa, asi como de bandas de peso molecular 64 y 29 kDa, sugiere que
éstas también participan en la formacién de la de 350 kDa, a través de enlaces disulfuro y
muy probablemente mediante la formacioén de intermediarios. La disminucion en la intensidad
del grupo de 50-60 kDa bajo estas condiciones, sugiere que éste pudiese ser el principal

intermediario en la formacion de la de 350 kDa.

11. Los ensayos utilizando tanto distintos disclventes como diferentes intensidades

de fuerza idnica y centrifuga no permitieron la separacién de los grupos proteinicos
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principales (20-25, 30-35 y 50-60 kDa). Sin embargo en todos elloes‘_‘se cpnfirmé que en
condiciones desnaturalizantes era mayoritaria la presencia dei triplete‘ de 30-35 kDa y del
doblete de 20-25 kDa, mientras que en ausencia de un agente reductor, la mayor intensidad
la presentaba el triplete de 50-60 kDa. Los ensayos en presencia y ausencia de agente

reductor confirmaron este comportamiento.

12. En todos los ensayos en electroforesis en presencia de SDS en los que se
probaron diferentes disolventes, pH y/o fuerza ionica, asi como donde se usaron distintas
intfensidades de fuerza centrifuga mostraron la presencia de bandas de proteina por debajo
de los 14 kDa. Esta no desapareci6 tras ensayos de ultrafiltracion con limite de exclusion
superior a ese valor, y aparecié tanto en el retenido como en el sobrenadante La
electoelucion del triplete de peso molecular 50-60 kDa tambien mostré proteina por debajo
de los 14 kDa. Ninguno de los ensayos en ausencia del detergente SDS de las diferentes

muestras, mostro proteina por debajo de los 14 kDa.

13. Los distintos ensayos en ausencia de un agente reductor mostraron ia presencia
de bandas de pesos moleculares altos (250, 200-220, 150, 100-120, 70-76 kDa) mismas que

en presencia de un agente reductor no fueron observadas.

14. La electroforesis nativa en presencia de distintas concentraciones del detergente
SDS y a diferentes tiempos de contacto mostraron que la banda unica observada en peso
superior a los 300 kDa se disocia en bandas de 200, 100, 70 y 51 kDa como consecuencia
de la exposicion al detergente. Esto demuestra que la existencia de estas bandas esta

determinada en gran medida por la ruptura de interacciones débiles entre ellas.

156. El pairéon de bandeo en los diferentes ensayos sugiere un comportamiento de
asociacion y disociacion de proteinas, que incide en la aparicion y desaparicion de bandas
de diferentes pesos moleculares. la proteina cuyo peso molecular en forma nativa es de
350 kDa, presenta un comportamiento de disociacion-asociacion que esta directamente
influenciado por el pH, fuerza iénica, fuerzas fisicas y por la presencia de algunos agentes
quimicos. La figura 10.1 muestra un modelo propuesto por nosotros donde se visualiza la
composicién de las distintas subunidades formadoras de esta proteina, en funcién de la
presencia de detergente y agente reductor.
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Nativo no-reductor Desnaturalizante no-desnaturalizante
Detergente (-} Detergente (+) Detergente (+) Detergente (-)
Reductor (-} Reductor (-) Reductor (+) Reductor (+)

Figura 10.1. Modelo propuesto para la disociacion-reasociacion de la proteina mayoritaria del aislado de
ajonjoli bajo estudio.

16. El perfil cromatografico del aislado disuelto con fuerza iénica de 0.34 y pH
cercano a 7 mostrd la presencia mayoritaria de un solo pico con peso molecular de 350 kDa.
La electroforesis nativa de las fracciones recuperadas de la cromatografia mostré una banda
Unica de peso molecular mayor a 300 kDa. El SDS-PAGE de las mismas fracciones
demostrd la disociacién de dichas bandas en otras de 50-60, 30-35 y 20-25 kDa.

17. Resultan iguales los perfiles electroforéticos de las fracciones recuperadas de la
cromatografia comparados contra los de la emulsién desestabilizada, la emuisidn
desestabilizada completamente disuelta con elevada fuerza iénica y pH, asi como del aislado
disuelto también con fuerza iénica elevada. En condiciones nativas se confirmd en todos los
casos la aparicion de una banda unica, de peso molecular superior a 300 kDa, mientras que

en condiciones no-reductoras se presentd mayoritariamente el triplete de 50-60 kDa.

18. Se sabe que la fraccion globulina de amaranto adopta el estado de menor energia
iibre cuando es absorbida en la interfase aceite-agua de la gota, produciendo asi una

emulsién mas estable y disminuyendo a su vez la proporcién de coalescencia generada; por
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otra parte se reporta que la alta capacidad para formar emulsiones en la giobulina 11S de
soya se vera afectada por la formacion de agregados de alto peso molecular que impiden la
correcta orientacion de sus residuos hidrofébicos en la fase oleosa de la gota (20, 46, 91,92);
por lo que era de esperarse que también la globulina 118 de ajonjoli adoptase el estado mas
estable termodinamicamente, es decir, formando un multimero y que éste no fuese de muy

elevado peso molecular
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11.0 Perspectivas.-

Tanto el multimero como las formas agregadas de la globulina 11S de ajonjoli estaran
estabilizadas principalmente por interacciones de tipo no covalente, mismas que pensamos
son basicamente de tipo electrostaticas e hidrofébicas. Probablemente el mecanismo
primario de agregacion de estas proteinas suceda entre sus residuos cargados, en particular

sus residuos basicos (7, 8, 35, 36, 57, 97).

