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2.0 Resumen.-

Entre las semillas oleaginosas se encuentra el ajonjolí, el cual se cultiva en México y

cuyas proteínas podrían constituir una alternativa para ia industria, ya que como subproducto

del proceso de extracción del aceite se obtiene una pasta que, una vez seca y molida da

lugar a una harina que contiene entre 45%-50% de proteína y cuyo uso actual es la

alimentación animal Esta harina se produce en altas cantidades y puede representar una

alternativa económica 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 proteínas para formar emulsiones,, Las emulsiones son sistemas

termodinámicamente inestables, lo que significa que ias dos fases tienden a separarse con el

tiempo,, La entropía del sistema y por tanto su inestabilidad disminuye, si se halla presente

una sustancia anfifíiica en la interfase de la emulsión, Las proteínas son moléculas anfifílicas

pero difieren significativamente en las propiedades de superficie que presenta cada una,, Las

proteínas del aislado de ajonjolí mostraron una alta capacidad emulsificante, comparable con

las proteínas de soya,,

Los resultados de este trabajo muestran que la proteína mayoritariamente responsable

de la capacidad emulsificante de un aislado de ajonjolí es la globulina 11S, Esta proteína se

encuentra en la emulsión en forma de un multímero con peso molecular cercano a 350 kDa,,

Se sabe que las globulinas 11S son aisladas normalmente de distintas leguminosas como

hexámeros de peso molecular entre 300 y 360 kDa

Esta proteína, altamente insoluble, demostró ser la proteína mayoritaha del aislado de

ajonjolí, y pudo ser disuelta mediante el uso de distintas intensidades de fuerza iónica, El

multímero (350 kDa) se disociará principalmente en un grupo de tres bandas de pesos entre

50 y 60 kDa cuando los enlaces que la forman son rotos,, El tipo de enlaces que estabilizan el

multímero 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

formación del muitímero será la forma mas termodinámicamente estable de esta proteína,



Diferentes tratamientos y condiciones aplicadas sobre el aislado mostraron la presencia

de otras formas, con pesos moleculares menores a 350 kDa, La ruptura del multímero 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 entre el multímero y el

monómero (peso molecular entre 50 y 60 kDa), Se observó también la aparición,

dependiente del pH y fuerza iónica, de agregados de pesos moleculares variables y

superiores a 350 kDa, Creemos que por efecto del pH y fuerza iónica, el multímero se disoció

en sus monómeros constituyentes, así como en distintas formas intermedias para a

continuación, sufrir una agregación en formas de pesos moleculares superiores, cuestión que

sugiere la acción de fuerzas electrostáticas en el proceso de desagregación-agregación

Por último, el monómero 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 monómero 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 proteínas de reserva mayoritarias en

los granos de leguminosas, sin embargo los trabajos realizados sobre ajonjolí son muy

escasos y más aún los referentes a sus proteínas de reserva, Por ello, este trabajo

representa una contribución importante a la caracterización de estas proteínas, con énfasis

en su propiedad de emuísificación,



3.0 Justificación.-

La industria alimentaria se encuentra en la búsqueda de proteínas alternativas que

puedan competir con las que actualmente dominan al mercado, Estas nuevas proteínas

deben poseer características nutritivas, funcionales y sensoriales adecuadas a los productos

en los que se aplican, La demanda de nuevas proteínas funcionales depende de muchos

factores, tales como el precio, disponibilidad de proteína anima! y la producción de nuevos

alimentos, pero principalmente de sus propiedades funcionales, Dichas proteínas no se

utilizan individualmente, sino en forma de aislados o concentrados, Para satisfacer la

demanda creciente de proteínas alimentarías 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

energía disponible (42)

De las aproximadamente 300,000 especies de plantas conocidas, no más de 1% es

usado en alimentación humana, Muchas se usan como condimentos, medicamentos o con

aplicaciones herbolarias; de las restantes, la mayoría se hallan restringidas a localidades

especificas (35),,

La producción de proteínas alimentarías en cantidad suficiente para satisfacer las

necesidades de la población mundial presenta grandes problemas, especialmente por

resultar más costosa que la de carbohidratos o lípidos, El déficit de proteínas alimentarías es

muy alto para algunos segmentos de la población del globo, Ante ello, la ONU, en la

Asamblea General en la Cumbre Mundial sobre la Alimentación, llevada a cabo en 1996,

consideró que, a pesar de los avances logrados en la disponibilidad mundial de alimentos,

800 millones de personas padecían a esa fecha de desnutrición crónica y alrededor de 200

millones de niños menores de 5 años sufrían desnutrición proteínico calórica,, Se manifestó

que existe la urgente necesidad de alcanzar, al más alto nivel político, el consenso y los

compromisos necesarios a fin de erradicar el hambre y la desnutrición, así como lograr la

seguridad alimentaria para todos mediante la adopción de políticas y planes de acción

concertados que deberán ejecutar los gobiernos, las instituciones internacionales y todos los

sectores de la sociedad civil (35, 56),
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Existen evidencias que muestran la relación entre la nutrición y las enfermedades,, Un

ejemplo se relaciona con el hecho de que una dieta rica en alimentos de origen vegetal

puede disminuir el nivel de colesterol en la sangre y así prevenir la aparición de

arteroesclerosis y otras enfermedades cardiovasculares, Como consecuencia de este tipo de

información, así como de distintos factores culturales y económicos, se ha observado un

cambio en cuanto al consumo de proteínas y se observa una tendencia a consumir menos

proteína animal y mayor cantidad de proteína 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 proteínicos, como hidrolizados, concentrados y aislados, los cuales se utilizan en

muy diversos productos en el mercado como helados, queso, salchichas y varios más, para

cumplir diferentes funciones dentro de los sistemas alimenticios en ios cuales se incluyen, La

soya domina el mercado mundial de aditivos proteínicos funcionales,

Dentro de las semillas llamadas oleaginosas se encuentra el ajonjolí, el cual se cultiva

en México y cuyas proteínas podrían ofrecer una alternativa a la industria, ya que como

subproducto del proceso de extracción del aceite se obtiene una pasta que se muele y seca

para dar lugar a una harina, que contiene entre 45%-50% de proteína, usada normalmente

en alimentación animal {41, 76),, Esta harina se produce en cantidades considerables y puede

representar una alternativa económica interesante para obtener un producto de alto valor

agregado como es un aislado proteínico



4.0 Introducción.-

4.1 Generalidades.-

Las proteínas se utilizan tradicionalmente en ia elaboración de productos alimenticios

por su valor nutrimental y por sus propiedades funcionales, Su funcionalidad representa el

conjunto de propiedades con incidencia, tanto tecnológica como organoléptica, sobre el

producto final (25),,

Sesamurn Indicum L

Figura 4 1,1- Planta de ajonjolí (Sesamum indicum L.)

El ajonjolí (Sesamum indicum) originario de África, es una planta anual eréctil de 0,5 a

2,5 metros de alto que madura entre 70 y 150 días, Ei fruto consiste en una vaina elíptica

consistente entre dos y cuatro cámaras 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 ajonjolí van desde un color blanco hasta el negro, con una superficie

lisa o ligeramente jaspeada (17, 40, 71), La semilla contiene aceite (50-54%), proteína (25%),

carbohidratos (11%), cenizas (5%), fibra (4%) y agua (5%) (41, 75). La semilla de ajonjolí

probablemente sea el condimento más antiguo utilizado por el hombre y quizá el primer

cultivo generado para extraer aceite, En la antigua Babilonia se utilizaba para elaborar

pasteies, 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 año

1500 a.c, En ios siglos XVII y XVIII los esclavos trajeron la semilla a América (75).

El uso principal actual de la semilla de ajonjolí es el de producción de aceite,, Ei aceite

de ajonjolí es muy apreciado debido a que posee un sabor agradable, además de que es

uno de los aceites que más fácilmente es digerido por el sistema gastrointestinal humano,,

Compuesto por aproximadamente 43% de ácido oleico y 43% de ácido linoleico, es uno de

los pocos aceites vegetales que no requieren de un proceso de refinación previo a su

consumo (41, 71), Es utilizado también en la elaboración de margarinas, como ingrediente

para la industria farmacéutica, en la fabricación de jabones cosméticos y en la industria de

pinturas por tener una buena estabilidad, Por su efecto sinérgico, se utiliza como activador en

la preparación de insecticidas piretroides (90),,

Como subproducto de !a extracción del aceite se genera una harina cuyo principal uso

es en la alimentación de ganado, aves y otros animales, Esta harina está compuesta por

alrededor de 45-50% (p/p) de proteína (41, 76), además de un 10%-20% (v/p) de aceite

remanente (32, 41, 84),

Cuando a las semillas se les elimina la cutícula se emplean para comerse directamente,

en el horneado de panes y para la fabricación de dulces, En México se usa para la

preparación de algunos alimentos, como mole, dulces, galletas y confitería en general, En

África, el ajonjolí es empleado para hacer sopas y confitería (15, 75), mientras que en algunas

regiones de Asia se utiliza en la elaboración de alimentos tradicionales y particulares como el

halvah, halawa y tahini (74),,
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En ei período 1995-1999 México ocupó el 12° iugar a nivel mundial como productor,

participando con 26,000 toneladas promedio anuaies, lo que representó el 1% de la

producción mundial, Para el año 2001 la producción nacional se incrementó a 41,000 ton,,

Las principales áreas productoras se localizan en los estados costeros del Pacífico, entre los

que destacan Sinaloa (26,1%), Guerrero (20.96%), Sonora (194%), Oaxaca (14,9%) y

Michoacán (4,1%), Entre las variedades que se cultivan en México destacan Pachequeño

seleccionado, Primavera, Ontagota 89 y Ostimur 89, Turnioca 89, Calentana, Verde Nacional

y Pungabarato (17)

México ocupó el sexto lugar como exportador para el período mencionado, con una

participación a nivei mundial de 4,4%, aportando 21,968 toneladas promedio anuales,, Los

principales mercados de exportación son los Estados Unidos, Australia, Países Bajos e Israel

(17),

Con excepción de la presencia de oxalatos en la cascara y de ácido fítico en la semilla

no hay ningún otro agente tóxico, antinutricional o generador de color en ajonjolí (75, 77),

aunque 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

alimentarías (39, 58, 59) „

4.2 Aislados proteínicos.-

Un aislado proteínico se define como la porción, principalmente proteínica, obtenida de

granos limpios, sanos y de alta calidad por medio de la remoción de los componentes no

proteínicos, hasta llegar a un 90% de proteína en base seca (Nitrógeno (%) x 6.5) (82),

Los aislados proteínicos se utilizan frecuentemente en productos cárnicos para mejorar

la calidad y tolerancia al cocimiento, así como realzar su sabor, Son también comúnmente

usados en productos horneados, para mejorar su calidad nutrimental,

Los aislados proteínicos deben poseer propiedades intrínsecas satisfactorias (ej,,

nutrimentales) y no aportar olores, colores ni sabores (o resabios) extraños a los productos
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en los que se apiican, Además deben poseer propiedades funcionales como la solubilidad,

capacidad de gelificación, de espumado, de emulsificación, estabilidad al calor, entre otros,

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

La figura 4 2,1 muestra el proceso de obtención del aislado de ajonjolí bajo estudio, Se

puede observar que el porcentaje de proteína presente se incrementa a lo largo de la

extracción y llega a ser superior al 90% de la composición del aislado,

Aceite

Alimentación
Animal

Pasta Residua!

Semilla de Ajonjolí
25% Proteína

Limpieza y Descascarillado

(-Tensado con calor hxpeller

Pasta

JEL
Molienda

Harina con grasa

hxtraccion grasa remanente
con Hexano

-IHarina Ajonjolí
50% Proteína

Kemojo con
NaOH (pH 10)

Ultrafiltración

JL
Secado

Aislado Proteínico
90< % Proteína

Figura 4,21- Diagrama de flujo que muestra el proceso de
obtención del aislado de ajonjolí (Sesamum indicum) usado
en este estudio.
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4.3 Propiedades funcionales de las proteínas -

Las propiedades funcionales se definen como las propiedades físicas y químicas que

afectan ei comportamiento de las proteínas en un sistema aiimentario durante su

procesamiento, aímacenamiento, preparación y consumo (12), Las propiedades funcionales

de las proteínas alimentarías se pueden clasificar en tres grupos principales (9,21):

a) Propiedades de hidratación (dependiente de las interacciones proteína-agua),, Incluyen

propiedades tales como absorción y retención de agua, suculencia, hinchado, adhesión,

dispersabilidad, solubilidad y viscosidad (normaimente considerada, propiedad

hidrodinámica),,

b) Propiedades dependientes de las interacciones proteína-proteína, tales como la

precipitación, gelificación y formación de otras estructuras diferentes (fibras y pastas

proteínicas, por ejemplo),

c) Propiedades superficiales,, Se refieren a la tensión superficial de emulsificación y

características espumantes de las proteínas,

Estos grupos no son totalmente independientes, Por ejemplo, la gelificación no solamente

implica las interacciones proteína-proteína, sino también las interacciones proteína-agua, La

viscosidad y la solubilidad dependen tanto de las interacciones proteína-agua como proteína-

proteína (Cuadro 4,3,1),,
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Cuadro 4,3 1- Propiedades funcionales de las proteínas alimentarías que intervienen en
ios diversos alimentos (12)

Propiedad funcional

Solubilidad

Absorción de agua y
aglutinación

Viscosidad/Retención
de agua

Gelificación

Cohesión/Adhesión

Absorción de grasa

Formación de espuma

Mecanismo

Hidrofilia de la proteína,
dependiente del pH

Hidratación iónica y
puentes de hidrógeno

Dependiente del tamaño
y forma hidrodinámica de
las proteínas

Formación de una matriz
proteínica y solidificación

La proteína actúa como
material adhesivo por
medio de interacciones
iónicas e hidrofóbicas y
por puentes de hidrógeno

Interacciones hidrofóbicas
entre las grasas y la
proteína

Absorción en interfases y
formación de películas

Sistemas al imenticios

Bebidas

Carnes, embutidos,
pasteles, panes

Sopa, aderezos

Productos lácteos,
quesos

Carne, salchichas,
pastas, productos
horneados

Productos de panadería
Emulsificación,
Formación y estabilización
de emulsiones de grasa,
formación de películas en
interfases, Salchichas, sopa,
pasteles, aderezos

Betunes para pastel,
mousses, helados, postres.

Es de gran importancia el llevar a cabo la evaluación sistemática de las propiedades

funcionales y nutrimentales de las nuevas fuentes proteínicas, ya sean concentrados o

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

mismos en sistemas alimenticios específicos,

4.3.1 Solubilidad.-

La solubilidad de una proteína es la manifestación termodinámica del equilibrio entre

interacciones proteína-proteína y proteína-disolvente (12),, La disolución ocurre por la
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dispersión de las moléculas de proteínas en el disolvente, Se relaciona con cambios en las

interacciones de los residuos hidrofóbicos e hidrofílicos sobre la superficie de la proteína con

el disolvente, Se presentan numerosas interacciones por puentes de hidrógeno,

interacciones dipoio-dipolo e interacciones iónicas (30),, La disolución está directamente

relacionada con la naturaleza fisicoquímica de la superficie de la proteína, la cual a su vez es

influenciada por el patrón de plegamiento de la cadena polipeptídica La solubilidad depende

principalmente del pH, fuerza iónica, tipo de disolvente y temperatura,, Las proteínas

presentan la mínima solubilidad a su pH isoeléctrico; pH donde ia carga neta de la molécula

será igual a cero, La solubilidad de la mayoría de las proteínas se ve afectada también por ia

desnaturalización por calor, debido a la alteración del balance de las interacciones proteína-

proteína y proteína-disolvente,, La proporción de residuos hidrofóbicos expuestos sobre la

superficie de una proteína influye en su estabilidad termodinámica Aunque todas las

proteínas sufren desnaturalización térmica, aquéllas con mayor cantidad de estos residuos,

expuestos sobre su superficie serán mas susceptibles a este fenómeno (12).

