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1. RESUMEN

El gluten de malz es un subproducto de la Industria almidonera que se genera
en la molienda humeda del maiz, durante la produccion de almidén y aceite. El
alto nivel de proteina del gluten (50-70%) y su disponibilidad en el mercado lo
cofvierten en una interesante materia prima para la produccién de aditivos
alimentarios con una funcionalidad atractiva. Aplicado a los ingredientes de los
alimentos, el término funcionalidad se define como cualguier propiedad distinta
de fas nutritivas, que condicione su utilidad en los mismos. La mayor parte de las
propiedades funcionales afectan a las caracteristicas sensoriales de los
alimentos, especialmente a la textura, aunque también pueden desempenfar un
papel muy importante en su comporiamiento fisico, o en el de sus ingredientes
durante la preparacion, procesado o almacenamiento (Acton, 1983; Fox,1982;
Graham, 1977, Kinsella, 1982 ). La modificacidn quimica y enzimatica de las
proteinas es una practica recurrente cuya finalidad es mejorar las propiedades
funcionales. Se sabe que la desamidacion de los residuos de asparagina y
glutamina aumenta la carga de las proteinas haciendo que se modifique su
estructura y por consiguiente sus propiedades funcionales (Vodjani, 1992). En
este trabajo se disefiaron las condiciones para la obtencidn de un aislado
_ proteinico atractivo para la industria a partir del gluten de maiz. Se eligi6 una
extraccién etandlica a 45°C/90 min, para minimizar los gastes de tiempo y
energia en comparacién con el resto de las condiciones analizadas. Las
proteinas encontradas en el aislado fueron: las a zelnas de 19 y 22 kDa, con sus
correspondientes dimero (44kDa) y trimero (66 kDa), las y zeinas de 50 y 26
kDa, la B zefna de 18 kDa y la globulina de 31 kDa. Las condiciones ensayadas
en este trabajo permitieron extraer la mayor parte de las proteinas presentes en
el gluten de maiz con un rendimiento de extraccién dei 80%, gracias a las
caracteristicas de las proteinas presentes en el aislado (zeinas), que son
altamente hidrofébicas, lo que se tradujo en una importante concentracién. Con
el fratamiento acido se obtuvieron grades de desamidacién mayores al elevar la




Resumen

temperatura de 80 a 90°C. La utilizacién de un medio etandlico al 70% permitio
obtener grados de desamidacidn muy elevados en comparacién con los
reportados, {Flores 1997} cuando el proceso se realiza en medic acuoso. Con el
aislado protsinico desamidado por periodos de 1 a 3 horas a 80°C se logrd una
estabilidad de las emulsiones preparadas del 100%, utilizando en ellas
concentraciones del 0.1% de proteina. Por ofra parte se logré que al incrementar
la temperatura de desamidacién a 80°C, la protelna sufriera una mayor
desnaturalizacidn, lo que permitié estabilizar méas facilmente las fases de aceite
y agua en la emulsion.




2. INTRODUCCION

2.1 Genenalidades del maiz
El Maiz:

Su nombre cientifico es Zea mays, que proviene del taino “mahis”. Posee
numerosas variedades e hibridos; se culliva intensamente en todos los
continentes bajo diferentes condiciones climéticas (Sema S., 1996). Es una pianta
de la familia de las gramineas, con el tallo grueso, de uno & tres melros de altura,
segin las especies, sus hojas son largas, pianas y puntiagudas; las flores
masculinas se encuentran en racimos terminales y las femeninas en espigas
axilares resguardadas por una vaina (Fig.1). Es indigena de la América tropical, se
cultiva en Ewropa, y produce unas Mazorcas con granos gruesos y amarillos muy
nutritivos.

FImmi.Maza’casdanulz(Eudeh, 2000)

Era el alimento basico de las culturas americanas muchos sigios antes de que los
europeos Regaran al Nuevo Mundo, que es su centro de origen, por o tanto se
considera mesoamericano. Existen hallazgos arguecidgicos y palecboténicos de
que, en el valle de Tehuacén, al sur de México, ya se cultivaba maiz hace
aproximadamente 4,600 aflos. En tiempos precolombinos su extension abarcaba
desde Chile al Canadé oriental. Muchas de ias variedades principales exdstian
entonces, y merecian el respeto religioso de verios pueblos. Con el
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descubrimiento de América fue introgucido en los palses mediterraneos, donde se
difundié rapidamente.