Como ya se menciond, en la formacion del multimero participan enlaces disuifuro,

quizas producto de reacciones de intercambio (10,36, 57).

Un conocimiento mas completo de las formas asociadas a las diferentes condiciones
de pH y fuerza idnica permitirda probablemente un mejor discernimiento sobre el tipo de
fuerzas que estabilizan estas estructuras, generandose al mismo tiempo el conocimiento

para manipular esta proteina con fines nutricionales y funcionales.

Estudios actuales indican presencia de casos de respuesta alérgica atribuida al
consumo de ajonjoli descascarillado (44, 66, 67). Estos estudios presentan inconsistencias
sobre la(s) proteina(s) responsables de esta respuesta, sin embargo todo indica que se trata
de esta misma proteina en alguno{s) de sus estados de asociacién-disociacion por lo que se
refuerza la necesidad de identificar las condiciones bajo las cuales estos mecanismos

ocurren.

En México durante el periodo 1995-1999, el promedio anual de produccion de semilla
de ajonjoli fue de 26 mil Ton; considerando que aproximadamente el 25% de la composicion
de la semilla corresponde a proteina, se produjo anualmente un promedio de 6.5 mil Ton de
proteina de esta semilla, de la cual se halla reportado que en promedio, la globulina 11S
representa el 65% de la proteina total, por lo que esto significa una producciéon promedio
anual de 4.225 mil Ton de globulina 11S de ajonjoli. Por su parte la produccién de esta
semilla a nivel mundial, durante el mismo periodo fue de 2,573 mil Ton lo que representd un
promedio anual de produccion de globulina 11S de 418 mil Ton. En México en el afio 2001, la

produccién anual de esta semilla se incremento en 57%; estos numeros por si mismos
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indican la conveniencia de incrementar la caracterizacion y el estudio de esta proteina, con el

fin de promover una mayor explotacién de la misma.

Debido a que las proteinas de reserva se hallan bastante conservadas en diferentes
teguminosas, asi como al elevado consumo de estas semillas a lo largo del hemisferio; es de
relevante importancia una mayor comprensiéon sobre sus propiedades funcionales,

bioquimicas y nutrimentales.
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13.0 Anexos.-

Anexo |.-

Cuadro anexo |- Composicion porcentual de los

residuos aminodcidos segin lo reportado como
los requerimientos diarios de los mismos, para
adultos sanos por fa FAO/WHO/OMS (22)

%
Lisina 58
Treonina 34
Valina 3.5
Isoleucina 2.8
Leucina 6.6
Triptofano 1.1
Cisteina —
Metionina —
(Total azufrados) 2.5
Tirosina —
Fenilalanina —
(Total aromaticos) 6.3
(Total esenciales) 32.0

Anexo II.-
Curva patrén Lowry soluble (Microgramos/ mL)
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Figura anexo I A. Curva patrén de albamina sérica bovina para la técnica de lgévifry-SDS (68).
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Curva patron Lowry insoluble (Microgramos/ mL) N
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Figura anexo I.B. Curva patrén de caseina para la técnica de Lowry-SDS (68}, modificada para
muestras insolubles (28).

Anexo Ill.-

Cuadro anexo Illl. Comportamiento de solubilidad def aislado al variarse el pH
entre 2y 12. Se reporta el % de proteina soluble. La curva patrén se realizé con
albumina sérica bovina.

Sl e

%m
B
"%m 4 m“"%

o
pEnE et
it

2 8.66 86.59 68.16
3 9.29 92.87 73.11
4 6.93 69.28 54.54
5 2.85 28.47 22.41
B 1.36 13.60 10.71
7 0.77 7.71 6.07
3 1.35 13.47 10.60
9 4.37 43.66 34.37
10 7.35 73.52 57.88
" 13.17 131.72 103.69
12 12.76 127.60 160.44
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Anexo V.-

Cuadro anexo IV. Estabilidad de emulsion para un
aislado comercial de soya, Ardex F® recomendado
por el fabricante (ADM Protein Specialties® como
emulsificante alimenticio. Concentraciones de 0.1,
0.5, 1.0 y 5.0% (p/v) de proteina. Se mantuvo el
volumen de aceite inicialmente adicionado,
constante y en 25% v/v.

Proteina (%) Estabilidad de
Emulsion (%)
0.1 72.78
0.5 100
1.0 100
5.0 100
Anexo V.-

En este anexo se presentan las dos secuencias aminoacidas reportadas para albumina 25

de ajonjoli (Sesamum indicum);

1.-Tai S. S., etal. 1999.-

Definicién: 2S albumin precursor [Sesamum indicumy].

Numero de acceso: AAD42943

Autores: Tai, S S, WulL. S, ChenEC and Tzen,JT.

Titulo del articulo.  Molecular cloning of 11S giobulin and 2S albumin, the two major
seed storage proteins in sesame

Revista: J. Agric. Food Chem. 47 (12), 4932-4938 (1999)

1 marftivlav Ifaaalvsas ahktvvtisv aeegeeenqgr gcewesrqgcq
mrhecmgwmrs

61 mrgqyeesfl rsaeanqgqf ehfreccnel rdvkshcrce alremmrgmq
geygmeqemq

121 gmggmmgqylp rmcgmsypte crmrpifa

2.- Pastorello E. A., et al. 2001.-

Pastorello E. A., Varin E., Farioli L., Pravettoni V., Ortolani C., Trambaioli Ch., Fortunato D,
Giuffrida M. G., Rivolta F, Robino A, Calamari A. M., Lacava L. and Conti A. (2001).

The major altergen of sesame seeds (Sesamum indicum) is a 28 albumin.

J. Chromat B. 756: 85-93
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