El estado fina! de disolución de la proteína se relaciona con otras propiedades

funcionales importantes, entre ellas la emulsificación, que es una propiedad de superficie y

que requiere un nivel alto de hidratación y de dispersión de la proteína (12),, Las

características de solubilidad son útiles para la determinación de las condiciones de

extracción y purificación óptimas a partir de fuentes naturales, La disolución indica, en buena

medida, las aplicaciones potenciales de la proteína, esto es debido a que el grado de no

disolución o la cantidad de proteína precipitada, es el índice mas práctico que refleja tanto la

desnaturalización proteínica, como la agregación de proteínas Existe una relación entre las

proteínas inicialmente existentes en estado desnaturalizado y parcialmente agregado y su

capacidad para participar en la gelación, espumado y emulsificado, Por otro lado, la

solubilidad casi siempre se ve reducida irreversiblemente, cuando se involucra calentamiento

(94),, Por último, los valores de proteína soluble a los diferentes pH son indicadores dei estado

de un aislado proteínico y permiten proponer el sistema alimenticio al que se puede

incorporar
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4.3.2 Absorción de aceite.-

La capacidad de absorción de aceite que presentan las proteínas es muy importante

para su aplicación como extensores en productos embutidos y sustitutos de carne,

principalmente porque mediante esta propiedad funcional se mejora la retención de sabor así

como la palatabilidad de los productos alimenticios, El mecanismo por el cual se lleva a cabo

la absorción parece ser la retención física del aceite en un estado sólido, semisólido o fluido

(9). Las interacciones de la proteína con el aceite dependen en gran medida de la

composición y conformación de la misma (52, 62),,

4.3.3 Emulsificación.-

En una emulsión de dos fases, un líquido se halla disperso en otro en forma de gotas

largas (>0,3 um), Son llamadas aceite-agua (o/w) si la fase continua es agua y agua-aceite

(w/o) si es al revés (23),

Una de las propiedades funcionales primarias para muchos sistemas alimentarios es

la capacidad de las proteínas para formar emulsiones, Las emulsiones son dispersiones o

suspensiones de dos líquidos no miscibles, aunque la estructura de la mayoría de las

emulsiones alimentarías es mucho más compleja (12, 23, 52), Las emulsiones alimentarías

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 anfifílica en la interfase entre las fases que forman la emulsión, Existen muchas

proteínas que se comportan de manera anfifílica,

Las propiedades de las emulsiones estabilizadas por proteínas se ven afectadas por

diversos factores,. Estos incluyen factores intrínsecos, como el pH, fuerza iónica,

temperatura, presencia de surfactantes de bajo peso molecular, azúcares, volumen de la

fase oleosa, tipo de proteína y el punto de fusión del aceite usado, Existen también factores

extrínsecos tales como el tipo y diseño del equipo, así como la intensidad del aporte

energético (12, 23, 52),,
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Aunque la solubilidad es importante para la capacidad de emulsificación, no se

requiere que la proteína posea un 100% de solubilidad, Mientras que ias proteínas altamente

insolubies no actúan bien como emulsificantes, no existe una relación confiable entre la

solubilidad y las propiedades emulsificantes de una proteína en el intervalo de 25-80% de

solubilidad, por lo que es difícil correlacionar cuantitativamente estas dos propiedades (19),

4.3.4 Estabilidad de emulsión.-

Las emulsiones son sistemas termodinámicamente inestables, lo que significa que las

dos fases tienden a separarse con el tiempo,, Una emulsión "estable" es aquélla cuyo tiempo

de separación es largo (orden de meses en temperatura de refrigeración), Las gotas (fase

dispersa) en una emulsión se hallan en movimiento continuo chocando entre ellas, Después

de las colisiones pueden suceder tres cosas; ia primera será que las gotas se separen de

nuevo; la segunda, que se peguen unas a otras a través de una delgada película que las una

(floculación), ó por último que varías de ellas se unan, dando lugar a una gota de tamaño

mayor (coalescencia), Una vez que floculan o coalescen, las nuevas gotas precipitan o flotan

mas rápidamente que las gotas individuales, cuestión que llevará a tener una emulsión no

homogénea y subsecuentemente a la separación de las fases, dando lugar a una emulsión

desestabilizada, Los medios por los cuales se mantiene a una emulsión estabie pueden ser

ya sea mecánicos o químicos, estos últimos actúan a través de la adición de aditivos que

generan diferentes fuerzas de estabilización (12, 23, 52)

4.3.4.1. Fuerzas de superficie.-

Son todas aquellas fuerzas estáticas de origen molecular que actúan entre las

partículas y dependen de la separación de fas mismas, Dichas fuerzas dependen tanto de las

propiedades de las partículas como del medio circundante, Los tipos de fuerza más

comúnmente observados son tipo van der Waals, electrostáticas, inducida por un polímero,

hidrofóbicas y fuerzas de hidratación, (23, 52),,
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4.4 Proteínas de reserva -

Durante su desarrollo, muchas semillas acumulan su reserva de proteínas en vacuolas

de almacenamiento o en cuerpos proteínicos, cierto número de ellas sufre modificación

proteoiítica como parte de su proceso de maduración,, Las proteínas de reserva 11, 7 y 2S

son sintetizadas como precursores que se modifican post-traduccionalmente en dichas

vacuolas a través de la acción de la enzima asparaginil endopeptidasa,, En muchas proteínas

11S de reserva de diferentes especies vegetales, el sitio de corte de la enzima es un enlace

peptídico único y bien conservado ubicado entre los residuos asparagina (Asn) y glicina (Gly),

Tras este evento se generan dos péptidos, uno ácido y otro básico, ambos característicos de

las especies maduras,,

Las globulinas 11S se aislan normalmente de leguminosas en forma de hexámeros,

formadas a través de una serie de pasos, donde cada subunidad es producto de una

pequeña familia de genes, La figura 4 4 1 muestra el mecanismo de formación de estas

proteínas, donde ¡os precursores de las subunidades se sintetizan en el retículo

endoplásmico rugoso, lugar en el que es removido el péptido señal, para ser ensambladas

como trímeros en el lumen del mismo retículo,, También en el lumen ocurrirá la glicosilación,

el plegamiento con ayuda de chaperonas y la formación de los enlaces disulfuro,,

Al tiempo que son ensamblados, los trímeros son secretados a través del aparato de

Golgi hasta ias vacuolas de almacenamiento proteínico, Su acumulación en dichas vacuolas,

se acompaña de un corte post-traduccional en la subunidad de la pro-globulina, en el enlace

Asn-Gly,, La ruptura del trímero se sabe que está asociada con la aparición de hexámeros en

la vacuola, esto quizás a que las modificaciones proteolíticas, causen cambios estructurales

en la proteína, que estimulan dicho ensamblaje como hexámeros, Es sabido que los

hexámeros formados a partir del corte del trímero, resisten posteriores cortes de la enzima,

por lo que la acción de la enzima parece ser un paso previo para el correcto empaquetado de

las proteínas, ya sea en las vacuolas de almacenamiento o en los cuerpos proteínicos (38, 50,

54),,
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KDa, 438 a a.

Fuente a a durante
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Señal (21 a a ) y

ensamblaje como trímeros
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y formación de eníaces
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/
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proteicos

Héxamero donde cada subunidad estara formada
por un peptido ácido (256 a a., 29,389 kDa) y uno
básico (182 a a, 20,300 kDa) unidos entre ellos por
1 enlace disulfuro

;itr<'iraginil endopoeptidasa
corta trímeros en Asn-Gly

Figura 44,1. Mecanismo de formación de la globulina 11S en distintas leguminosas
La formación de cada una de las subunidades de ¡a pro-globulina es dirigida por
diferentes familias de genes. La pro-globulina es generada en el retículo
endoplásmico rugoso (RE) y allí mismo le será removido el péptido señal, En lumen
del RE las subunidades serán ensambladas en trímeros y allí también ocurrirá la
glicosilación, plegamiento y formación de los enlaces disulfuro. Los trímeros serán
transportados a las vacuolas de almacenamiento proteínico (VAP) a través del aparato
de Golgi Una vez en las vacuolas ocurrirá el corte post-tr aducción a! en el enlace Asn-
Gly, dando lugar a la formación del hexámero dónde cada subunidad estará
conformada por un péptido ácido y uno básico unidos entre si por uno o varios
enlaces disulfuro (43, 61,92),

Las globulinas son las proteínas 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 demostró que en muchas especies de leguminosas existen dos tipos de

globulinas, con coeficientes de sedimentación de aproximadamente 7S y 11S, Con base en

su coeficiente de sedimentación fueron llamadas globulinas tipo vicilina y legumina

respectivamente (22),
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Las proteínas de reserva desempeñan un papel importante en la alimentación humana

debido al contenido elevado de éstas en las semillas y a su alto nivel de expresión y

acumulación,, Estas proteínas determinan e! valor nutrimental de la semilla (35, 89)..
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5.0 Antecedentes.-

5.1 Proteínas vegetales de reserva y sus propiedades funcionales.-

Las proteínas de reserva más estudiadas y donde más esfuerzos se han enfocado a!

estudio de sus propiedades funcionales son ías de soya (Glycine max), Se ha evaluado la

capacidad de espumado y emuisificado de las proteínas tipo 11S (glicinina) (91, 92), y de la

subunidad acida de la misma (46), demostrando la aita capacidad para formar emulsiones que

presentan, además la subunidad acida (30-40 kDa) de esta proteína presenta una mayor

capacidad de emulsificación que el monómero (50-60 kDa), En un diferente trabajo (51) se

estudió la relación entre ia estructura y las propiedades fisicoquímicas de las subunidades de

la fc-conglicinina de soya y se relacionó con su solubilidad y habilidad para formar emulsiones,

encontrándose que las diferentes subunidades de esta proteína presentaban variaciones en

las siguientes características: poder emuis¡ficante, solubilidad, agregación térmica,

estabilidad térmica y en ia hidrofobicidad superficial En el año 2000 se reporta (45) la

influencia que ejercen el pH y la fuerza iónica, en la estructura molecular de la glicinina (11S)

desnaturalizada por calor, hallando que !a forma 7S presenta una temperatura de

desnaturalización menor que la forma 11S, además de que la relación 7S/11S influencia el

grado de desnaturalización de la glicinina; un año después otro grupo (53), estudió la

formación de agregados inducidos por calor en la ft-conglicinina (7S), encontrándose que la

formación de los mismos ocurre sólo a temperaturas superiores a la de desnaturalización, de

lo que concluyen que para la formación de agregados, será requisito un cierto estado de

desnaturalización de la proteína, por otro lado, también encontraron que al incrementar la

fuerza iónica, el tamaño y cantidad de los agregados también aumento, lo mismo sucedió en

relación con el tiempo de calentamiento,

En 1990 se presenta (31) un estudio sobre las propiedades fisicoquímicas y

funcionales de espumado y emuisificado de una proteína tipo 12S en Brassica napus En

1996 otro grupo (29) evaluó ios estados intermedios de desnaturalización de globulinas de

amaranto al someterlas a la acción de agentes desnaturalizantes; ese año, ef mismo grupo

(30) estudió la estabilidad térmica en geles formados por estas mismas proteínas Un año

después, un diferente grupo (5) evaluó la digestibilidad de proteínas 11 y 7s (tipo legumina)
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de cuatro distintas plantas, en función 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 vitro eficientemente, En 1998 (8) se estudiaron las modificaciones en la estructura

de la globulina 11S de amaranto por efecto del pH y la fuerza iónica, Al año siguiente, el

mismo grupo (9) evaluó el efecto que los puentes disulfuro ejercían en la estabilidad de esa

misma proteína, reportando que la mayor parte de ios residuos de cisteina en las formas

agregadas de esta proteína, se hallan formando enlaces disulfuro; ese mismo año trabajando

con la misma planta, un grupo diferente (89) purificó, cristalizó y caracterizó por rayos x a la

subunidad de 36 kDa de la 11S,

Es en el año 2000, cuando se reporta (22) la separación y comparación de las

principales globulinas (2, 7 y 11S) de ocho distintas especies de leguminosas, encontrándose

una alta similitud en sus perfiles electroforéticos y en el coeficiente de sedimentación que sus

principales subunidades presentan, Al siguiente año (87) se reporta la purificación y

caracterización de las subunidades componentes de las distintas globulinas de reserva en

Vigna radiata, encontrándose también la alta similitud que presentaba con otras plantas; este

mismo año (57) se reportó la sobrexpresión, purificación y correcta renaturaüzación de la

globulina 11S de amaranto,,

5.2 Globulinas de ajonjolí. Caracterización y propiedades
funcionales.-

Los trabajos realizados sobre ajonjolí son pocos y más aún los referentes a las

propiedades funcionales de sus proteínas de reserva,

En lo referente a la caracterización y estructura de las globulinas de ajonjolí, en 1978

se fecha el primer reporté encontrado (32), donde se describen las subunidades componentes

de la entonces llamada globulina 13S de ajonjolí, dicha descripción fue realizada a través de

geles de SDS-PAGE, por lo que se reportaron sólo los fragmentos que componen al

monómero (50-60 kDa), En 1980 (67; se reportan los cambios en la estructura secundaria de

la a-globulina de ajonjolí después de ser sometida a diferentes agentes químicos agresivos,
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En 1985 (41) se encuentra el trabajo más completo sobre características fisicoquímicas de

proteínas de ajonjolí, donde se reportaron las formaciones de pesos moleculares mayores a

60 kDa, además de una estructura para la a-globulina,, En lo relacionado con su solubilidad,

también reportaron algunos de los disolventes utilizados para su disolución, así como el

efecto del pH y de los agentes desnaturalizantes sobre esa misma propiedad El siguiente

año otro grupo (63) proponen una forma y estructura cuaternaria de la a-globulina, la cual

según ellos estaría formada por seis subunidades esféricas localizadas en ios vértices de un

octaedro, En 1988 (70) se aisló y caracterizó a la ft-globulina de esta semilla, misma que se

reportó con un peso molecular de 15 kDa, En 1989 y 1992 un mismo grupo (85, 86) evaluó la

resistencia de la a-globulina a la acción de distintas proteasas encontrándose que esta

proteína era muy resistente a la acción de la tripsina y de la quimiotripsina, Es hasta 1999

que (84) se clonaron ia globulina 11S y la albúmina 2S de ajonjolí, en ese estudió se reporta

la estructura primaria de dichas proteínas,

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

Las propiedades funcionales de las proteínas en alimentos, entre otras cosas se

relacionan con la estructura que éstas presentan, es por esto que el conocimiento de dicha

estructura, así como los cambios que en ella ocurran durante su procesamiento, serán

condiciones esencial para mejorar su comportamiento como aditivo funcional o, como es el

caso de esta proteína, 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), así como la predicción de su estructura secundaría, Los tres métodos utilizados

muestran la predominancia de arreglo al azar, En la predicción por Jpred (37) puede

observarse aproximadamente un 18% de conformación Beta y un porcentaje similar de

conformación hélice, Los valores arrojados por Gor IV (27) aunque muestran un mayor

contenido de hélices, no son tan precisos como los de Jpred (López R, Comunicación Personal)

(47), Diferentes trabajos reportan la influencia de la conformación hélice en la formación de

emulsiones; en particular en proteínas globulares, las hélices formarán dos tipos de residuos

uno hidrofílico orientado hacía la fase polar y otro hidrofóbico inmerso el fase apolar (10, 43,

65), sin embargo la conformación que una proteína adopte en la gota de emulsión dependerá
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también de otro factores como son su flexibilidad, estructura terciaría y en algunas proteínas

la estructura derivada de un comportamiento de asociación-disociación (23, 52),

Cuadro 5.2,1 Secuencia de aminoácidos de ¡a globulina 11S de ajonjolí,
497 a a (84) y predicción de la estructura secundaría a través de 3
diferentes métodos informáticos de predicción: Gor IV (Garnier et al.,
1996) (27), Predict Protein (Burkhard Rost, Cubic) (68), JPred versión 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 conformación beta y los de
color negro serán las regiones que presentan arreglo al azar.

Gor IV ProteinPrediction Jpred

Hélices
Beta
Airéelo al azar

35.81
17,30
46.88

18.1
24,1
57.8

18..91
18.30
62,,77

MV EGG

PSG

:EQQA

'•'• .L:•..:.... SAAIAQ7REPRLTQGQQCRFQRISGAQPSLR

WDERQE y?zz -c •• .-^STIRPNGLSLPNYHPSP RGQ

PGCAETYQVHRSQRTMERTEASEQQDRGSVRDLHQK LRQGD

A NDGSED, DVNHLSNQLDQKFR AGGVPRSG:

RQ7FHNÍFRAFDAELL3E.>-NVPGETiRRf.K^SEEEERG RERM'' RPD

EEEGEQEHRGRQLDNGLEE7FC7ÍJKFRTNVESRREADIFSRQAGR DR

NKLP:LKv-\iCLSAEKG:-iL/SNALVSPDWSMTG RGDA DHNG

QA DRVNQGE PQYY AGNNGF TTGSPMRSPLAGY

El análisis de la composición y tipo de aminoácidos de esta protelna puede observarse

en el cuadro 5,2,2, donde se muestra que un 40% de los aminoácidos son no polares,

mientras que un 25.9% presentan carga, de los cuales un 14 1% presentan carga positiva, la

arginina es el aminoácido más abundante con 10 1% Del 11,8% de aminoácidos con carga

negativa, un 6,8% corresponderán al ácido glutámico, Entre los aminoácidos no polares más

abundantes se hallan la leucina con 9,9%, alanina 7,2% y la valina con 6,6%, Entre los

aminoácidos polares sin carga, los más abundantes serán ia glicina con 7,7% y la glutamina

con 6,8%,
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Cuadro 52,2, Composición de aminoácidos (%) y
porcentaje de residuos aminoácidos según su polaridad de
la globulina 11S de ajonjolí, basados en la secuencia
reportada por Tai et al, (84),

Composición aminoácidos (%):

Atanina
Cisteina
Ac. aspartico
Ac. gfuíamico
Fenilalanina
Glicina
Histidina
Isoleucina
Lisina
Leucina

Polaridad

7.2 NP
0.8 PCO
5.0 PC -
6.8 PC-
4.4 NP
7.7 PCO
1.6 PC+
4,2 NP
2,4 PC+
9,9 NP

de los residuos {%):

No polar (NP)
Polar carga - (PC-)
Polar carga + (PC +
Polar sin carga (PC

Metionina
Asparagina
Prolina
Glutamina
Arginina
Serina
Treonina
Va lina
Triptofano
Tirosina

0)

40.1
11.8
14,1
33,7

1.8 NP
4,6 PCO
4.4 NP
6,8 PCO

10.1 PC+
5.8 PCO
5,0 PCO
6.6 NP
1.6 NP
3.0 PCO

Con referencia a los requerimientos establecidos por FAO-WHO-ONU, que se basan

en la ingesta diaria recomendada para un adulto sano, de cada aminoácido (Anexo I) (18), se

observa la superioridad de la globulina 11S de ajonjolí, en cuanto al incremento en el

porcentaje de ios aminoácidos esenciales; treonina (1,6%), valina (3,1%), isoleucina (1.4%),

leucina (3.3%) y triptofano (0.5%); el incremento del total de los esenciales es de 9%, El valor

reportado para el total de aminoácidos azufrados es igual al de esta proteína y en lo referente

al total de aminoácidos aromáticos hay un incremento de! 2,7% en la 11S Sin embargo esta

proteína será limitante en el aminoácido usina, por lo que no cubre los requerimientos

reportados por ia FAO-WHO-ONU (18), no obstante, los valores mostrados indican la

conveniencia de mayores estudios, esto debido al aprovechamiento potencial que esta

proteína parece presentar para fines de alimentación humana,

El análisis de hidrofobicidad realizado sobre la secuencia aminoácida y llevado a cabo

por ei método de ProtScale (69) (cuadro, 5 2.3), muestra la periodicidad de la secuencia

aminoácida: no polar-polar, misma que es hallada en proteínas que eficientemente se

absorben en la interfase aceite-agua, estabilizando la emulsión (42, 52),
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Escala de Valores de Aminoácidos:
Ala: 1 800
Arg:-4.500
Asn: -3,500
Asp: -3.500
Cys: 2,500
Gln:-3.500
Glu:-3.500
Gly:-0.400
His:-3,200
He: 4 500

Leu: 3.800
Lys:-3.900
Met: 1 900
Phe: 2,800
Pio:-1 600
Ser:-0 800
Thr: -0,700
Tip:-0,900
lyr:-1,300
Val: 4.200