El maliz que se utiliza preferentemente en la industria almidonera es el maiz
amarillo, porque se trata de una variedad muy homogénea y que tiene una
composicion que ha siklo seleccionada precisamente para cumplir con los
requerimientos de [a industria. En México se siembran y se utilizan mas
frecuentemente las variedades criollas y mejoradas del maiz blanco, y se produce
malz amarillo, pero son justamente las variedades amarillas tas que constituyen
las importaciones del TLCAN. Aproximadamente 65% del area cultivada a nivel
global con cereales se destind al maiz. Ademés, se calcula que mas del 50% de la
produccién total global a nivel mundial es de maiz. En México se siembra como
cuitivo de subsistencia por campesinos y pequefios agricultores. Esto se ve
reflejado en un rendimiento promedio de solamente 2.3 Ton/ha (FAO, 1994).

En el caso especifico del malz existen numeroscs tipos con diferentes usos
industriales: existen granos con textura mas vitrea para las industrias molineras y
fabricacién de botanas, mafces con mejor calidad proteinica o nutricional y los
malces desarrollados para abastecer a la industria refinadora de almidén.

Actualmente se tienen registros que indican que el uso del maiz se ha extendido
moderadamente por casi todo el mundo y ha adquirido una importancia
fundamental en la economia agricola de paises de los cinco continentes, a ralz de
la obtencion de nuevos hibridos, de la seleccion de variedades de maximo
rendimiento y de la apertura de zonas de terreno, que hasta entonces habian
permanecido al margen de la explotacion agricola. Cerca del 66% de la cosecha
global del maiz se usa para la alimentacién de ganado, 20% es consumido
directamente por humanos, 8% es usado en procesos industriales de alimentos y
productos no alimenticios y el 6% se usa como semilla y desecho entre las
naciones en vias de desarollo (DGPA, 2001).
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Los Estados Unidos, la RepGblica China y Brasil preducen juntos el 73% del total
global, 456.2 millones de toneladas. México, el cuarto productor a nivel mundial
produce aproximadamente 19 millones de toneladas de grano anualmente en 6.5
millones de hectareas (3% de la preduccion mundial, en un 5% de la tierra
destinada a la produccién de malz a nivel mundial). Aproximadamente en México
el 70% se utiliza para consumo humano y el resto para la industria. Actualmente
se ha incrementado el consumo de malz para forraje, teniendo un incremento en
México del 4% anual (DGPA, 2001).

2.2 Composicién del maiz.

El maiz es un cereal de alta importancia energética debido a su elevado contenido
en hidrates de carbono, y también por su aporte de grasas y proteinas, asi como

vitaminas y minerales diversos.

Hidratos de carbono. Estan constituidos por azlcares vy almidén,
fundamentalmente. Conforme el granc madura, aumenta su contenido en almidén.
Se frata de hidratos de carbono facilmente digeribles y asimilables. El almidén se
encuentra presente en forma de granulos intracelulares compactos y su tamafio
varia de 5-25um en el caso del maiz. El almidon esta formado por dos fracciones:
amilosa y amilopectina. La amilesa es una cadena lineal formada por mondmeros
de glucosa unidos entre sl por enlaces o,14 glucosidicos. Su masa molecular
alcanza los 20 000 kDa. El aimidoén de maiz generalmente contiene 25% de esta
fraccion. En la amilopectina, las unidades de glucosa estan igualmente unidas por
enlaces «o,1-4 glucosidicos, pero la molécula estd ramificada y las cadenas
laterales estan unidas por enlaces «,1-6 glucosidicos, la masa molecular de la
amilopectina varia entre 200,000 kDa y un millén, el malz contiene en promedio un
75% de esta fraccion (Whistler, 1967 y Wurzburg, 1968).

Lipidos o Grasas. El malz destaca por ser un cereal rico en grasas, sobre todo
poliinsaturadas (4cido oleico y linoleico principalmente), asi como triacilgliceroles,
una mono capa de fosfolipidos que comunmente se denominan oleosinas; el
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grano de maiz también contiene acidos grasos libres (Jasdn, 1992). Contiene el
doble de grasa que el rigo y la cebada, aunque no tanta como la avena.

Fibra. El maiz es una buena fuente de fibra de ambos tipos, soluble e insoluble
por lo que se aconseja su consumo en caso de estrefiimiento, cuando se tienen
niveles elevados de colesterol y triglicéridos en sangre.

Vitaminas. El maiz es una buena fuente de vitaminas del grupo B, asi como de
beta caroteno, xantofilas y zeaxantina, precursores de la vitamina A, scbre todo en
las variedades amarillas de donde se abtiene generaimente al gluten. El maiz es el
unico cereal que aporta beta caroteno. Ademas contiene cantidades moderadas
de vitamina C y niacina (una vitamina del grupc B), pero ésta no puede ser
asimilada como tal por el organismo y es necesario un tratamiento alcalino previo
antes de que sea consumido.