350 408 45B

Cuadro 5 2 3,, Hidrofobicidad de la globulina 11S de ajonjolí,, Llevada a cabo por el
método de hidrofobicidad de ProtScale (Kyle and Doolittle, 1982) (69) y a través
de ExPASy Molecular Biology Server (16).,

En ío referente a propiedades funcionales, es hasta 1983 que se presentó el primer

reporte {74), donde se evaluó la capacidad de formación y estabilización de dos tipos de

emulsiones alimenticias con una harina de ajonjolí, reportándose un poder emulsificante muy

parecido al de la lecitina de soya,, Un año después un grupo diferente (77) evaluó las

propiedades nutricionales y funcionales de una harina de ajonjolí y de sus hidrolizados

enzimáticos Es hasta doce años después (3) que se retoma el estudio de estas propiedades

en esta semilla y se reporta e! efecto que distintos tratamientos ejercen sobre las

propiedades funcionales de una harina de ajonjolí, En 1997 (15) se evalúan y comparan las

propiedades funcionales de harina de ajonjolí completa contra una desengrasada,, En los

años 1999 y 2002 un mismo grupo (48, 49) evalúa y compara, también las propiedades

funcionales de una harina de ajonjolí, pero entre diferentes tratamientos usados

tradicionaimente en el procesamiento casero de alimentos,

Exploraciones previas por parte de nuestro grupo de trabajo mostraron la alta

capacidad de distintas harinas de ajonjolí para formar y estabilizar emulsiones aceite-agua,

La figura 5.2.3 muestra ia estabilidad de la emulsión, medida como porcentaje de aceite

coalescido para dos condiciones diferentes de pH para el aislado en cuestión, Se logra

observar que a temperatura ambiente y casi 6% de proteína, la fracción de aceite separada

es insignificante,
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6.0 Objetivo general.-

• Identificar en un aislado de ajonjolí las proteínas responsables de ia formación y

estabilización de emulsiones aceite-agua, A través de ia caracterización

bioquímica de las proteínas mayoritariamente responsables de dicha propiedad,

se pretende obtener ia información que permita optimizar su extracción para

uso en aumentación humana,

6.1 Objetivos específicos.-

• Caracterizar el aislado proteínico en cuanto a su composición proximal y el

comportamiento de disolución que presenta a diferentes valores de pH y en

presencia de diferentes disolventes,, Asimismo se determinará su capacidad

para formar y estabilizar emulsiones aceite-agua, A través de técnicas

electroforéticas se determinará el perfil de pesos moleculares de las proteínas

que conforman al aislado, de ia emuisión aceite-agua previamente

desestabilizada y del aislado disuelto bajo las distintas condiciones,

• Aislar las proteínas responsables la capacidad de formar y estabilizar emulsiones

aceite-agua

• Caracterizar las proteínas mayoritariamente responsables de la formación y

estabilización de emulsiones aceite-agua en función del comportamiento de

disolución que presentan a diferentes valores de pH y en presencia de distintos

agentes químicos,, Determinar, a través de perfiles electroforéticos, su

comportamiento en presencia y ausencia tanto de un agente reductor como de

un detergente,. Determinar ios pesos moleculares mediante el uso de

cromatografía de exclusión molecular,
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7.0 Diagrama experimental.-
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Figura 7 0 Diagrama experimental que muestra el proceso que se llevo a cabo
durante la realización de este estudio,
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8.0 Metodología y materiales.-

8.1 Materiales biológicos.-

La muestra inicial fue un aislado proteínico de ajonjolí (Sesamum indicum), de

variedad desconocida, proporcionado por ia empresa procesadora de ajonjolí Distribuidora

Internacional de Productos Agrícolas S,A, de C,V, (Dipasa, Ceíaya, Guanajuato, México) y

cuyo proceso de obtención se muestra en la figura 4.2.1. El aislado se almacenó hasta su

uso protegido de la luz y el oxigeno y a 4 °C,

8.2 Composición del aislado proteínico.-

Se realizó según los métodos de análisis de la asociación de químicos analistas

oficiales AOAC (Ed, 16th), 1995,, Humedad (925,09), cenizas (923,03), extracto etéreo

(920.39), fibra cruda (977.14) y proteína (962,09) (1)

8.3 Cuantificación de proteína.-

8.3.1 Determinación de proteína soluble.-

En general los métodos de determinación coiorimétricos se basan en que, ciertos

iones metálicos y colorantes se unen a las proteínas en radios específicos generándose color,

Dentro de un rango especifico de concentración proteínica, estos reactivos dan lugar a una

banda de adsorción, cuya intensidad será proporcionalmente lineal a la concentración de

proteína de una disolución,
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En este estudio las determinaciones se hicieron según el método de Lowry soluble-

SDS modificado (60), El principio se basa en la reacción en un medio aicaíino de las proteínas

con el ion Cu+, Se produce un color azul que es potenciado por la acción del reactivo Folin-

ciocalteu,

A un volumen de 1 ml_ de disolución proteínica se le agrega un volumen igual de la

siguiente disolución: 1 mL CTC (carbonato de sodio al 1 %, tartato de potasio al 0,2 % y

sulfato de cobre al 0.1 %) + 1 mL NaOH (hidróxido de sodio 0.8 N) + 1 mL SDS (dodecil

sulfato de sodio al 10 %). Esto se realiza con agitación en vortex, Se deja reposar 10 min a

temperatura ambiente, Se procede a adicionar 0,5 mL de la disolución 1x vol, reactivo folin-

ciocalteu + 5x vol,, H2O desionizada; esto se hace también en agitación y se deja reposar 30

min a temperatura ambiente,, Una vez hecho esto se determina la absorbancia a 750 nm,

Como referencia se empleó una curva patrón de albúmina sérica bovina (Sigma-Aldrich Fine

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

8.3.2 Determinación de proteína insoluble.-

La determinación se basa en una modificación del método de Lowry, reportada por

García y Vázquez (24), en la que se lleva a cabo un paso previo de disolución alcalina de la

proteína de la muestra a 100 °C,

A un volumen de 1 mL de disolución proteínica se le agrega un volumen igual de

NaOH (hidróxido 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 disolución: 1 mL CTC (carbonato

de sodio al 1 %, tartato de potasio al 0.2 % y sulfato de cobre al 0.1 %) + 0,75 mL NaOH (0.8

N) + 1.25 mL H2O, Esto se realiza con agitación en vortex, Se deja reposar 10 min a

temperatura ambiente, Se procede a adicionar 0.5 mL de la disolución 1x voí, reactivo foiin-

ciocaiteu + 5x voí, H2O desionizada; esto se hace también en agitación 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 patrón de caseína (Research Organics, Cleaveland Ohio,

U S A ) (ver anexo II).
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8.4 Solubilidad de las proteínas del aislado.-

8.4.1 Cambio de la solubilidad del aislado proteínico en función
del pH.-

Se realizó de acuerdo con la metodología propuesta por Popineau et ai, (66),. Se

preparó una suspensión del aislado con una concentración de 1% de proteína (p/v) en 30 ml_

de agua, Esto se realizó para valores de pH entre 2 y 12, ajustados con HCI 1 y 0.1 N (Merck

KgaA, Darmstadt, Deuttschland) y NaOH 1 y 0.1 N (J. T, Baker, Phillipsburg, N.J., USA,,),

ambos grado analítico, Las determinaciones de pH se realizaron con un potenciómetro

Corning® 340, mientras la disoluciones se hallaba en agitación en un agitador magnético,, La

suspensiones de proteína se agitaron orbitalmente en un agitador orbital, a 120 rpm durante

30 min a 30 °C. Se procedió a leer y ajustar el pH con los mismos reactivos y aparatos

usados anteriormente,, La lectura y el ajuste se realizó tres veces más, después de agitar

bajo las mismas condiciones usadas anteriormente, Se procedió a centrifugar las

disoluciones a 10,000 rpm durante 30 min, a 4 °C en centrífuga (Beckman, Palo Alto, CA,

U.S.A.) J2-MC y por último se determinó la proteína soluble en el sobrenadante por la técnica

de Lowry-SDS (60)..

8.5 Emulsiones.-

8.5.1 Preparación y estabilización de emulsiones.-

Se realizó según ei protocolo de Dargorn Scaviner Lefevre (11), que mide el efecto

emulsificante de la proteína al determinar el grado de coaiescencia (aceite separado),, A partir

del aislado proteínico, se prepararon disoluciones de proteína al 6, 8 y 10% en 65 mL de

buffer de fosfatos de sodio 0..1 M y pH 7.0, se agitaron durante 30 min en un agitador orbital a

120 rpm y 30 °C. En tres ocasiones se verificó y ajustó el pH a 7.0 con HCi 1.0 y 0.1 N

(Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland) y NaOH 0 1 y 0 1 N (J T, Baker, Phillipsburg, N.J.,
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U S A ) , ambos grado reactivo, Al finalizar, se ajustó el volumen a 75 ml_ con buffer de fosfato

de sodio,

A continuación, a las suspensiones se les agregó, 25 ml_ de aceite de maíz La Gloria®

(Arancia Corn Products, Guadalajara, Jalisco, México),, Se homogenizó a 20,500 rpm con

equipo homogenizador Janke & Kunkel®, Ultraturrax® (Deutschiand) TR-25 durante 2 min,

Una vez generada la emulsión, se vaciaron de cada matraz, aproximadamente 11 mL en

cuatro tubos cónicos de 15 mL y se centrifugaron en equipo Sol-Bat C300 a 300 rpm durante

10 min,, Una vez hecho esto, se determinaron los volúmenes total, de emulsión, de

precipitado, de fase acuosa y de aceite separado,

Se realizó el mismo procedimiento para concentraciones de proteína de 6 y 8% y

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

8.5.2 Ensayo de inversión de la emulsión aceite-agua.-

Ef ensayo consistió en preparar una emulsión aceite-agua a la que se adicionó aceite de

manera continua hasta el punto de vire en ei que dicha emulsión se tornó en una de tipo

agua-aceite, Se utilizó una disolución de buffer de fosfatos de sodio 0.1 M al 8% de proteína

y pH 7,0, se agitó durante 30 min en un agitador orbital, a 120 rpm y 30 °C, El pH se verificó

tres veces y se ajustó a 7 0 con HCI 1.0 y 0.1 N (Merck KgaA, Darmstadt, Deutschiand) y

NaOH 1,0 y 0,1 N (J, T. Baker, Phillipsburg, N.J., U S A ) ambos grado analítico, Una vez

hecho esto y con homogenización simultánea en equipo homogenizador Janke & Kunkel®,

Ultraturrax® (Deutschiand) TR-25 se adicionó de manera lenta y continua aceite de maíz; la

adición de aceite se detuvo al momento en que la emulsión aceite-agua se invirtió a agua-

aceite,,

Con el objeto de medir la capacidad del aislado de estabilización de la emulsión, se

procedió a la desestabilización de la misma, a través del uso de fuerza centrífuga, tal y como

se describe a continuación: se tomaron 125 mL de emulsión y se le adicionaron 80 mL de

buffer de fosfato de sodio 0,1 M, pH 7, Una vez hecha la mezcla, se centrifugó a 10,000 rpm
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durante 45 min a 4 °C Se observaron cuatro fases: emulsión, fase acuosa, precipitado y

aceite; se separó la fase acuosa y el aceite por aspiración, Se repitió el lavado, la

centrifugación y la separación tres veces más, Al remanente, que consta de precipitado y

emulsión se ¡e agregó en un volumen 1:1, una disolución al 6% de SDS (dodecil sulfato de

sodio) y 10% de glicerol y se calentó a ebullición durante 5 min con agitación continua; una

vez hecho esto se centrifugó a 15,000 rpm por 30 min y 4 °C, Se eliminó el aceite separado,

la fase acuosa y la interfase por aspiración, A la emulsión y precipitado remanente se les

adicionó 20 ml_ de agua desionizada y se agitó para lavar, Se centrifugó a 10,000 rpm

durante 45 min a 4°C, se eliminó la fase acuosa y el aceite,, Se repitió tres veces más el

lavado con agua, la centrifugación y la eliminación de aceite y fase acuosa Se obtuvo una

disolución de proteínas a la que se le realizó un lavado con éter (1:1) v/v, agitando por 5 min

y con una posterior centrifugación a 10,000 rpm durante 15 min a 4 °C, Se evaporó el éter

remanente en la campana de flujo laminar, Esta disolución se sometió a diálisis contra agua

desionizada y se le cuantificó proteína soluble por el método de Lowry reportado

anteriormente (60),,

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

En un sistema donde se puso 71 m!_ de aceite + 29 ml_ de disolución de buffer

de fosfatos de sodio, al 8 % de proteína, el cual se homogeneizó hasta formar

una emulsión, misma que representó el 100% del total (100 mL)

El sistema (emulsión) se desestabilizó por acción de fuerza centrífuga dando

lugar a los siguientes valores: 98,55 ml_ emulsión + 1,45 mi_ aceite separado

Lo cual significa que en un sistema con un volumen total de 100 ml_ donde 71

mL corresponden a aceite, 29 mL de disolución de buffer de fosfatos de sodio,

ai 8 % de proteína (8 g a proteína) se obtuvo que: por cada gramo de proteína

adicionada al inicio, se generaron 12,3 mL de emulsión estable,,
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8.6 Determinación de proteínas por electroforesis.

Se utilizaron geles de poliacrilamida separados en dos zonas: una zona de

concentración (4,5% acrilamida, pH 6,8) y otra donde se lleva a cabo la separación de las

proteínas (pH 8,8), En los diferentes geles preparados se varió la concentración de

acrilamida en el gei separador del 6 al 20%, Las tinciones de los geles se realizaron tanto

con azul de Commasie, como con plata según 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 cámara Hoeffer® vertical con vidrios de 18 x 16 crn, ó en cámara Bio-

Rad® Mini Protean® II 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, U S A ) modelo PS 3000 y E-C® modelo 600-90,

8.6.1 Determinación de proteínas por electroforesis en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).-

La determinación de las distintas proteínas bajo condiciones desnaturalizantes se llevó

a cabo por el método de SDS-PAGE (electroforesis en gei de poliacriiamida con dodeci!

sulfato de sodio) según lo reportado por Laemmli (44),, El SDS es un detergente que confiere

a las proteínas una carga neta negativa, en conjunto con la ruptura de los puentes disulfuro

existentes por acción del agente reductor fi-mercaptoetanol se logra un desdoblamiento de

las proteínas 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 Determinación de proteínas por electroforesis en
condiciones no-reductoras -

La visualización de los péptidos asociados a través de puentes disuifuro se realizó

bajo condiciones no reductoras, por el método descrito en el inciso 8 6 1, pero en ausencia

del agente reductor S-mercaptoetanol
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8.6.3 Determinación de proteínas por electroforesis en
condiciones nativas-

La visualización de las proteínas en su forma nativa se determinó utilizando el mismo

sistema de electroforesis usado anteriormente, pero en ausencia tanto de S-mercaptoetanol

como de SDS,,

8.6.4 Determinación de proteínas por electroforesis en presencia
de urea -

Las proteínas que presentan alta hidrofobicidad usuaimente presentan problemas de

movilidad en electroforesis SDS-PAGE, gracias a la disociación incompleta de sus

subunidades y/o a una limitada solubilidad en el gel, Para solucionar este problema se

incorpora una alta concentración de urea, El procedimiento es el mismo que para el SDS-

PAGE, con la excepción 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 adicionó tanto en la

muestra como en gel separador y en el concentrador,

8.6.5 Separación de proteínas mediante electroelución-

Se realizaron varios geles preparativos con el fin de cortar las bandas

correspondientes a las proteínas de 50-60 kDa para luego electroeluirlas, Todos los geles se

hicieron en cámara Hoeffer (Hoeffer Scientific Instruments, San Francisco, CA, U S A )

vertical con vidrios de 18x16 cm, Se usaron peines separadores de 1,5, 0.75 mm y un

separador que permitió un espacio de 5 25 mm, con lo que se logra cargar un volumen de

15,75 mL

La electroelución se llevó a cabo en equipo Hoefer Gel Eluter (Hoeffer Scientific

Instruments, San Francisco, CA, U S A ) , Se realizaron varias electroeluciones de las bandas
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cortadas de los diferentes geles, se colectaron en el mismo buffer de cámara de

electroforesis y se iiofilizaron los eluidos por 2 horas para concentrar la proteína en un equipo

Labconco, Freeze Dry System, Freezone 4,5 (Labconco Corporation, Kansas City, Missouri,

USA,),,

8.7 Extracción de las proteínas del aislado por disolución en
diferentes disolventes.-

Se usó la técnica de extracción secuencial de proteínas, que se basa en los protocolos

de Shewry P. R et al. (79, 80), y cuyos fundamentos son la solubilidad que diferentes

proteínas presentan contra diferentes disolventes, según la clasificación dada por Osborne y

Mendel (1914), la cual es la siguiente:

Albúminas: Solubles en agua Solubilidad no afectada por concentraciones salinas

razonables,

Globulinas: Insolubles en agua, Solubles en soluciones salinas diluidas, Insolubles a

altas concentraciones de sal,,

Prolaminas: Solubles en etanol al 70%,

Glutelinas: Solubles en ácidos o bases diluidos

El desarrollo de la técnica se muestra en la figura 8.7.1
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Aislado proteínico de ajonjolí

Deslipidización Mezcla cloroformo/metanol
2:1 (v/v)

Precipitado

Fracción
albúmina

Extracción de la fracción albúmina Agua desionizadt

Precipitado

Fracción
globulina

Extracción de la fracción globulina Disolución 0.5 M NaCI

Precipitado

Fracción
prolamina

Extracción de la fracción prolamina
mezcla propanol (51 %
(v/v)), ac. acético (1 % (v/v)),
H2O desionizada (48 % (v/v))

Precipitado

Fracción
glutelina

Extracción de la fracción glutelina Disolución bufferde
boratos 0.05 M, pH 10

Precipitado final

Figura 8.7.1. Extracción secuencia! de proteínas, La extracción de ias diferentes
fracciones proteínicas se realizara según los protocolos de Shewry P. R. et al, 1983 y
1996, que se basa en la clasificación de Osborne y Campbell, Todos los lavados se
harán con agitación orbital, en un radio de disolvente:proteína (10:1 (v/p)) partiendo
de 3 g de proteína inicial por repetición; los lavados serán precedidos de
centrifugación a 8,000 rpm (rotor J3S.1) durante 30 miny4 °C, Se realizarán 3 lavados
secuenciales por fracción proteínica y cada determinación se realizará por triplicado
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8.8 Extracción de las diferentes fracciones de globulinas.-

La extracción secuencial de globulinas se realizó con base en la separación de las

distintas globulinas según el protocolo utilizado para extracción secuencia! de proteínas

modificado en este trabajo, El desarrollo del mismo se muestra en el diagrama de la figura

8.8 1

Aislado proteínico de ajonjolí

Deslipidización Mezcla cloroformo/metanol
2:1 (v/v)

Precipitado

Fracción
albúmina

Extracción de la fracción albúmina Agua desionizada

Precipitado

Fracción
globulina

2y 5S

Extracción de la fracción globulina
2y5S

Disolución 2% NaCI (0.34 M)

Precipitado

Fracción
globulina

11 S

Extracción de la fracción globulina
11 S

Disolución 10% NaCI (1,7 M)
pH8

Precipitado final

Figura 8,8,1 Extracción secuencia! de globulinas. La extracción de las diferentes
fracciones proteínicas se realizara según los protocolos de Shewry P. R. et al, 1983
y 1996, que se basa en la clasificación de Osborne y Campbell Todos los lavados
se harán con agitación orbital, en un radio de disolvente:proteína (10:1 (v/p))
partiendo de 3 g de proteína inicial por repetición; los lavados serán precedidos de
centrifugación a 8,000 rpm (rotor J3S.1) durante 30 min y 4 °C, Se realizarán 3
lavados secuenciales por fracción proteínica y cada determinación se realizará por
triplicado,
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8.9 Separación de los grupos de proteínas mediante gradiente de
centrifugación.-

Se usó el protocolo de Tai et al. (84), el cual se basa en someter una disolución de

proteínas, las cuales se hallan inmersas en un medio viscoso (que impedirá su libre

precipitación), a la acción de fuerza centrífuga con e! propósito de obtener una separación

selectiva de los diferentes grupos de ellas, en base a su coeficiente de sedimentación, Es por

esto que las proteínas de masa menor requerirán de una fuerza centrífuga mayor para

lograr su precipitación que aquellas proteínas de mayor masa,

Para llevar a cabo dicha técnica se partió tanto de aislado proteínico como de la

emulsión desestabilizada, Para el caso de aislado de ajonjolí se adicionaron 50 g de éste a

125 m!_ de la disofución; 10 mM de buffer de fosfatos de sodio, pH 7,5 y 6 M de sacarosa, En

el caso de emulsión desestabilizada se partió de 2 ml_ de la misma y 20 mL de la disolución

de buffer de fosfatos-sacarosa

Las mezclas se agitaron 1 hora a 4 °C en agitador orbital a 120 rpm, se transfirieron a

una ultracentrífuga Beckman (Beckman Instruments, Palo Alto, CA, U S A ) XL-90 a 10,000

rpm por 15 min y 4 °C, El precipitado se guardó para el ensayo electroforético, en tanto que

el sobrenadante, después de ajustarle el volumen a 125 mL con una disolución de buffer de

fosfatos de sodio 10 mM, pH 7,5 y 6 M de sacarosa, se sometió a centrifugación en el mismo

equipo con una fuerza centrífuga de 100,000 g, durante 90 min, Tanto el precipitado como eí

sobrenadante se analizaron también por electroforesis,

Se procedió de la misma forma reportada anteriormente para la emulsión

desestabilizada, Tanto el precipitado de la centrifugación a 10,000 g como el de 100,000 g se

disolvieron de manera secuencial con tris-HCI 1,5 M, pH 6,8, urea 3 M y el buffer de

tratamiento usado normalmente en electroforesis (49), este ultimo tanto con, como sin (3-

mercaptoetanol,,
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8.10 Separación de los grupos de proteínas mediante ultrafiltración.-

Se realizó con equipo Amicon (Amicon Inc, Beverly, MA, U..S.A.) con membranas de

límite de exclusión de 30,000 y 50,000 Da (YM 30 y YM 50) y presión de 200 kPa, La

muestra usada fue la emulsión desestabilizada, disuelta con tris-HCI, pH 6,8, y urea 3 M El

retenido de la membrana se iavo tres veces con 1 ml_ de disolución 0,34 M de NaCI,

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 M y 1.7 M de NaCI, fueron obtenidas tal y como se describe

en la extracción secuencial de globulinas, El primer paso fue la centrifugación de la muestra

a 10,000 rpm por 12 min,, El siguiente paso consistió en ultrafiltrar el sobrenadante de la

centrifugación con membrana de límite de exclusión 50,000 Da (YM 50), (Amicon Inc,

Beverly, MA, USA.) con el fin de eliminar las proteínas de peso menor a 50 kDa, El paso de

digestión se realizó con el precipitado retenido en la membrana y extraído de la misma con 1

mL de NaCi 0,34 M y posteriormente diluido con 10 mL de H20 desionizada, al que se le

adicionó 70 uL de la mezcla de inhibidores de proíeasas (Complete®, La Roche Ltd, Basel,

Switzerland), que inhiben un amplio rango de serin , cistein y metalo proteasas, así como

caipainas.

Una tableta de inhibidor se disolvió con agitación en 1,250 uL de buffer de fosfatos de

sodio (Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland) y la dilución se mantuvo en contacto con la

preparación durante 1 h, pH 7,0, 20 °C. El último paso consistió en una ultrafiltración en

equipo Amicon (Amicon Inc, Beveriy, MA, USA,,), y membrana YM 30, para eliminar la

fracción de bajo peso, producto de degradación de proteasas que pudo generarse antes de

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

Las disoluciones con SDS se realizaron a concentraciones del detergente de 0,0,

0,003, 0 1 y 0,5 M y durante tiempos de 0, 30 min, 60 min y 96 h, El tris-HCI se usó en

concentración de 1,5 M y pH de 6,8, 8 y 9, mientras que la concentración de la urea fue de 3,

6 y 9 M.

En el caso de los ensayos con pH y sales se utilizó como muestra la emulsión

desestabilizada, Las sales y valores de pH que se combinaron fueron ios siguientes: NaCI

0,34 y 1,7 M, llevados a pH 8, 9, 10 y 11; Tris HCl 1.5 M, pH 8,0, 9.0 y 10 0 Las mezclas se

realizaron 1:1 (v/v) ó 1:2 (v/v),

Todas las disoluciones se mezclaron en vortex y se sometieron a ebullición,. Los

ajustes de pH se hicieron con NaOH 1 N y HCl 1 M

8.13 Determinación de pesos moleculares mediante cromatografía
de exclusión molecular.-

Se usó cromatografía de exclusión molecular, La fase estacionaria fue Superdex® 200,

la fase móvil fue Tris 0.02 M, NaCI 0,3 M, pH 7,8 Se inyectaron 5 mL de muestra, En

algunos de los ensayos la muestra se diluyó volumen a volumen con la fase móvil; en los

demás ensayos la muestra se inyectó 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, según el ensayo,,
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9.0 Resultados y discusión.-

9.1 Composición del aislado proteínico.-

La primera etapa del trabajo consistió en caracterizar el aislado proteínico, con el fin

de determinar si se trataba de un aislado proteínico, de acuerdo con la concentración de

proteína que define a estos productos, y que debe ser mayor de 90% (82), Los niveles de

lípidos y carbohidratos resultan importantes por su posible participación en las propiedades

emulsificantes,

Cuadro 9,1.1- Composición proximal del aislado de ajonjolí.

Composición

Humedad

Cenizas

Extracto etéreo

Proteína (x 6.25)

Fibra cruda

Hidratos de carbono
(Fenol sulfúrico)

te / loo a)

4.1

1.8

0.9

92.8

0.0

0.4

Tal y como se muestra en el cuadro 9.1.1, el análisis proximal mostró un contenido de

proteína de 92,8%, ei cual se encuentra por encima de ios mínimos requeridos para ser

considerado un aislado proteínico, Los valores para carbohidratos y grasa son bajos, Estos

valores eran de esperarse en el caso de lípidos, debido al tratamiento previo al que fue

sometido el aislado, que incluía un tratamiento con calor y prensado por equipo "expelier" con

el fin de extraer la mayor cantidad de aceite, así como una posterior extracción del aceite

remanente con hexano, disolvente no-polar,
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9.2 Comportamiento de disolución dej aislado en función del pH.-

La posibilidad de observar diferentes propiedades de las proteínas depende de!

comportamiento que éstas experimentan en disolución Por tanto, ésta fue la primera

caracterización llevada a cabo,

La figura 9.2.1 y el cuadro del Anexo III, muestran la solubilidad del aislado al variar el

pH entre 2 y 12, Se observa un patrón común para muestras proteínicas, en el que se

presenta un incremento en la disolución del aislado hacia ambos lados del punto donde se

presenta la menor disolución de! aislado, En este caso, la menor disolución se encontró entre

valores de pH de 6 y 7, donde el numero de cargas positivas es equivalente al de negativas,

y al no existir repulsión entre cargas, las proteínas precipitan, dejando de ser solubles, La

disolución 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 disolución en condiciones de pH extremo se debió al

mayor despiegamiento que las proteínas sufrieron, como consecuencia de mayores cargas

parciales, que incrementaron la repulsión electrostática entre aminoácidos con carga del

mismo signo y entre moléculas diferentes con cargas netas mayores, Este despiegamiento

mayor, incremento a su vez la solvatacíón de la proteína a! exponer mayor número de

residuos polares al contacto con el disolvente, De la misma manera, a valores de pH extremo

la proteína expondrá un mayor número de otro tipo de residuos, como es el caso de

aminoácidos aromáticos, El fundamento de esta técnica de determinación de proteína, se

basa en que la señal de absorción será mayor, mientras mayor sea el número de átomos de

cobre unidos a aminoácidos aromáticos; por lo que la sobreestimación de proteína observada

para valores de pH de 11 y 12, creemos se debió al mayor número de residuos aromáticos

expuestos en esas condiciones de pH,,
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% Proteina soluble vs pH

5 6 7 8 9

Figura 9 2,1. Comportamiento de disolución del aislado proteínico al variar el pH entre 2 y 12.
Se reporta el contenido porcentual de proteína soluble Se preparó una suspensión del aislado
con una concentración de 1% de proteína (p/v) en 30 ml_ de agua, según el protocolo de Popineau
ef a!., La curva patrón se realizó con albúmina sérica bovina,, Los resultados representan el
promedio de tres repeticiones,,

9.2.1 Perfil de las proteínas disueltas a cada pH.-

Proseguimos con la determinación de las proteínas del aislado, disueitas a ios

diferentes pH, con el fin de que, después de compararlas contra las que se encuentren

presentes en la emulsión, proponer alternativas para su disolución y separación del resto,,

Con este objetivo, se realizaron ios patrones electroforéticos de las diferentes

disoluciones, La figura 9,2,1,1 muestra e! perfil electroforético (SDS-PAGE) del aislado

disuelto a diferentes valores de pH (2-12), En todos ios valores de pH se observa un gran

número de bandas, que van desde 11 (pH 5) hasta 22 (pH 10), Los perfiles proteínicos

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 observó la presencia menos

abundante de un triplete de entre 50 y 60 kDa,
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F/gura 9.2.1.1. Perfil de proteínas dísueltas en función del pH, SDS-PAGE del aislado
disuelto a pH de 2 a 12 Separado en geles a!16% de acrilamida y en presencia B-
mercaptoetanol

También se observó la presencia de bandas de pesos moleculares 9 y 4 kDa en todos

ios pH, siendo mas abundante en pH de 5 y 6, así como una banda de entre 13 y 14 kDa;

ambas concuerdan con la proteína reportada como albúmina 2S, de peso molecular 13 kDa

en condiciones nativas y de 9 y 4 kDa para la misma proteína sometida a condiciones

reductoras, Por último, destacan tres bandas de peso molecular 28, 64 y 43 kDa, la última no

encontrada hasta el momento en ningún reporte previo sobre proteínas de reserva en

leguminosas, A pH básicos (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 tiene una carga neta

negativa y se presenta mayor repulsión entre sus aminoácidos cargados y, por consiguiente,

un mayor desdoblamiento de la cadena, dejando a sus enlaces disuifuro más accesibles para

ser reducidos por e! fc-mercaptoetanol, Estas bandas son más abundantes a pH básicos que

en ácidos, muy probablemente porque las proteínas del aislado presentan mayor

concentración de aminoácidos 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 disolución del aislado es menor (5-7) se observa una abundancia del

conjunto 8-10 kDa, lo que indica que este grupo en particular es más soluble a esos valores

de pH,

El perfil electroforético obtenido (Figura 9,2.1.2) en ausencia del agente reductor ft-

mercaptoetanol, muestra como bandas predominantes en todos los pH evaluados, al grupo

de 50-60 kDa, siendo mucho más abundantes a pH básicos, Así mismo abundantes, pero en

menor concentración, 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 presentó la mínima disolución del aislado, también es más evidente la

presencia de un grupo de proteínas por debajo de los 15 kDa,

97,4 K

66,2 kl -.

45,0 kl!.:.

250 kDa
220 kDa *
150 kDa "
120 kDa "
100 kDa "

76 kDa

200,0 kDa

116,25 kDa
97,4 kDa

66,2 kDa

50-60 kDa
j. 45,0 kDa

30-35 kDa

21,25 l-r.
20-25 kDa

Figura 9.2,1 2. Perfil de proteínas disueltas en función del pH Perfil electroforético
sin R- mercaptoetanol del aislado disuelto a pH de 2 a 11, Separado en geles al 10%
de acrilamida en presencia de SDS

-mrtr— • —"- •-—*•*• - -»•«•—«M*-I.:M
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En ausencia de un agente reductor el grupo de bandas más abundantes en casi todos

ios pH es el de 50-60 kDa, En su presencia, las mas notables corresponden al grupo de 20-

25 y 30-35 kDa, Estos grupos de proteínas coinciden con los reportados en la literatura como

pertenecientes a globulina 11S de ajonjolí; -multímero de 300-360 kDa que bajo condiciones

desnaturalizantes tiende a disociarse en monómeros 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 básica (20-25 kDa) (41, 84),

Los resultados en ausencia del agente reductor muestran la presencia mayoritaria en

todos los pH, excepto 6-1, de un tripiete de proteínas de peso entre 50 y 60 kDa, La

disminución en la intensidad de los grupos de 20-25 y 30-35 kDa para esos mismos valores

de pH, sugiere que en la formación 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 formación

participan enlaces disulfuro

9.3 Formación y esíabiSización de emulsiones aceite-agua.-

Se determinó la estabilidad de la emulsión dei aislado proteínico, según el método de

resistencia a la coalescencia (11), que mide el efecto emulsificante de la proteína contra la

coalescencia (aceite separado), después de someter una emulsión a la acción

desestabiüzadora de la fuerza centrifuga, El cuadro 5,2,3 muestra los resultados de la

estabilidad de la emulsión a concentraciones de proteína que van desde 0,1 hasta 5,81%

(p/v) Los resultados aquí expuestos 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 proteína, se

obtuvo también un 0% de aceite coalescido (Anexo IV) En el aislado de ajonjolí para el valor

máximo de proteína adicionada (5,81%) se obtuvo únicamente 2% de aceite coalescido (v/v),

Debido a que al aumentar la concentración de proteína, se observó un incremento en la

cantidad de aceite incorporado en la emulsión, se decidió como primer paso experimentar

con concentraciones de proteína superiores (6, 8 y 10% (p/v)), y manteniendo el volumen de

48



aceite constante (25% v/v), Bajo todas las concentraciones de proteína usadas se logró un

0% de aceite coalescido (cuadro 9.3,1). También se observó que al aumentar la

concentración de proteína entre el 6 y 10%, aumentaba el volumen de la emulsión generada

en un 4%, así como del precipitado en un 9%, a expensas de la disminución de la fase

acuosa en un 13%, El volumen de la emulsión representó un 36% para el caso de 6% de

proteína, 39% para el de 8% de proteína y 40% para 10% de proteína, El aumento en los

valores de emulsión junto con la disminución en los de la fase acuosa nos llevó a pensar que

ai menos la proteína soluble se encontraba como participante en la formación de emulsiones,

Cuadro 9,31, Estabilidad de emulsión,, Resultados de la desestabilización de la emulsión aceite-agua,
estabilizada con concentraciones de 6, 8 y 10% (p/v) de proteína. Se mantuvo el volumen de aceite
constante y en un 25% (v/v),,

P rote f na
adicionada

a! inicio
(% p/v)

6
8
10

Totai de
aceite

incorporado
para

generar la
emulsión

(% v/v)

25
25
25

Aceite
liberado

después de la
desestabilización

de la emulsión
(% v/v)

0
0
0

Emulsión
estable

después de la
desestabilización

(% v/v)

36
39
40

Precipitado
después de ia

desestabilización
(% p/v)

8
13
17

Fase
Acuosa
después

de la
desestabilización

(% v/v)

56
48
43

Relación:
emulsión
estable /
Aceite

inicialmente
adicionado

(v/v)

1.45
1.57
1.61

Relación:
emulsión
estable /
Proteína

inicialmente
adicionado

(v/p)

6.03
4.89
4.02

Como consecuencia de estos resultados, y con ia premisa de que la proteína soluble,

que aún se hallaba en solución, era capaz de incorporar mas aceite a la emulsión, se decidió

aumentar el porcentaje de este, En función de que la variable a evaluar en este punto era el

aceite, se opto por probar únicamente con dos concentraciones de proteína, Se utilizó 6 y 8%

de ia misma; se omitió la condición de 10% de proteína debido a que ia diferencia en el

volumen de emulsión estable fue solo de 1%, en relación a la condición donde se uso 8% de

proteína, Los porcentajes de aceite usados fueron de 30, 40 y 50% (v/v),, Los resultados

pueden observarse en los cuadros 9 3,2 y 9,3,3,, En concordancia con las observaciones

previas, en todos los casos se mantuvo un 100% de integración de aceite, y entre los valores

máximos (50%) y mínimos (30%) de aceite, puede observarse también, un aumento del

volumen de emulsión (28% para 6% proteína y 35% para 8% de proteína) y una disminución
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de la fase acuosa (25% para 6% de proteína y 29% para 8% de proteína), También se

observó que el volumen de precipitado disminuyó en un 4% para el caso de la concentración

de proteína 6%, y en el de la de 8% el volumen del precipitado se redujo en un 6%, cuestión

que indicaba ia posible participación, también, de proteína insoluble en la formación de

emulsiones,

Cuadro 9.32. Estabilidad de emulsión Resultados de la desestabilización de la emulsión aceite-agua,
estabilizada con 6% (p/v) de proteína, Se varió el volumen de aceite en 30,40 y 50% (v/v),

Proteína
adicionada

al inicio
{% p/v)

6
6
6

Total de
aceite

incorporado
para

generar la
emulsión

(% v/v)
30
40
50

Aceite
liberado

después de la
desestabilización

de la emulsión
(% v/v)

0
0
0

Emulsión
estable

después de (a
desestabilización

(% v/v)

43
55
71

Precipitado
después de fa

desestabilización
(% p/v)

8
7
4

Fase
Acuosa
después

de la
desestabilización

(% v/v)

50
38
25

Relación:
emulsión
estable /
Aceite

inicial mente
adicionado

(v/v)
1.42
1.38
1.42

Relación:
emulsión
estable /
Proteína

inicia I mente
adicionado

(v/p)
7.11
9.18
11.81

Cuadro 9,3.3, Estabilidad de emulsión. Resultados de la desestabilización de la emulsión aceite-agua,
estabilizada con 8% (p/v) de proteína, Se varió el volumen de aceite en 303 40 y 50% (v/v).