Minerales. Aporta cantidades interesantes de potasio, fosforo, magnesio,

manganeso y hierro, aunque es pobre en calcio.

Proteinas y Aminoacidos. El grano de malz presenta los cuatro grupos de
proteinas que normalmente se hallan en los cereales (Tabla 1). La fraccién méas
abundante en el grano es la de las prolaminas o zeinas (Wilson, 1983).

oteinica de maiz { g/ 100 g de proteinas totales)

2 getc HP &

40 20 550 390
Fuente: Badui, 1996.
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La mayor parte de las proteinas del malz se encuentran en el endospermo en
cuerpos proteinicos que rodean a los granulos de aimidén (Fig.2).

Figurn?_ca'bbngitudnaldeunmdomlzmymnmd 1987)




Introduccion

En cuanto a su composicion de aminoacidos (Tabla 2), aungue contiene casi todos
los aminoacidos indispensables, como todos los cereales, es deficiente en lisina y
en triptofano, un aminoacido capaz de transformarse en niacina en el organismo.
Contiene niveles bajos de arginina e histidina, indispensables para nifios, lo que
lleva a considerar a las proteinas del maiz como de baja calidad nutrimental. Una
de sus caracteristicas es que presenta un elevado contenido de 4cido glutdmico y
acido aspartico, los cuales son sensibles a cambios en su estructura bajo
condiciones Aacidas o basicas, que resultan en cambios importantes de sus

propiedades funcicnales (Badui, 1996).
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Tabla 2. Composicién de aminoacidos de las proteinas del maiz

Fuente: Badui, 1996
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2.3 Glutan de maiz.

2.3.1 Definicién.

E! gluten de maiz es un subproducto importante de la Industria almidonera que
se genera en la molienda himeda del maiz, durante la produccién de almidon y
aceite y que se encuentra disponible en el mercado. El alto nivel de proteina del
gluten (50-70%) lo convierte en una materia prima interesante para la produccion
de aditivos alimentarios.

2.3.2 Produccion.

El valor (en miles de pesos) de la produccion de gluten de maiz en nuestro pais
se ha incrementado nueve veces en un periode de 10 afios (Fig. 3), lo que
permite considerarlo como una opcién interesante para utilizarlo en otras
formas atractivas para la industria alimentaria.

10



Figura 3. Produccion de ghuten de maiz en México (de 1994 a Junio del 2004).
Fuente: INEG). Encuesta industrial Mensusd.

2.3.3 Obtencion del gluten de maiz.

El grano de malz se separa en germen, fibra, proteina y almidon mediante la
molienda himeda (Fig. 4). La separacidn se faciita sometiendo al grano a un
remojo con bisulfito de sodio y #cido actico, o que suaviza al grano y ayuda a
remover el germen vy la fibra. Esto ademés rompe puentes disulfuro entre las
proteinas para disgregar la matriz proteinica que se encuentra en el endospermo
y Taciita la separacion del almidon y los componentes proteinicos insolubles
(Wall y Paulis, 1978).

Branojonndiﬁcahsmnto(msddaﬂoqunmdasuaﬂadonaﬂvonndimts
la reduccion de los residuos de cistina para formar cisteinas y derivados
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sulfonados (R-S-S03) de la cisteina (Wall y Paulis, 1978). Los puentes
disulfuro que se encuentran en la matriz proteinica del endospermo pueden
convertirse en derivados sulfonados de cisteina. Los residuos de cisteina recién
formados pueden ser oxidados por el aire para producir nuevos disulfuros
(James of al., 1969).

La mayor parte de la produccion del gluten de malz se destina a alimentacion
animal, principalmente a la avicultura debido a su alte contenido de xantofilas,
proteina y su bajo contenido de fibra.

Las proteinas del gluten de maiz no poseen una funcionalidad considerable si se
comparan con otras proteinas comerciales como las de soya o las de la leche;
esto se relaciona con su baja solubilidad en sistemas acuosos y a las
condiciones de pH y fuerza ionica que prevalecen en los sistemas alimentarios.