P rote í na
adicionada

al inicio
{% p/v)

8
8
8

Total de
aceite

incorporado
para

generar la
emulsión

(% v/v)
30
40
50

Aceite
liberado

después de la
desestabilización

de la emulsión
(% v/v)

0
0
0

Emulsión
estable

después de la
desestabilización

(% v/v)

45
61
80

Precipitado
después de la

desestabilización
(% p/v)

10
8
4

Fase
Acuosa
después

déla
desestabilización

(% v/v)

45
31
16

Relación:
emulsión
estable /
Aceite

inicialmente
adicionado

(v/v)
1.51
1.52
1.59

Relación:
emulsión
estable /
Proteína

inicia I mente
adicionado

(v/p)
5.68
7.62
9.96

Los resultados presentados indicaron que la proporción porcentual de emulsión

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

proteína, Debido a ia alta capacidad del aislado de formar emulsión estable, se decidió

verificar cuál era e! valor máximo de aceite que era capaz de integrarse, y mantenerse en la

emulsión, después de su desestabilización,
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Con este objeto se realizó un ensayo de inversión de ía emulsión Se decidió el uso

de una sola concentración de proteína, y esta fue del 8% debido a que hasta el momento

está era la condición que mayor volumen de emuisión estable generaba (80 %).. El ensayo

consistió en generar una emulsión aceite en agua, adicionando de manera continua aceite

hasta que la emulsión se invirtió a agua en aceite, en este punto fue dónde se detuvo la

incorporación de aceite, y se procedió a desestabilizar la emulsión, tal y como se había

venido haciendo,, El valor máximo de aceite incorporado (245 mL), represento el 71% del

volumen tota! inicial (345 mL) de emulsión, previo a su desestabilización (cuadro 934) ,

Después de la desestabilización de la emulsión, se obtuvo 98,55% de emulsión estable y

sólo un 1.45% de aceite liberado, ;

Cuadro 9 3,4,, Inversión de la emulsión. Resultados de la desestabilización de la
emulsión agua-aceite generada por el método de inversión de la emulsión aceite-agua,
estabilizada con 8% (p/v) de proteína El aceite se adicionó de manera constante y con
agitación continua.

Proteina
adicionada

al inicio
(% p/v)

8

Total de aceite
incorporado

para generar la
emulsión

(% v/v)

71

Aceite
liberado

después de la
desestabilización

de la emulsión
(% v/v)

1.45

Emulsión
estable

después de la
desestabilización

(% v/v)

98.55

Relación:
emulsión
estable /
Aceite

inicialmente
adicionado

(v/v)
1 39

Relación:
emulsión
estable /
Proteína

inícialmente
adicionado

(v/p)
12 32

La figura 9,3,1 muestra ¡as imágenes de las emulsiones desestabilizadas para 6 y 8%

de proteína y donde se varió el porcentaje de aceite
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Emulsión

Fase Acuosa

Precipitado

' J O 1 * , , •> •

III III

Figura 9 3,1 Emulsión desestabilizada. Imágenes de la emulsión
desestabilizada donde puede observarse la presencia de tres fases,
emulsión, fase acuosa y precipitado Los porcentajes de aceite adicionado
fueron de 30% (i), 40% (II) y 50% (III) A) 6% de proteína B) 8% de proteína.

En las figuras 9,3,2, 9,3,3, 9.3.4 y 9,4,5 puede observarse el comportamiento de las

distintas fracciones al modificar las proporciones de aceite y proteína adicionados en la

emulsión, En todos los ensayos se observó un notable incremento en la proporción de

emulsión estable, ya sea que en éstos se incrementara la proporción de aceite, o la

proporción de proteína inicialmente adicionada Los valores para la emulsión estable van

desde un 36% para 6% proteína y 25% de aceite, hasta un 99% para 8% de proteína y 71%

de aceite,, Se observó también un descenso en la proporción tanto de la fase acuosa como

del precipitado, a medida que aumentaba la proporción de emulsión estable, indicando que

tanto la proteína soluble como la insoluble participan en la formación y estabilización de la

emulsión,, La relación emulsión 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 emulsión por cada 1 L de aceite, estos resultados fueron para las distintas

concentraciones de proteína y volúmenes de aceite utilizados, En tanto que la relación

emulsión estable /proteína adicionada inicialmente, aumenta al variar la concentración de

aceite, siempre que éste sea suficiente para integrarse junto a ¡a proteína, sin convertirse en

el compuesto limitante para la formación de emulsión, Existe también un aumento en este

índice al aumentarse la concentración de proteína, La mayor relación emulsión estable /

proteína inicialmente adicionada es de 12,32, significando que, se generan 12 L de emulsión

estable por cada 1 g de proteína, esto se observó para un 71% de aceite y un 8% de proteína,
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De lo que concluimos que habiendo en el sistema suficiente aceite, la proteína del aislado de

ajonjolí es capaz de incorporarlo casi en su totalidad, para dar lugar a una emulsión aceite-

agua estable a la acción de la fuerza centrífuga,

No existe unificación en los métodos para medir la estabilidad de emulsiones aceite-

agua, esta limitante hace difícil la comparación entre proteínas evaluadas en relación a esta

capacidad (34), sin embargo es importante hacer notar que, la comparación contra el aislado

de soya (concentraciones de proteína menores al 5% y 25% de aceite) mostró una capacidad

emulsificante semejante a la del aislado de ajonjolí, Aunque reconocemos la importancia de

una comparación mas completa tanto contra soya como contra otras proteínas consideradas

buenos agentes estabilizantes de emulsiones, reconocemos también que ésta va mas aílá de

los objetivos del presente estudio,
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Figura 9.3,2. Volúmenes de emulsión {% v/v) después de ¡a desestabilización de la
emulsión aceite-agua al variar la concentración de proteína inicialmente adicionada (6, 8 y
10% p/v) así como el aceite inicialmente incorporado (25, 30, 40 y 50% v/v),
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Figura 9.3 5 Volúmenes de aceite coalescido (% v/v) después de la desestabilización de
la emulsión aceite-agua al variar la concentración de proteína inicialmente adicionada (6,
8 y 10% p/v) así como el aceite inicialmente incorporado (25, 30, 40 y 50% v/v),

9.4 Extracción de las proteínas de la emulsión.-

Una vez caracterizado ei aislado en términos de un patrón electroforético y verificada

su capacidad emulsificante, se procedió a la extracción de las proteínas de la emulsión (78),

asi como a la determinación electroforética de las proteínas participantes en su formación y

estabilización

La figura 9 4 1 muestra el perfii electroforético bajo condiciones desnaturalizantes de

las proteínas extraídas de la emulsión, Se pueden observar un total de 13 bandas, mismas

que se observan en el aislado original, Destacan el triplete de 30-35 kDa y ei doblete de 20-

25 kDa previamente observados en los perfiles de disolución del aislado a distintos pH. Se

observó en una cantidad apreciable una banda en 55 kDa y con menor intensidad la de 50

kDa que coinciden con las pertenecientes al tripiete de 50-60 kDa, antes observado (Fig,

9,2,1,1 y 9,2,1,2),, Las otras bandas observadas en menor intensidad son de pesos mayor a

300,29 y menora14KDa
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Figura 9.4.1. Emulsión desestabilizada SDS-PAGE Separación en geles al 16% de acrílamida

La figura 9,4,2 muestra el perfil electroforético en ausencia de U-mercaptoetanol de la

emulsión desestabilizada, donde puede observarse la presencia mayoritaria de! triplete de

50-60 kDa, Bajo estas condiciones se observan también en mucho menor proporción 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, 9,2,1,1, 9,2,1,2 y 9,4,1) y que,

aparecen probablemente por una disociación parcial por efecto del calentamiento al que se

sometió la muestra, tal y como se ha reportado para ia S-conglicinina de soya (45) y

globulinas de amaranto y soya (28), También pueden observarse bandas de peso mayor a

200 kDa, así como proteína que no pasó al gel separador, seguramente por su alto peso

molecular, Por último se observan bandas de 13 y 9 kDa,
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Figura 9.4 2 Emulsión desestabilizada. Perfil
electroforético sin R- mercaptoetanol, Separación en
geles al12.5% de acrilamida

El perfil obtenido bajo condiciones nativas muestra una única banda de peso

molecular superior a los 200 kDa,, Estos resultados parecen indicar que la proteína

responsable de la capacidad de formación y estabilización de emulsiones es única y de peso

molecular superior a 200 kDa; además dicha proteína se disocia principaimente en un triplete

de 50-60 kDa cuando se somete a la acción de un detergente capaz de romper enlaces de

tipo no covalente, como el SDS, por io que el multímero está asociado al menos parcialmente

por fuerzas de tipo no covalentes,. La presencia de un agente reductor disocia a su vez al

triplete en otro triplete de 30-35 kDa, y en un doblete entre 20 y 25 kDa, por lo que

proponemos que las proteínas de 50-60 kDa están formadas por el triplete de 30-35 kDa y el

doblete de 20-25 kDa a través de uno ó varios enlaces disulfuro,, Se encuentra reportado (84)

que las proteínas del triplete de 50-60 kDa en ajonjolí son isoformas, que además son la

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

de 30-35 kDa, 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 otras de

peso superior observadas en este trabajo, pueden ser producto de un comportamiento de

asociación/disociación del multímero de 300-360 kDa, cuyos intermediarios serán múltiplos

del monómero 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 emulsión son también las que

mayoritariamente se hallan en ía fracción disuelta a diferentes pH, en particular en pH

básicos,

Después de la desestabilización de la emulsión, ei perfil electroforético fue igual tanto

para la fracción precipitada como para la fracción disuelta, por lo que tanto las proteínas

solubles como las insoiubles participan en la formación y estabilización de emulsiones,

9.5 Separación de los grupos de proteínas mayoritarias.-

9.5.1 Extracción de proteínas mediante disolución en distintos
disolventes.-

El perfil electroforético del aislado disuelto a diferentes pH y el de las proteínas

encontradas en la emulsión 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 y el

doblete de 20-25 kDa, se decidió llevar a cabo la extracción secuencial de proteínas según

la clasificación de Osborne y Campbell (1914), la cual se basa en que cada grupo presentará

diferencias en la disolución ai variar el disolvente, de acuerdo con la naturaleza de la

proteína, lo que permitirá la extracción diferencial de éstas
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El cuadro 9,5,1 1 muestra íos valores obtenidos para las distintas fracciones Como se

puede observar, el rendimiento total fina! fue de 68,58% cuantificado por Lowry y de 55,08%

cuantificado por masa, A lo largo del proceso de extracción existen múltiples pasos donde se

pierde muestra y es por este motivo que los rendimientos son tan bajos, La comparación 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

presentó pérdidas por si mismo, Los resultados muestran entre un 8 y 17% de proteína para

las distintas fracciones, en tanto que la literatura reporta que la fracción globulina (soluble en

NaCI) representa el 70% de la proteína de la semilla y la albúmina (soluble en agua) el 25%

(41, 84),

En conclusión, creemos que si se hubiesen aumentado los lavados con la disolución

salina o si se hubiese incrementado la proporción disolvente / proteína, el rendimiento de la

fracción globulina hubiese también aumentado, así mismo en lo referente a las otras

fracciones,

Cuadro 9.5,1.1 Rendimiento de la extracción secuencia! de proteínas según su solubilidad en
diferentes disolventes (Osborne y Campbell, 1914), Rendimientos expresados en composición
porcentual y tomando como base la proteína inicial, antes de ¡a extracción Resultados según la
determinación hecha por Lowry (60) y por pesado de las muestras extraídas

Tipo de proteína, según su
disolución en distintos
disolventes {Osborne y

Campbell, 1914)

Albúmina

Globulina

Prolamina

Gluteíina

Precip, final

Total

Determinación por el

método de Lowry (%)

14,42

12,55

11,12

17,35

13,14

68.5

Determinación por

masa (%)

8,58

8,03

6,03

14,97

17,47

55.08
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El perfil electroforético de las distintas fracciones extraídas se aprecia en la figura

9.5,1.1 Los perfiles de ias fracciones globulina (NaCi 0,5 M), prolamina (mezcla aicohol-agua),

glutelina (disolución básica) y el precipitado obtenido al final de las extracciones, son

similares entre si y también con la emulsión desestabilizada,. Con excepción de! agua, todos

los disolventes usados extrajeron los tres grupos de proteínas antes vistos (Fig, 9,2.1,1,

9,2,1,2, 9,4,1 y 9,4,2), como componentes mayoritarios de la extracción, por lo que estas

proteínas deben poseer características similares de disolución, La fracción albúmina (agua),

que aunque presenta el triplete de 30-35 kDa y el doblete de 20-25 kDa, ¡o hace con muy

baja intensidad, Sabemos que de acuerdo con el disolvente utilizado las proteínas adoptaran

una conformación que les permite disolverse en cierta medida,, Esta técnica no permitió

separar entre si a los tres grupos mayoritarios de proteínas, ni tampoco permitió la

caracterización del aislado en un grupo proteínico principal, según su disolución en distintos

disolventes (Osborne, 1914); sin embargo, si muestra la variedad de condiciones en las que

estos tripletes pueden ser extraídos, La fracción globulina (NaCI 0,5 M) se convirtió en un

precipitado altamente insoluble en agua después de extraerle el agua y ¡a sal, por liofilización

y diálisis, respectivamente, lo que indica que la disolución bajo estas condiciones modificó en

alguna forma a las proteínas del aislado,
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Figura 9,5,11 Extracción de proteínas según su disolución en diferentes disolventes SDS-
PAGE. Separado el geles al 12.5 % de acrilamida Aislado disuelto a pH 7; emulsión
desestabilizada, fracciones: albúmina, 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 proteína identificada como globulina 11S en ajonjolí (84). Cabe mencionar

en este punto que una proteína muy similar, clasificada como tipo legumina y con el mismo

nombre es reportada en distintas especies vegetales como; Glycine max, Amaranthus

hypochondríacus, Lupinus albus, Pisum sativum, Vicia faba, Cicer añetinum, Phaseolus

vulgaris, Lens culinaris, Arachis hypogaea, etc.. (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), Entre las características que comparten, además de su

similitud en secuencia de aminoácidos, es que una de las bandas correspondientes a 20-25

kDa (subunidad básica) y otra correspondiente a 30-35 kDa (subunidad acida) se asocian

bajo condiciones no reductoras, formando una proteína 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, 6-8,14, 28-30, 38, 45, 46, 53-55, 57,72, 73,8% 84, 88-89f 91, 92), Por
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io tanto se siguió explorando el aislamiento de dichas proteínas, para lo que se probaron

diferentes estrategias, algunas de ellas reportadas para la misma proteína en otras especies

de plantas,,

9.5.2 Separación de los grupos de proteínas mayoritarios según
su coeficiente de sedimentación.-

Las diferentes evidencias mostraron a los tripletes de 50-60, 30-35 kDa y al doblete de

20-25 kDa como las proteínas principalmente responsables de las características del aislado,,

Por otro lado, diferentes autores reportan la extracción de globulinas de diferentes especies

vegetales, a través del uso de fuerza centrífuga, en particular de centrifugación diferencial (32,

87, 91, 92),
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Figura 9,5,2,1 Gradiente de centrifugación,, Perfil electroforético sin 8-
mercaptoetanol Fracciones de la centrifugación diferencia! del aislado (pH 7,,5),,
Separación en geles al 12,5% de acrilamida. Peilet 10,000 rpm (12,100 g), pellet
34,000 rpm (100,000 g), sobrenadante 34,000 rpm (100,000g)
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Se intentó la separación de los grupos de proteínas al someter el aislado de manera

sucesiva a fuerzas centrífugas de 10,000 y 100,000 g, La centrifugación diferencial del

aislado (pH 7 5) no resultó en cambios en el perfil electroforético bajo condiciones no

reductoras (figura 9,5,2 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 concentración, 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 fracción restante en

el sobrenadante de ía ultima centrifugación, lleva a pensar que el tiempo al que las

fracciones se sometieron a centrifugación es la variable determinante para la precipitación de

ia muestra, por lo que a un tiempo mayor el tripiete de 50-60 kDa precipitaría en su mayoría y

no estaría presente en el sobrenadante,, La disociación del triplete de 50-60 kDa en

subunidades de 20-25 y 30-35 kDa pudo deberse al tratamiento térmico al que se sometió

La acción conjunta del detergente SDS, desdoblando en cierta medida la proteína y

exponiendo los enlaces disulfuro, y el tiempo de ebullición, que aporta la energía térmica

para la ruptura de estos enlaces, permiten la separación en sus subunidades, Se encuentra

reportada (45) la ruptura del enlace disulfuro que une la subunidad acida y ia básica de la

glicinina de soya por efecto de la energía térmica,.