12
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Malz

de sodio y acido Iactico)

Solucién de remojo (Bisulfito . J
Lim

eza

Remojo a 60°C,48h

E > Sdlidos de remoja

Enjuague

Molido del gl'ano grueso

Tamizado de material

I > Gemen
Molido fino
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| —> Fib
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Separacién por gravedad
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Sedimentacion / Cent‘rfuad‘bn

Gluten Uniones almiddn-Gluten Agua de Lavado

Figura 4. Obtencitn del gluten de maiz y de los deméas componentes del grano
por el método de molienda hiimeda (Gomez et al., 1992).
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En el grupo de trabajo del Laboratorio 312 del Departamento de Alimentos y
Biotecnologia de la Facultad de Quimica, se trabaja en el estudio de las
proteinas del maiz. (Flores, 1997) demostré que las protelnas del giuten de malz
poseen baja funcionalidad y solubilidad y que la desamidacién puede mejorar
estas propiedades, los resultados de los estudios previos de gluten incidan que
el componente mayoritario es la proteina (58.23+0.12%) lo que pemite
considerario como una buena fuente de este componente. El contenido de
hidratos de carbono es relativamente alto (25.77+2.1%) debido a remanentes de
almidén durante el proceso de extraccidbn del polisacarido del grano. La baja
humedad del producto (8.20% 0.2%), aunada al pH acido (3.9% 0.01) y un
almacenamiento adecuado, permiten que ef gluten de maiz conserve sus
atributos sin alteraciones. El contenido de cenizas (1.7%) y fibra (0.9%) es bajo
debido a que en el proceso de extraccion se remueve casi por completo el
pericarpio del grano. El contenido de grasa remanente (6.1%) es alio si se
considera que el proceso de extraccién ya se llevé a cabo (Cabra, V., 2002).

Al gluten de maiz se le considera como un concentrado proteinico, ya que se
entiende por concentrado el producto cuya cantidad de proteina sea del 60% al
80%; mientras que un aislado proteinico se define como la porcidn
principalmente proteinica, obtenida de granos limplos, sanos y de alta calidad
por medio de la remocién de los componentes no proteinicos, v que debe
contener aproximadamente un 80% de protelna (%N x 6.25 ) (Cheftel, 1989).

2.3.4 Composicion proteinica del Gluten de Maiz.

Las zeinas son proteinas muy hidrofbicas y se distinguen cuatro tipos
dependiendo de su solubilidad. Son insolubles en agua, pero solubles en agua a
valores de pH mayores de 11, asi como en presencia de detergentes como el
SDS, y altas concentraciones de urea. Son solubles en etanol acuoso y
solventas orgdnicos polares. La compaosicidon dptima para extraer las zeinas
tiene que ver con la relacién de C/O (carbono/oxigeno), en una proporcidn de
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0.7-1.3 para solventes polares alifaticos con un nimero de carbonos de 2 a 4.
(Dejing Fu, Curtis L. Weller and Randy L. Whehling, 1989).

El nombre de gluten se deba a que la fraccién proteinica de otro importante
cereal, el trigo, se denomina asi también. Sin embargo, este (ltimo esta
conformado en su mayorfa por protefnas pertenecientes al grupo de las
glutelinas, cuando en el gluten de maiz el grupo mayoritario lo conforman las
prolaminas y mas especificamente, las zeinas. Debido a su origen, el gluten de
maiz no es alergénico, y la diferencia (con el trigo) radica en la constitucién de
sus proteinas (Tabla 3).

Tabla 3. Composicion Proteinica del Gluten de Malz (Wu, 2001).

El poder alergénico del trigo estd ligado a la permanencia prolongada del
alérgeno en el intestino; el gluten de trigo es poco soluble y su protedlisis por la
pepsina o la tripsina es lenta. Las gliadinas y prolaminas del trigo tienen un peso
molecular de unos 50 kDa, son ricas en écido giutdmico y en prolina, y estan
vinculadas a una hipersensibilidad alimenticia (Moneret-Vautrin, 1983). Este
trastorno, conocido como enfermedad cefiaca, se manifiesta en los niflos desde
el destete. Se caracteriza por diarrea crénica que motiva un adelgazamiento,
seguido de un retraso en el crecimiento y en los huesos, con problemas
psiquicos; y si no se aplica un régimen alimenticio sin gluten surge rapidamente
la muerte. A nivel de la mucosa intestinal se observa una atrofia, ademas de una
desaparicidn de las vellosidades intestinales. Se sabe que la enfermedad cellaca
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es una intolerancia al gluten y mas especificamente a su fraccién proteica, la
gliadina (Marsh M. N. (1992).

La ventaja del gluten de malz sobre el de trige es que no provoca los trastornos
causados por esta enfermedad.