La banda de peso mayor a 300 kDa se observa en las diferentes muestras, esta

parece corresponder a seis veces el múltiplo 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 asociación de seis de estos monómeros (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 monómero, para formar

trímeros y dímeros 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 ía presencia de una

banda en el intervalo de 70-76 kDa, así como la de peso menor a 14 kDa,, No hay reportes

que expliquen la banda de 70-76 kDa,. La hipótesis que sugerimos es que dicha banda es
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producto de la disociación y reasociación de algún intermediario del hexámero (300-360 kDa),

mismo que podría ser, una subunidad del doblete de 20-25 kDa, asociada a la de 50-60 kDa,

o la asociación 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

que en su formación participan enlaces disulfuro,

Existen dos reportes referentes a la albúmina 2S de ajonjolí, cuyo peso bajo

condiciones no reductoras se halla entre 13 y 14 kDa (59, 84), ambos presentan diferentes

secuencias de aminoácidos, La comparación entre estas dos secuencias (Anexo V) no

muestra similitud entre ellas,, Por tanto, se propone que la Ñamada aibúmina 2S corresponde

a más de un péptido y se piensa también que al menos uno de ellos, se asoció y disoció a

partir de algún intermediario de la globulina 11S, inducido por cambios en la fuerza iónica o

pH de! sistema y que, cambios en los mismos factores provocan la disociación de dicho

intermediario,

La ultracentrifugación diferencial no permitió separar a los diferentes componentes del

aislado ni de la emulsión desestabilizada, Por otro lado, los distintos componentes tanto del

aislado como de ia emulsión no pudieron separarse con base en un coeficiente de

sedimentación,. Es probable que el uso de fuerzas centrífugas mayores, tiempos de

centrifugación más largos o el aumento de la viscosidad del medio permitiesen una

separación entre los componentes de alto y bajo peso molecular, Se encontró reportado (22)

que la centrifugación diferencial de globulinas permite sólo un grado parcial de separación

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

Ni ia extracción secuencia!, ni la centrifugación diferencial permitieron la separación

de los grupos de proteínas, Tanto en condiciones desnaturalizantes, como en ausencia del

agente reductor, mostraron en todos ios ensayos a los tres grupos principales (20-25, 30-35 y

50-60 kDa), así 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 Separación de grupos de proteínas mediante ultrafiltración.-

Con el fin de separar las proteínas de peso molecular menor a 50 kDa, de las de peso

superior, se realizó un proceso de ultrafiltración, Para este fin se utilizó una membrana con

límite de exclusión de 50,000 Da (YM 50), La muestra utilizada fue la emulsión

desestabilizada disuelta con tris-HCI 1,5 M, pH 6,8,
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Figura 9.5.3.1 Ultrafiltración Perfil electroforético sin íi-
mercaptoetanol antes de ultrafiltrarse. Emulsión
desestabilizada disuelta con tris-HC11,5 M, pH 6.8, 8 y 9.
Separación en geles ai 10% de acrilamida, Gel
concentrador 3 M urea,

En ei perfil electroforético de la muestra antes de ultrafiltrarse y en ausencia de (3-

mercaptoetanol (Figura 9,5,3,1), se observaban el grupo 50-60 kDa, los grupos de 30-35

kDa y 20-25 kDa, así 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 ultrafiltración, tanto de la fracción retenida

como de la que la traspasó,, En la fracción retenida deberían haber aparecido bandas de
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peso molecular superior a 50 kDa, sin embargo, únicamente se observan la banda de peso

mayor a 300 kDa y una por debajo de los 14 kDa, La fracción correspondiente al

sobrenadante, que debería contener proteínas de pesos menores a 50 kDa, presentó la

banda de 60 kDa así como la mayor a 300 kDa,

La presencia de proteína por debajo de los 14 kDa en el retenido (PM>50 kDa)

permite suponer que es producto de la disociación de la de 300 kDa, la de 50-60 kDa o

algún intermediario, La presencia de proteína en el sobrenadante (PM<50 kDa), con peso

molecular de 60 y 300 kDa, apoya ia posibilidad de una reasociación de las proteínas de bajo

peso en las de alto peso observadas,

Estos resultados confirman algún tipo de mecanismo de disociación-asociación de las

distintas formas de esta proteína, que en este caso ocurrieron después de su filtración,,

Evidentemente la ultrafiltración no sirvió como método para separar los distintos grupos de

proteínas, por lo que se descartó en actividades subsecuentes,,

>300 kDa_"

97 4kC

66 2 kC

45 0 kD

200 0 kDa

116,25 kDa
97 4 kDa

66 2 kDa

60 kDa

45 0 kDa

31 O kDí

21 25kDa

14 4 kDa < 12 kDa
Marcador Retenido Retenido Retenido Retenido Sobrenad Sobrcnaü Marcador

Membrana Membrana Membrana Membrana lüü j i l 100¡il
ZOOjiL 150LÍL lOOpiL 50| i l

Figura 9.5.3.2 Ultrafiltración Perfil electroforético sin B-mercaptoetanol después
de ultrafutrarse, Ultafiltración con equipo Amicon (YM 50), límite exclusión
50,000 kDa. Separación en geles a!12.5% de acrilamida, Geles separador y
concentrador adicionados con urea 5 M, Emulsión 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 Separación de los grupos de proteínas mediante
electroelución.-

Con el propósito de purificar las bandas del íriplete 50-60 kDa se realizaron geles de

acrilamida preparativos para eiectroeiuir las bandas individuales, En genera! los geles no

corrieron bien y no hubo buena definición de las bandas individuales, sin embargo se

cortaron las bandas correspondientes al trímero de interés de los distintos geies, En ninguno

de los ensayos fue posible disectar con bisturí las bandas individuales del triplete de 50-60

kDa, debido a la cercanía física entre ellas, La electroforesis no-reductora de ios eluídos,

además de mostrar 2 ó 3 de las bandas del triplete de interés (figura 9,5.4.1), mostró también

ías bandas de peso menor a 14 kDa que habían venido apareciendo en distintos geles

(9,2,1,1, 9,4,1, 9,4,2,9,5,2 1 y 9, 5,3,2),,

La presencia de proíeína de peso molecular por debajo de 14 kDa refuerza la

hipótesis sobre la posible disociación de una proteína de peso superior, que probablemente

pertenezca al triplete de 50-60 kDa y que se disocia como consecuencia de la fuerza iónica,

pH, detergentes o una combinación de estos factores

97 4 k

66 2 k :#= 50-60 kDa
45 0 k[ - ^ ^

31 OkC

21 25 k

14 4kC

Marcador 1 2

Figura 9.5.4.1 Electroelución., Perfil electroforético sin íi-
mercaptoetanol Bandas electroeluidas de dos diferentes
geles preparativos. Separación en geles al 17% de acrilamida..
Aislado proteínico disuelto con 1,7 M NaCI

67



9.5.5 Separación diferencial de gíobulinas.-

Algunos autores reportan la extracción secuencial de fracciones de globulinas como

un medio de separar la 11S de las otras globulinas (4, 5, 6, 57, 93),, La extracción consiste en

lavados con agua precedidos por centrifugación para extraer la fracción albúmina; al

precipitado remanente se le realizan lavados con disolución salina diluida, 0,34 M NaCI

(fuerza iónica de 0,34) y centrifugación para extraer las fracciones correspondientes a

globulinas 2 y 5S, Por último, al precipitado remanente se le realizan lavados con disolución

salina concentrada, 1.7 M NaCi (fuerza iónica = 1,7) y centrifugación para obtener la fracción

globulina 11S, La concentración de las distintas fracciones fue determinada por el método de

Lowry, Ei cuadro 9,5,5,1 muestra las concentraciones de las fracciones y el rendimiento de ia

extracción,

Cuadro 9,5 51., Extracción secuencial de globulinas. Concentración, masa y rendimiento,
obtenidos de ias fracciones de los lavados secuenciales del aislado proteínico con distintas fuerza
iónica.

Fracción

0, 34 M NaCI

1 7 M NaCI

Globulina

2, 5S

11 S

Concentración
[mg/mL]

3,640

5,78

Masa
g

2,32

3,69

Rendimiento
%

9 2 8

1476

Como se observa en el cuadro 9 5,5 1, la extracción con una fuerza iónica superior

(1,7) permite extraer mayor concentración de proteína, la cual corresponde a casi el 15% de

rendimiento, mientras para la extracción con fuerza iónica inferior (0,34) se obtiene un

rendimiento en la extracción del orden del 9%. El rendimiento de la extracción con ambas

fuerzas iónicas equivale al 24,04%, Es posible que una mayor proporción disolvente / aislado

proteínico, así como tiempos de disolución más largos, hubieran incrementado ¡os

rendimientos, Se debe considerar que los múltiples pasos que esta técnica lleva asociados,

causan la pérdida de gran proporción de muestra, en varios puntos de la misma,

Se logró la disolución del aisiado tanto con fuerza iónica de 0 34 como de 1,7, el

fenómeno ocurrido en ambos casos fue el conocido como salting-in, surgido como

consecuencia de la disminución en el número de las interacciones hidrofóbicas entre las
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moléculas proteínicas, a la ves que ocurre un aumento en el número de interacciones entre

las proteínas y el disolvente,

La extracción secuencial de fracciones de globulina no sirvió como método de

separación de las diferentes globulinas, ya que ambas fracciones muestran el mismo perfil

electoforético (figura 9,5 5,1), Sin embargo sí permitió (bajo condiciones no reductoras) la

separación del triplete de 50-60 kDa y la proteína por debajo de 14 kDa como componentes

mayoritarios en ambas fracciones,, Como se había observado en geles previos (9.2,1,1,

9,2 1,2, 9,4.1, 9,4,2, 9,5,1 1, 9,5,2 1 y 9, 5,3,1), se distingue también la presencia del triplete

de 30-35 kDa y de! doblete de 20-25 kDa, Igualmente es probable que la ruptura parcial del

enlace disuífuro se debiera a la energía térmica proporcionada durante la ebullición y

reforzada tanto por la presencia del detergente SDS que contribuyó al desdoblamiento de la

cadena, exponiendo los enlaces disulfuro presentes, como por la tensión que estos mismos

sufren por la presencia de los iones Na+ y CI", que al unir a las cargas de signo opuesto de

los aminoácidos cargados a ese pH, generaron fuertes repulsiones entre la misma cadena

polipeptídica, causando entre otras cosas tensión de los enlaces disulfuro,

69



97,4 kDa
'• 300 kDa
^•-100 kDa

66,2 kDa ^

45,0 kDa

31 0 kDa

21,25 kDa

14 4 kDa ^

.;¡L 50-60 kDa .—J—-.« ww-

"̂  30-35 kDa

;^20-25 kDa

<13 kDa

200 kDa
116,25 kDa
97 4 kDa

66,2 kDa

45,0 kDa

Figura 9,5,5,1. Extracción secuencia! de globulinas Perfil eiectroforético sin R-
mercaptoetanoL Fracciones de la extracción secuencial de globulinas
Separadas en geles al 20% de acrilamida. G11S 1er lavado extracción
globulinas con 1,7 M NaCI (G11S 1er I); G2,5S 1er lavado con 0,34 M NaCI
(G2,5S 1er I),

La abundancia del grupo de peso menor a 14 kDa es probablemente debida, a la

presencia del detergente y/o a la fuerza iónica aplicada, condiciones ambas, que debieron

ser capaces de romper los enlaces débiles que unían esta proteína con alguna otra, Es de

notar también la presencia de fas bandas de peso molecular de 100 kDa y mayor a 300 kDa,

mismas que proponemos son producto de la formación de enlaces disulfuro entre proteínas

de pesos diferentes, entre las que podrían encontrarse los grupos de peso molecular menor

a 14, 20-25, 30-35 y 50-60 kDa, Asimismo se observó una banda de peso molecular 44 kDa,

probablemente también disociada de alguna otra de peso mayor, por efecto de la fuerza

iónica o de! detergente,

A temperatura ambiente y pH 7,6, la glicinina de soya se encuentra principalmente en

forma de hexámero, mientras que a pH 3,8 está presente principalmente como trímero (45),
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La fuerza iónica influye en la estructura y agregación de esta misma proteína debido en parte

a! efecto de la sal en la disociación del trímero (53),, Como previamente se refirió, es posible

que las bandas observadas para ei aislado de ajonjolí sean el producto de un fenómeno de

disociación-reasociación similar al de las globulinas de soya, donde ¡as bandas de pesos

altos (300-350, 250, 200-220, 150, 100-120 kDa) corresponderán a múltiplos del trímero de

50-60 kDa considerado en soya como ei monómero o unidad fundamental, Los resultados

referentes a las proteínas de ajonjolí, parecen indicar que las interacciones de tipo

electrostático tanto entre los monómeros como entre los multímeros, desempeñaran un roí

muy importante en la estabilidad de los mismos, y por tanto en su comportamiento de

disolución,

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

a 14 kDa,, Para verificar la posibilidad de que fuesen productos de degradación por la acción

de proteasas, se decidió descartar su presencia,

9.6 Desestimación del efecto de actividad proteolítica.-

Para verificar que las bandas de pesos moleculares menores a a 1no)fueran el

producto de la degradación de proteínas por efecto de proteasas, se realizaron pruebas

incubando la muestra en presencia de inhibidores de proteasas,

El paso de centrifugación se realizó con el propósito de eliminar los multímeros y

proteínas de alto peso molecular, La técnica de ultrafiltración se utilizó para eliminar el grupo

de péptidos de peso menor a 14 kDa, Se utilizó una mezcla de inhibidores de proteasas que

afecta la actividad de distintas proteasas comunmente encontradas en semillas y extractos

vegetales, incluidas proteasas de cisteina, como la asparaginil endopeptidasa encontrada

comunmente en cuerpos proteicos (38, 54), Al final se realizó una nueva ultrafiltración para

eliminar posibles productos de degradación por proteasas que pudieron generarse en el

tiempo que transcurrió entre la ultrafiitración y la adición del cocktail de inhibidores, El SDS-

PAGE (figura 9,6,1) muestra además 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 degradación proteolitica ocurrida durante el tiempo en que este ensayo

duro, al menos por la acción del grupo de proteasas inhibidas por la mezcla de inhibidores

usada, Aunque no se descarta la posibilidad de que sea producto de alguna proteasa no

incluida en el grupo de inhibición de la mezcla de inhibidores usada; la hipótesis que

proponemos es que es producto de la disociación de una proteína de mayor peso;

probablemente de la de 50-60 kDa; y cuyo origen sí pudo ser por acción de proteasas en

algún otro momento de ia obtención o manipulación deí aislado, o quizás por la hidrólisis

parcial de alguna proteína también durante la elaboración o manipulación del mismo aislado,

Sea producto de hidrólisis, proteolisis o sea una proteína individual, el pépíido se hallará

unido a algün intermediario por interacciones débiles capaces de ser rotas ya sea por la

fuerza iónica con la que se trato a la proteína o por la presencia de detergente,,

97 400 kDa

66 200 kDa

45,000 kDa ^ = 50-60 kDa

31 000 kDa

21,250 kDa ^_ 20-25 kDa

1440kDa _. _ _ JM t n

< 14 kDa
Marcador Precipitado 5 0 p | 3 0 p | 40]J,p

Amicon
Sin Inhibidores Precipitado Amicon con
de Proteasas inhib.Proteasas

Figura 9,6,1 Efecto de inhibidores de proteasas.. SDS-PAGE. Separación en geles al 12%
de acrilamida Aislado disuelto con 0.34 M NaCI, Precipitado retenido por la membrana
antes y después del empleo de la mezcla de inhibidores de proteasas.



Cabe hacer notar que el proceso de obtención del aislado proteínico bajo estudio

requiere de condiciones de temperatura y pH extremos donde la actividad de las enzimas

proteolíticas normalmente encontradas en semillas y extractos vegetaies, será poco

probable,,

9.7 Efecto de algunos agentes químicos sobre la disolución de la
proteína.-

9.7.1 Efecto del agente reductor R-mercaptoetanoL-

El agente reductor p-mercaptoetanol actúa sobre los enlaces disulfuro de la

cistina (cys-s~s-cys), reduciendo la molécula a dos cisteinas, con la correspondiente ruptura

del enlace disuifuro, es por eso que, el uso de este agente, permite determinar la presencia

de enlaces disulfuro en las proteínas, El tratamiento de las muestras con el agente reductor

p-mercaptoetanol, a temperatura de ebullición y en presencia de SDS, permitió ia disolución

del precipitado en gran medida, pese a que, al retornar a temperatura ambiente se observó

la presencia de partículas floculando en el medio, Por otro lado, el aislado se sometió a

calentamiento (78 °C, 40 min) sin p-mercaptoetanol sin observarse mejoras en su

solubilidad,, La disolución de las muestras parece ser efecto del p-mercaptoetanol y no de la

temperatura a la que se sometieron La disolución de la muestra en presencia del p-

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 formación de los

agregados de globulinas de soya interviene^ a! menos parcialmente, enlaces disulfuro,

producto de reacciones de intercambio,
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Figura 9.7.11 Efecto agente reductor, Perfil electroforético A) sin R- mercaptoetanol
y B) con fi- mercaptoetanol Separación en geles al 12.5% de achlamida Muestras
evaluadas: fracción globulina de extracción secuencial de proteínas (GE..S);
fracciones extracción secuencial globulinas G11S 1er y 2° lavado con 1.7 M NaCI
(G11S 1er I, G11S2°I); G2,5S 1er lavado con 0.34 M NaCI (G2,5S).

La figura 9.7.1.1 muestra el perfil electroforético de las muestras disueltas a diferente

pH, tanto en presencia como en ausencia de (3-mercaptoetanol Se puede observar la mayor

abundancia del triplete de 50-60 kDa en las muestras no sometidas a la acción del (3-

mercaptoetanol, Por otro lado la presencia de las bandas de 20-25 y 30-35 kDa es más

abundante en ias muestras tratadas con p-mercaptoetanol. Sin embargo tanto éstas como ei

grupo de 50-60 kDa son poco notables en la muestra disuelta a pH de 5, 6 y 7, intervalo de

pH donde se haiia el punto de menor solubilidad de! aislado,,

Tanto en presencia como en ausencia de p-mercaptoetanol, se observa la presencia

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

p-mercaptoetanoi son mucho menos intensas,,
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El tratamiento térmico (78 °C, 40 min) de la preparación en ausencia de p-

mercaptoetanol muestra ia presencia de las bandas de 100, 150, 250 y mayores a 300 kDa

(Figura 9,7,1,2) por lo que descartamos que este tratamiento sea el causante de la

desaparición parcial de las mismas, cuando se combinan ebullición y |3-mercaptoetanol, Las

proteínas completamente desnaturalizadas presentarán una mayor tendencia a agregarse,

debido al incremento de la hidrofobicidad superficial, Como consecuencia, las globulinas 11 y

7 S de soya (2) y amaranto (20) desnaturalizadas por calor son la fracción predominante de la

fracción insoluble El tratamiento térmico efectuado al aislado de ajonjolí no contribuyó a la

mejora de su solubilidad, probablemente por la misma causa,.

200 kDa -r

70

65

00 R[
97 4
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66,2

kDa

45 0
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kDa

kDa

-*-• >300 kDa

200 kDa

116,25 kDa
97 4 kDa

50-60 kDa
45 0 kDa

31 0 kDa 30-35 kDa

21,25 kDa i
14 4 kDa I

Mire I

20-25 kDa

Térm ico

Figura 9.7.1.2 Efecto deí tratamiento térmico,, Perfil
electroforético sin R-mercaptoetanol,, Separación
en geles al 10% de acrilamida. Aislado disuelto en
H2O desionizada y sometido a calentamiento (78
°C) con agitación continua durante 40 min

Diferentes experimentos en este estudio sugieren que la aparición parcial de las

bandas de 20-25 y 30-35 kDa en las muestras sin (3-mercaptoetanol, será favorecida por la

acción conjunta del pH del sistema y de la temperatura y tiempo de ebullición de las

muestras,
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La aparición de los grupos de bandas de 30-35 kDa y 20-25 kDa (Figura 9,7,1,1) en

presencia del agente reductor (3-mercaptoetanol firmemente sugiere que éstas se

encuentran unidas por enlaces disulfuro entre elias, dando origen al grupo de 50-60 kDa, La

disminución en la concentración de las bandas de 100, 150 y mayor a 300 kDa en presencia

de p-mercaptoetanol puede deberse a la acción del (3-mercaptoetanol y/o al SDS, aunque la

energía aportada por la ebullición pudo contribuir, al ayudar a exponer los enlaces disulfuro

para la posterior acción de! p-mercaptoetanol, El efecto del SDS se discute más adelante,

Proponemos que la formación de ¡a proteína 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 proteínas (multímeros) de peso molecular mayor a 100 kDa están

asociados en alguna medida por enlaces disulfuro, La determinación del tipo de fuerzas que

unen a los monómeros (50-60 kDa) requerirá de estudios más detallados, Se halla reportado

(50) que, en la formación 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 aniónico SDS, se utilizó la muestra extraída

con NaCI 0,34, pH 6,74 y se determinaron los perfiles electroforéticos bajo condiciones

nativas,, Cabe aclarar que el empleo de geíes nativos permite una diferenciación cualitativa

de las distintas bandas y, sobre todo, la visualizacíón 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 molécula e iguale las

cargas, así como de un agente reductor que termine de desdoblar a la molécula, ésta

migrará en su forma globular nativa y por tanto su migración no sólo dependerá de su peso,

sino también de su forma, siendo así que el corrimiento dependerá del radio de Stokes que
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posean, mismo que será menor, y por tanto más rápido su movimiento, en moléculas

globulares que en aquéllas desdobladas,

La incubación con SDS (figura 9,7,2,1) se realizó a diferentes concentraciones de

detergente (0 a 0,5 M) y durante diferentes tiempos (0-96 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 concentración de SDS se puede observar la

disminución en la intensidad de la banda de peso aparente mayor a 300 kDa y el aumento en

intensidad de ia de peso aparente 200 kDa; así 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 concentraciones de SDS durante la primera

hora de incubación con el detergente; sin embargo, después de 96 horas puede observarse

más claramente la disminución 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,

así como ¡a aparición de una banda intensa con peso aparente de 51 kDa Es en este

momento cuando es más claro el incremento en la banda de peso aparente 200 kDa

(cercana a la miosina) conforme aumenta la concentración de SDS,.

77



> 300 kDa 200 kDa

& *sk DO kDa

s- ¡0C kDa

45

B

B
es

o

0

É
o
o

MSDS

B
es

o

30
 m
in

1 
hr

0.003M SDS

se
g

o
E
o

se
g

o

0

30
 m
in

1 
hr

5MSDS

0 0.003 0

WISDS,

1

96

0 5

hrs

Figura 9,7.21, Efecto del SDS, Electrofóresis nativa Separación en geles al 12% de acrilamida.
Aislado disuelto con 0,34 M NaCI; centrifugado (10,000 rpm, 12 min) y ultrafiltrada con Amicon (YM
30), sometido a incubación con SDS a diferente concentración (0 0, 0.003, 0.1 y 0.5 NI), 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,
Volúmenes constantes de 20 fjL de muestra

Aunado a esto, cuando ei detergente se incluye directamente en el gel, la intensidad

de la banda de peso aparente de 200 kDa, aumenta conforme se incrementa la

concentración de SDS, El SDS es un detergente cargado, cuya región hidrofóbica se unirá a

los aminoácidos no-polares de la molécula, favoreciéndose por causa de las repulsiones

entre sus grupos cargados, el desdoblamiento de la molécula y la ruptura de enlaces de tipo

no-covalente, Por otra parte, el medio con alta fuerza iónica favorecerá el aumento en el

número de interacciones entre las proteínas y el disolvente, disminuyendo a su vez el

numero de las interacciones hidrofóbicas entre las moléculas de proteína

El perfil electroforético nativo y en ausencia de SDS muestran una única banda con un

peso molecular aparente superior a 300 kDa,, En presencia de SDS, esta banda se disocia en

cuatro bandas más, de manera dependiente del tiempo y concentración dei detergente Las

evidencias muestran que en la formación del multímero de peso aparente mayor a 300 kDa

están involucradas fuerzas de tipo no-covalentes, como podrían ser electrostáticas e
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hidrofóbicas tal y como se sugiere para multímeros de globulinas en otras plantas (4-8, 28, 29,

45, 50, 53, 61, 67, 73, 88, 91, 92)

La aparición en estos geles de bandas diferentes a la de 300 kDa en ia condición de 0

M de SDS puede deberse a la difusión que el SDS experimentó desde otra muestra que sí lo

contenía, lo que se decidió verificar, La figura 9,7,2,2 muestra un nuevo gel nativo en

completa ausencia del detergente, donde podemos observar la presencia de una banda

única y de peso molecular aparentemente superior a los 300 kDa,, En este gel se utilizó como

muestra emulsión desestabilizada para descartar que la fuerza electrostática ejercida por la

sal pudiera estar interfiriendo,

> 300 kDa

200 kDa

116,25 kDa
97,4 kDa

66,2 kDa

¡ i '

E.D.
30(jl

E.D.
20\i\

E,D. E.D. E.D,,
5[¡\

Marcador

Figura 9.7.2.2 Efecto detergente SDS Electroforesis nativa en ausencia de
SDS. Separación en geies al 6% de acrilamida Emulsión desestabilizada
(E.D) en diferentes concentraciones,

La banda de 300 kDa concuerda con ei hexámero del que 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 tetrámero y el dímero respectivamente,. La
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banda de 70 kDa en ajonjolí no se ha reportado; aunque existen otras explicaciones, en base

a nuestras observaciones, creemos que esta banda podría corresponder a ía asociación del

monómero de 50-60 kDa con la proteína de peso menor a 13 kDa, o bien con la subunidad

básica de pesos entre 20 y 25 kDa, Para que pueda ocurrir la primera propuesta, la proteína

de 13 kDa debería ser producto de la disociación de algún intermediario, o directamente de la

de 300 kDa, y estar unida a éste por alguna interacción de tipo no-cova|ente, susceptible de

ruptura por la mera presencia de SDS La factibiíidad de ia segunda propuesta radica en que

la subunidad tuvo que provenir de la ruptura de enlaces disuffuro, ya sea como producto de

la ebullición a la que se sometió con el buffer de tratamiento o durante el procesamiento al

que el aislado estuvo expuesto durante su manipulación industrial, el cual incluía tratamiento

alcalino y térmico, Aun si este fuera el caso, la subunidad también tendría que reasociarse al

multímero bajo la acción de un enlace lo suficientemente débil como para ser roto por el SDS,,

Experimentos alejados del objetivo de esta tesis tendrían que llevarse a cabo para confirmar

o desestimar tales hipótesis,

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

Con el fin de exponer las fracciones hidrofóbicas localizadas al interior de las proteínas

se emplearon los agentes tris-HCI (tris(hidroximetil)arninometanoHCI) 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 actúa en algunas proteínas cargando la superficie expuesta de la molécula,

provocando repulsión entre sus aminoácidos cargados y exponiendo al abrirse la cadena, la

fracción hidrofóbica interior de las proteínas globulares inmersas en medio acuoso,, Por su

parte la urea actúa rompiendo interacciones no polares como puentes de hidrógeno, fuerzas

de van der Waals, uniones electrostáticas e interacciones hidrofóbicas que actúan

estabilizando a las proteínas

La disolución de las muestras con tris-HCI a diferentes pH, y urea a diferentes

concentraciones, no mostró a simple vista cambios en su solubilidad, El perfil electroforético

en ausencia de j3-mercaptoetanol de ía muestra disuelta a pH de 3, 4,,. 8, 9, 10 y 11, la
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fracción globulina extraída de la extracción secuencial, la emulsión desestabilizada y la

misma emulsión desestabilizada disuelta con tris-HCI 1 5 M y a pH de 6,8, 8,0 y 9.0 (figura

9,7.3,1), mostraron la presencia abundante de! tripleta de 50-60 kDa, Se utilizaron estos

valores de pH, ya que en ellos se había observado la mayor concentración de las bandas de

interés, así como la presencia de las formas asociadas de mayor peso molecular,

97,4 kDa -

66,2 kDa >i

45,0 kDa

31,0 kDa .

200 kDa
OI I L « 3

kDa

200

116,25
97,4

66 2

45,(
50-60 kDa

30-35 kDa

21,25 kDa

14 4 kDa

¿j+ *M _;(-;£¡ . \ i i&¿ i*; •->'

20-25 kDa

< 14 kDa

10 11

PH

H

.0
>H
9.0

Emulsión
Desestabilizada

Tris-HCI

Figura 9.7,3,1 Efecto de los agentes urea y tris-HCI Perfil electroforético sin fi-
mercaptoetanol, Separación en geles al 12,5% de acrilamida Aislado disuelto a pH de 3, 4, 8,
9, 10 y 11; fracción globulina extracción secuencial; emulsión desestabilizada; emulsión
desestabilizada disuelta con tris-HC11.5 M, pH 6 8, 8 y 9 Además todas las muestras fueron
disueltas con disolución urea 3 NI,. Get separador y concentrador preparados con disolución
de urea 3 M,

Después de la disolución con urea 3 M tanto en ía 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, 9 y 10; la banda de 200 se observa en

pH de 4, 8, 9 y 10, Las muestras disueltas previamente con tris-HC11,5 M y a pH de 6,8, 8,0

y 9,0 presentan proteína en la zona de alto peso molecular, pero la presencia de un barrido,

81



debido probablemente a ia alta concentración de sal, no permite determinar el peso de esa

fracción proteínica

Hasta este momento ios resultados mostraron la presencia de las bandas de alto peso

molecular, en extremos ácidos y básicos, En estas condiciones, las proteínas tendrán una

carga parcial mayor que generará repulsión entre aminoácidos con carga del mismo signo, lo

que a su vez generará un desdoblamiento de la cadena, parcial o completo, exponiendo de

esta forma los grupos hidrofóbicos antes ocultos,, La presencia de los agentes urea y tris-HCI

respectivamente, contribuirán tanto al desdoblamiento de la cadena como a la solvatación de

la misma, Es por esto que principalmente se atribuye la presencia de las formas asociadas

del monómero a pH extremos a la generación de enlaces de tipo hidrofóbico entre los

aminoácidos no polares expuestos por efecto de estas condiciones,, Otros reportes (4, 6, 33,

41, 73, 91, 92), sugieren también ia acción de fuerzas hidrofóbicas en la asociación de ios

multímeros 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 será el grupo por debajo de 14 kDa,

La fracción globulina y emulsión 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 ios 14 kDa se halla relacionada con condiciones en las cuales los enlaces débiles

pueden ser rotos, tales como extremos de pH y presencia de fuerzas iónicas considerables,,

De nuevo cabe hacer notar que en ausencia del agente reductor, ias bandas de peso

molecular alto (200, 150, 100, 75 y 66) se hallan presentes, por io que se refuerza nuestra

hipótesis de que se hallan presentes por la acción de enlaces disuifuro,,

También como ya se mostró, el SDS tendrá un efecto en la disociación de las formas

agregadas, por lo que se propone que ocurre una reasociación posterior a la disociación,
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Pese a la ausencia de p-mercaptoetanol, se observa también la presencia del tripiete

de 30-35 kDa y dei doblete de 20-25 kDa, debido probablemente a la acción combinada del

SDS, el Tris-HCI y la urea, que provocan un alto grado de desdoblamiento de ia cadena que

genera tensión en los enlaces disulfuro, algunos de los cuales se rompen por el efecto de la

temperatura y el tiempo de ebullición liberando las subunidades, Como se mencionó antes,

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

9.7.4 Efecto de la acción combinada de sales y pH en la
disolución de las proteínas.-

Distintos perfiles electroforéticos a lo largo de este estudio (Figuras: 9,5,2, 9.6.1,

9,7,1,1, 9,7,2,2, 9,8,3,1), habían presentado proteína incapaz de penetrar en el gel

separador, debido a su elevado peso molecular, Las formas agregadas de proteína son

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

Se evaluaron diferentes combinaciones de sales y pH en virtud de su posible impacto

sobre la disolución de la emulsión desestabilizada, que por sí misma era muy difícil de

disolver, Las combinaciones que lograron disolver en alguna medida la muestra, fueron las

siguientes:

Muestra A = 1 voi, emulsión desestabilizada + 1 vol. NaC11.7 M, pH 8

Muestra B = 1 vol. emulsión desestabilizada + 1 vol, tris-HCl 1.5 M, pH 8

Muestra C = 1 vol.. muestra B + 1 vol. NaC! 1 7 M

= 1 vol. emulsión desestabilizada + 1 vol, tris-HCl 1.5 M, pH 8 + 2 vol, NaCI

1,7 M

Muestra D = 1 vol, muestra A + 1 vol. NaC11.7 M, llevada a pH 8

= 1 vol, emulsión desestabilizada + 3 vo!, NaC11.7 M, pH 8

Muestra E = 1 vol. emulsión desestabilizada + 2 vol,, NaCi 1.7 M, pH 10.7

(fuerza iónica = 1,13)



Los resultados indicaron que en !a muestra A se consiguió eliminar en gran medida el

precipitado, pero con formación de floculación en la superficie, En las muestras B y C no se

observó ninguna apreciable disolución del precipitado, La muestra D presentó también

floculación y disminución de precipitado, La muestra E se disolvió casi en su totalidad

después de cuatro minutos de ebullición, Cuando la muestra A que presentaba precipitado

se mezcló con NaCI 1.7 M a pH 8 se logró disminuirlo, así como la aparición de floculación,

La imposibilidad de disolver el precipitado con NaCI 1,7 Men la muestra C previamente

mezcladas y hervidas con tris-HCI a pH 8 lleva a pensar que para la disolución completa de

los agregados deben de participar tanto fuerza iónica como un pH básico, 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 volúmenes de

NaCI 1.7 M, pH 8,0 con 1 volumen de muestra a pH 7,0 indican que el pH juega un papel

muy importante en la disolución de estos agregados La casi completa disolución de la

muestra E, bajo condiciones de alta fuerza iónica y pH extremadamente básico (NaCI 1..7 M,

pH 10.7) confirma esta suposición, Probablemente ia disolución de los agregados presentes

en esta muestra ocurrió por una combinación de los siguientes mecanismos; por un lado,

sabemos que la carga neta de la proteína a pH básicos es negativa y aumenta con el pH.

Esta ganancia electrostática provocará repulsión en los átomos cargados del monómero y

entre los átomos cargados de los distintos monómeros asociados, provocando así la apertura

de las cadenas y un rearreglo más relajado de los agregados cuyos enlaces no fueron rotos

por la repulsión electrostática, El segundo mecanismo depende de las interacciones que

ocurren cuando una alta cantidad de iones, son incluidos en el medio, permitiéndose la

hidratación de la molécula y la disminución en el número de interacciones hidrofóbicas, Cada

uno de los mecanismos por si solo no fue suficiente para disolver el precipitado, sino que se

necesitó de la acción conjunta de ios dos, aunado al efecto de la temperatura que

seguramente aportó la energía térmica para romper los enlaces ahora disponibles y que

resistieron el efecto de los mecanismos anteriores

Se encuentra reportado un comportamiento de asociación-disociación en función del

pH y fuerza iónica en globulinas de diferentes especies vegetales, dando lugar a la formación

de distintos complejos solubles e insolubles (4, 5,14, 88) Otros reportes (14, 41) proponen que
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las fuerzas que participan en la formación de los agregados en globulinas de semillas, son de

tipo; hidrofóbico, electrostático como enlaces de hidrógeno y probablemente enlaces

disulfuro Nuestras observaciones son semejantes y llevan a pensar que la baja solubilidad

que este tipo de formaciones presentan, les brindará una conformación compacta que

permitirá almacenarlas en forma funciona! en las semillas,

En las muestras disueltas con fuerza iónica de 17 y cuyo pH no era extremo se

presentó el fenómeno de floculación,, Los resultados presentados con anterioridad referentes

al efecto del E-mercaptoetanol mostraron la presencia del fenómeno de floculación al

enfriarse ia misma muestra (emulsión 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 E-mercaptoetano! en relación a este fenómeno; lo

atribuimos principalmente a la acción del tratamiento térmico que logró la ruptura de los

agregados, ya sea en algún 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 hidrofóbicos quedaron orientados hacia el interior del

agregado,, Creemos que la presencia de iones en concentraciones altas pudo fomentar esta

nueva asociación, al provocar una orientación diferente tanto de los aminoácidos con carga,

como de los que estén físicamente cercanos, ya que el efecto de esta reorientación no será

exclusivamente de tipo local,

Los resultados de disolución con sales y pH arrojaron que para la completa disolución

de las muestras es necesaria tanto la presencia de fuerza iónica alta (1 13), como de pH

extremo (cercano a 10), La disminución de precipitado solo pudo observarse donde las

condiciones presentaban pH básicos y alta fuerza iónica, La aparición de floculación se dio

en aquellos casos donde por un lado hubo disminución de precipitado, y por el otro no existió

una completa disolución del mismo, sugiriendo que la parcial disolución de los agregados, es

la responsable de la aparición de este fenómeno, quizás por un parcial desdoblamiento de

las cadenas que lleva a una estructura cuaternaria con diferentes características en su

comportamiento de disolución,
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Figura 9.7.4.1 Efecto conjunto de sales y pH. Electroforesis nativa.
Ausencia de SDS. Separación en geles a! 6% de acriiamida. Emulsión
desestabilizada (E.D.) tratada bajo diferentes condiciones; Aislado
disuelto con 0,34 M NaCI (G2,5S)

La figura 9,7,4,1 muestra el perfil electroforéíico en condiciones nativas de las

muestras disueitas 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 NaCI 0,34 M puesto allí como control, Esto

evidencia que aun en ios tratamientos donde no se observó disminución del precipitado sí

existió algún grado de disolución,,

La presencia de la misma banda en todos los casos pone de manifiesto que, al

menos bajo estas condiciones de disolución, la proteína responsable de la capacidad de

formar y estabilizar emulsiones es solo una, de peso molecular aparente mayor a 300 kDa y

con peso moiecular similar a la extraída del aislado con una fuerza iónica de 0,34 M,,
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9.8, Determinación de pesos moleculares.-

Con el fin de determinar el peso molecular de la proteína mayoritaria tanto del aislado

como de la emulsión desestabilizada, se decidió hacer uso de técnicas cromatográficas,, Se

utilizó cromatografía de exclusión molecular, con las variables reportadas en la metodología

de este trabajo,, Se usó esta cromatografía por ser la que mejores resultados arrojó en la

purificación de globulinas en diferentes especies vegetales (22, 46, 87, 89), esta técnica se

basa en que; dependiendo de la geometría del material de que está compuesta la fase

estacionaria, las moléculas pequeñas podrán penetrar el espacio interparticular del gel y por

tanto su migración a lo largo de la columna será retardada, El grado de este^retárctarnteríto

será dependiente del tiempo de residencia de la molécula en el espacio interparticular, y es

inversamente proporciona! al tamaño de la molécula, Si una molécula es lo suficientemente

grande como para entrar en el espacio interparticular entonces su migración no será

retardada por la fase estacionaría,, El perfil de elución de una proteína dependerá no sólo de

tamaño molecular, sino también de su forma

350

Fracc, 0,0625ml/1 minuto

Figura 9.8 1 Determinación de pesos moleculares Perfil cromatográfico. Aislado disuelto con
0.34 M NaCl, pH 6.78. Fase móvil tris 0.02M +NaCI 0,3 M, pH 7,8, Columna Superdex 200. Muestra
inyectada 0 5 mL, La muestra se inyectó sin diluir con la fase móvil. Todas las muestras se
centrifugaron a 10,000 rpm por 1 min. Las fracciones recolectadas fueron de 0.0625 mUmin.
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La figura 9,8,1 muestra el perfil cromatografía) del aislado disuelto con fuerza iónica

de 0,34 y pH 6,74, donde se puede observar la presencia mayoritaria de un solo pico de peso

molecular 350 kDa La caracterización electroforética de la fracción correspondiente, extraída

de ia cromatografía mostró, como puede observarse en la figura 9,8,2 que en condiciones

nativas era mayoritaria, la presencia de una única banda de peso molecular aparente mayor

a 300 kDa,, El perfil bajo condiciones desnaturalizantes mostró la disociación de esta banda

en otras de pesos: 200, 60, 30, 20 y menor a 14 kDa, Estos resultados refuerzan la

propuesta de disociación y reasociación del muitímero de 350 kDa como dependiente del pH

y fuerza iónica del sistema,,
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Figura 9 8.2 Determinación de pesos moleculares, SDS-PAGE y electroforesis nativa Fracciones
recuperadas después de la cromatografía por filtración en gel Separación en geles al 10% de
acñlamida Picos de diferentes cromatogramas

Para concluir este trabajo se realizó la comparación de los perfiles electroforéticos

entre las proteínas de la emulsión desestabilizada, respecto al aislado disuelto con 0,34 M de

NaCl y de las fracciones extraídas de la cromatografía de exclusión molecular, La figura



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 única que aparece, mientras que por su lado, en condiciones no reductoras el

triplete de 50-60 kDa y el de 30-35 kDa serán ios únicos que se observan,
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Figura 983, A) Electroforesis nativa (separación en geles al 10% de
acrilamida) y B) en ausencia de fl-mercaptoetanol (separación en geles ai 6%
de acrilamida),, Muestras: aislado disuelto con 0,34 M de NaCI; emulsión
desestabilizada (E.D,,);' emulsión desestabilizada disuelta con 2 veces su
volumen de NaCI 1,7 M, pH 10.7 (E.D E); fracciones extraídas de la
cromatografía de exclusión molecular concentradas por liofilización

Estos resultados, con mucha certeza indican que ia proteína responsable de la

formación y estabilización de emulsiones es única y que puede ser extraída del aislado de

ajonjolí mediante disoluciones con NaCI 0,34 M y por último, que es la misma que se extrajo

por cromatografía de exclusión molecular como la proteína mayoritaria cuando el pH del

sistema era cercano a 7,0,, Estos resultados concuerdan con la proteína 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 proteína, por lo que podemos

considerarla como un aislado proteínico,

2., El aislado presentó un comportamiento de disolución común para muestras

proteínicas donde, a! ser disueito en el rango de pH de 2 a 12, presentó una mínima

disolución entre valores de 6 y 7 y una máxima disolución en los extremos ácidos y básicos,,

3. En presencia de condiciones desnaturalizantes se observó la presencia de dos

tripletes (50-60, 30-35 kDa) y un doblete (20-25 kDa) en todos los valores de pH, aunque con

baja intensidad en pH de 6-7, y con mayor intensidad en los mismos valores de pH donde

ocurre la máxima disolución del aislado, En ausencia de un agente reductor y para los

mismos valores de pH se observó una drástica disminución de los grupos de 20-25 y 30-35

kDa, así 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 observó la presencia en gran intensidad de una banda de peso molecular de 14 kDa,

así como otras dos de pesos 9 y 4 kDa, Estas dos últimas no se observaron en condiciones

no-reductoras, al mismo tiempo que ia intensidad de ia 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 presentó una completa

incorporación de aceite, dando lugar a la formación de emulsiones aceite-agua; esta

propiedad se mantuvo, aún después de que la emulsión fuese desestabilizada mediante el

90



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 proteína) antes de su desestabilización, y manteniendo bajo

esas condiciones, la presencia de 98 55% de emulsión después de su desestabilización,,

Bajo estas condiciones se obtuvo una relación mayor a 12, para el cociente volumen de

emulsión formada y desestabilizada, por peso de proteína inicialmente adicionada,

7, Conforme se incrementaba en el sistema (emulsión aceite-agua) tanto la

cantidad de aceite como la de proteína adicionada, pudo observarse un incremento el la

relación de emulsión formada, al tiempo que tanto la fase acuosa como el precipitado

disminuían De aquí se concluye que en la formación y estabilización de emulsiones aceite-

agua participan tanto las proteínas solubles como las insolubles del aislado de ajonjolí,

8. Los análisis electroforéticos sobre la proteína extraída de la emulsión mostraron

que es mayoritariamente una y con un peso molecular superior a 300 kDa, La solubilidad de

la proteína se vio favorecida por la adición de sales al sistema, sin embargo para la completa

disolución de la proteína se requirió tanto de fuerza iónica alta como de pH extremo,

9., La emulsión desestabilizada bajo condiciones no-reductoras mostró 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 formación de la proteína nativa (350 kDa), extraída

de la emulsión desestabilizada, participan estas subunidades a través de uniones débiles,

10. La disminución en la intensidad de la banda de alto peso molecular (350 kDa)

en presencia de un agente reductor permite concluir que en su formación participan enlaces

dísulfuro, Así también, la aparición de un triplete de bandas de pesos 30-35 kDa y de un

doblete de 20-25 kDa, así como de bandas de peso molecular 64 y 29 kDa, sugiere que

éstas también participan en la formación de la de 350 kDa, a través de enlaces disuifuro y

muy probablemente mediante la formación de intermediarios,, La disminución en la intensidad

del grupo de 50-60 kDa bajo estas condiciones, sugiere que éste pudiese ser el principal

intermediario en la formación de la de 350 kDa,

11. Los ensayos utilizando tanto distintos disolventes como diferentes intensidades

de fuerza iónica y centrifuga no permitieron la separación de los grupos proteínicos
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principales (20-25, 30-35 y 50-60 kDa), Sin embargo en todos ellos se confirmó que en

condiciones desnaturalizantes era mayoritaria la presencia del 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 eíectroforesis en presencia de SDS en los que se

probaron diferentes disolventes, pH y/o fuerza iónica, así como donde se usaron distintas

intensidades de fuerza centrifuga mostraron la presencia de bandas de proteína por debajo

de los 14 kDa, Esta no desapareció tras ensayos de ultrafiltración con límite de exclusión

superior a ese valor, y apareció tanto en el retenido como en el sobrenadante, La

electoelución del triplete de peso molecular 50-60 kDa también mostró proteína por debajo

de los 14 kDa, Ninguno de los ensayos en ausencia del detergente SDS de las diferentes

muestras, mostró proteína por debajo de los 14 kDa,,

13. Los distintos ensayos en ausencia de un agente reductor mostraron la 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 de! detergente

SDS y a diferentes tiempos de contacto mostraron que ia banda única observada en peso

superior a los 300 kDa se disocia en bandas de 200, 100, 70 y 51 kDa como consecuencia

de la exposición al detergente, Esto demuestra que la existencia de estas bandas está

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

15,, El patrón de bandeo en los diferentes ensayos sugiere un comportamiento de

asociación y disociación de proteínas, que incide en la aparición y desaparición de bandas

de diferentes pesos moleculares La proteína cuyo peso molecular en forma nativa es de

350 kDa, presenta un comportamiento de disociación-asociación que está directamente

influenciado por el pH, fuerza iónica, fuerzas físicas y por la presencia de algunos agentes

químicos, La figura 10.1 muestra un modelo propuesto por nosotros donde se visualiza la

composición de las distintas subunidades formadoras de esta proteína, en función de la

presencia de detergente y agente reductor,
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300-350

250
200-220

150
100-120

70-76

50-60 • 60-66

43-46

28-29
20-25 • 20-26-

Nativo
Detergente (-)
Reductor (-}

no-reductor
Detergente (+)

Reductor (-)

Desnaturalizante no-desnaturalizante
Detergente (+) Detergente (-)
Reductor (+) Reductor (+)

Figura 10,1, Modelo propuesto para la disociación-reasociación de la proteína mayoritaria del aislado de
ajonjolí bajo estudio.

16. El perfil cromatográfico del aislado disuelto con fuerza iónica de 0.34 y pH

cercano a 7 mostró la presencia mayoritaria de un solo pico con peso moiecular de 350 kDa,,

La eiectroforesis nativa de las fracciones recuperadas de la cromatografía mostró una banda

única de peso molecular mayor a 300 kDa,, El SDS-PAGE de las mismas fracciones

demostró la disociación 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

cromatografía comparados contra los de la emulsión desestabilizada, la emulsión

desestabilizada completamente disuelta con elevada fuerza iónica y pH, así como del aislado

disuelto también con fuerza iónica elevada, En condiciones nativas se confirmo en todos los

casos ia aparición de una banda única, de peso molecular superior a 300 kDa, mientras que

en condiciones no-reductoras se presentó mayo rita riamente el triplete de 50-60 kDa,

18. Se sabe que la fracción globulina de amaranto adopta el estado de menor energía

libre cuando es absorbida en ia interfase aceite-agua de la gota, produciendo así una

emulsión más estable y disminuyendo a su vez la proporción de coalescencia generada; por
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otra parte se reporta que la alta capacidad para formar emulsiones en la globulina 11S de

soya se verá afectada por la formación de agregados de alto peso molecular que impiden la

correcta orientación de sus residuos hidrofóbicos en la fase oleosa de la gota (20, 46, 91,92);

por io que era de esperarse que también la globulina 11S de ajonjolí adoptase el estado más

estable termodinámicamente, es decir, formando un múltimero y que éste no fuese de muy

elevado peso molecular,

94



11.0 Perspectivas.-

Tanto el multímero como las formas agregadas de la globulina 11S de ajonjolí estarán

estabilizadas principalmente por interacciones de tipo no covalente, mismas que pensamos

son básicamente de tipo electrostáticas e hidrofóbicas, Probablemente el mecanismo

primario de agregación de estas proteínas suceda entre sus residuos cargados, en particular

sus residuos básicos (7, 8, 35, 36, 57, 97),,

Como ya se mencionó, en la formación del multímero participan enlaces disulfuro,

quizás producto de reacciones de intercambio (10,36, 57),,

Un conocimiento mas completo de las formas asociadas a las diferentes condiciones

de pH y fuerza iónica permitirá probablemente un mejor discernimiento sobre el tipo de

fuerzas que estabilizan estas estructuras, generándose al mismo tiempo el conocimiento

para manipular esta proteína con fines nutricionales y funcionales,

Estudios actuales indican presencia de casos de respuesta alérgica atribuida al

consumo de ajonjolí descascarillado (44, 66, 67), Estos estudios presentan inconsistencias

sobre la(s) proteína(s) responsables de esta respuesta, sin embargo todo indica que se trata

de esta misma proteína en alguno(s) de sus estados de asociación-disociación 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 producción de semilla

de ajonjolí fue de 26 mil Ton; considerando que aproximadamente el 25% de la composición

de la semilla corresponde a proteína, se produjo anualmente un promedio de 6 5 mil Ton de

proteína de esta semilla, de la cual se halla reportado que en promedio, la globulina 11S

representa el 65% de la proteína total, por lo que esto significa una producción promedio

anual de 4,225 mil Ton de globulina 11S de ajonjolí, Por su parte la producción de esta

semilla a nivel mundial, durante el mismo período fue de 2,573 mil Ton lo que representó un

promedio anual de producción de globulina 11Sde418 mil Ton, En México en el año 2001, la

producción anual de esta semilla se incrementó en 57%; estos números por si mismos
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indican la conveniencia de incrementar la caracterización y el estudio de esta proteína, con el

fin de promover una mayor explotación de la misma,

Debido a que las proteínas de reserva se hallan bastante conservadas en diferentes

ieguminosas, así como al elevado consumo de estas semillas a lo largo del hemisferio; es de

relevante importancia una mayor comprensión sobre sus propiedades funcionales,

bioquímicas y nutrimentales,
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13.0 Anexos.-

Anexo I.-

Cuadro anexo I- Composición porcentual de los
residuos aminoácidos según lo reportado como
los requerimientos diarios de los mismos, para
adultos sanos por la FAO/WHO/OMS (22)

Lisina
Treonina

Valina
Isoleucina
Leucina

Triptofano
Cisteina

Metionina
(Total azufrados)

Tirosina
Feniialanina

(Total aromáticos)
(Total esenciales)

%
5.8
3.4
3.5
2.8
6.6
1.1
—
—
2.5
—
—
6.3
32.0

Anexo II.

Curva patrón Lowry soluble (Microgramos/ ml_)

0 60

0 50

0.40

0 30 .

y = 0,,00509x + 0,04077
R2 = 0,9936

10 20 30 40 50 60 70

Microgramos/mL
80 90 100

Figura anexo HA. Curva patrón de albúmina sérica bovina para la técnica de l¿owry~SDS (68),
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0.5

04

03

0.2

01

0

Curva patrón Lowry insoluble (Microgramos/ mL)

y = 0.0407X + 0 0358

R2 = 0.9877

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Microgramos/ mL

Figura anexo ¡IB,, Curva patrón de caseína para la técnica de Lowry-SDS (68), modificada para
muestras insolubles (28),

Anexo

Cuadro anexo III Comportamiento de solubilidad del aislado al variarse el pH
entre 2 y 12. Se reporta el % de proteína soluble, La curva patrón se realizó con
albúmina sérica bovina.

pH

2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12

mg /mL proteina
soluble

8.66
9.29
6.93
2.85
1.36
0.77
1.35
4.37
7.35
13.17
12.76

Disolución ("•:.)

86.59
92.87
69.28
28.47
13.60
7.71
13.47
43.66
73.52
131.72
127.60

Protcina Soluble (%)
(y Protcina Soluble/

100 cj Aislarlo protoinico)

68.16
73.11
54.54
22.41
10.71
6.07
10.60
34.37
57.88
103.69
100.44
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Anexo IV.-

Cuadro anexo IV, Estabilidad de emulsión 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 proteína. Se mantuvo el
volumen de aceite inicialmente adicionado,
constante y en 25% v/v.

Proteína (%)

0.1
0.5
1.0
5.0

Estabilidad de
Emulsión (%)

72.78
100
100
100

Anexo V.-

En este anexo se presentan las dos secuencias aminoácidas reportadas para albúmina 2S

de ajonjolí (Sesamum indicum):

1.-TaiS.S., etal. 1999.-

Definición: 2S albumin precursor [Sesamum indicum],
Número de acceso: AAD42943
Autores: Tai,3,3,, Wu,LS,, Chen.E.C, and Tzen.JT,
Titulo del articulo: Molecular cloning of 11S globulin and 2S albumin, the two major

seed storage proteins in sesame
Revista: J,, Agrie, Food Chem, 47 (12), 4932-4938 (1999)

1 marftivlav Ifaaalvsas ahktvvttsv aeegeeenqr gcewesrqcq
mrhcmqwmrs

61 mrgqyeesfl rsaeanqgqf ehfreccnel rdvkshcrce alrcmmrqmq
qeygmeqemq

121 qmqqmmqylp rmcgmsypte crmrpifa

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

Pastorelio 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 aliergen of sesame seeds (Sesamum indicum) is a 2S aíbumin,
J. Chromat B,, 756: 85-93

psqqd ardiprrcnmrpqqcaf cnmrpqq

106