2.4 Proteinas de origen Vegetal y Animal,

Los cereales representan el principal aporte energético y proveen también de
una parte importante del aporte protefnico para la nutricibn humana y animal. La
seleccibn genética y la mejora de las practicas agricolas han aumentado los
rendimientos de cereales y los contenidos en proteina y lisina de los granos de
trigo, maiz, y arroz.

Por otra parte la produccion de proteinas animales (leche, carne, huevo) se ha
beneficiado con la seleccidn de nuevas razas, cen la inseminacién artificial, el
control de enfermedades y mejores practicas de alimentacion. El desarrollo de la
acuicultura, nuevas técnicas de pesca, aumentan la disponibilidad de proteinas
animales més baratas. Sin embargo el rendimientc por hectarea en proteinas
animales es bajo, porque se utilizan de 3 a 20 Kg de proteina vegetal para
producir 1 Kg de proteina animal, que varia segin la especie animal.
Actualmente en las digtas de tipo occidental el consumo de fuentes protelnicas
de origen animal es mayor si se compara con las de grigen vegetal.

2.4.1 Aislados proteinicos de Origen Yegetal

Las técnicas modemas que han confribuido a aumentar la disponibilidad de
proteinas para la alimentacibn humana y animal permiten aprovechar las
leguminosas y otras plantas ricas en proteina. Las semillas de leguminosas
constituyen un importante complemento proteinico de los cereales. La soya es la
leguminosa mas utilizada en este aspecto y marca de alguna manera la

tendencia general para el aislamiento de proteinas. En este procesa las semillas
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de soya se frituran y se tratan con un disolvente orgénico para extraer el aceite,
lo que se realiza a temperaturas moderadas con el fin de conservar las
propiedades funcionales de las proteinas; la harina resultante contiene un 45%
de proteina y para obtener un producto mas rico en proteina existen los métodos
siguientes:

2.4.2 Métodos Generales de Extraccidn

1. Los oligosacaridos y las sales minerales se extraen con agua acidificada, con
una mezcla agua-etanol, resultando un concentrado proteinico con un 65-75%
de proteina.

2. Las proteinas de harina de soya desgrasada pueden solubilizarse en agua en
medio aicalino y, posteriormente, centrifugar para eliminar los polisacaridos
insolubles. Se hace una precipitacion (pH= 4.5) seguida de una centrifugacion y
lavado, eliminando glucésidos solubles y sales. Se seca y se obtiene un aislado
proteinico con 90% de proteina. Los aislados proteinicos son mas caros que los
concentrados protelnicos, tomando como base la materia protelnica, debido a
los tratamientos y productos quimicos suplementarios y porque raramente se
recupera mas del 75% de las proteinas iniciales (Carpenter, K.J.,1973).

Pueden realizarse extracciones y purificaciones de los constituyentes protelinicos
a partir de harinas desgrasadas de otras semillas oleaginosas como el
cacahuate, el algodén, girasol, ajonjoll, colza, etc. Por ejemplo en la preparacion
de concentrados protelnicos de girasol, es necesario impedir la oxidacién de los
polifencles en pigmentos, que se fijaran sobre la proteina. Es técnicamente
posible preparar harinas, concentrados y aislados protelnicos a partir de distintos
granos como por ejemplo granos pobres en aceites como las habas, los
guisantes, garbanzos y algunas otras leguminosas pero en la actualidad, y por
razones econdmicas, la semilla de soya es industriaimente la fuente principal
para estos fines.
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2.4.3 Extraccion de proteinas de malz.

Se han realizado estudios (Shukla et al., 2000) en los cuales se reporta el etanol
al 70% como excelente medio para llevar a cabo la extraccién de proteinas con
caracteristicas hidrofébicas, como son en el caso de las prolaminas del maiz,
que de acuerdo a la clasificacion de Osborne (1914) se solubilizan en soluciones
alcohdlicas, ademas de que si se combinan con temperaturas que varien
alrededor de los 60°C serd alun mejor. De acuerdo a lo anterior Mossé (1981)
realizd estudios cuantitativos con etanol acuoso para obtener !a méxima
solubilidad, y encontré altos valeres a concentraciones de etanol acuoso del
70% (w/w). Con los métodas utilizados por Shukla {2000), se experiments el
extraer la fraccién proteinica del maiz (zeinas) usando etanol al 68% y 70% a
una temperatura de 50°C por tiempos de 30 a 40min, logrando extraer el 50% de
ta fraccion total de zelnas. Por otra parte Mila P. Hojilla-Evangelista y Lawrence
A. Jonson (2003), establecen condiciones de extraccién para las zefnas del
maiz, usando etanol al 70% y temperaturas de 55°C y 60°C con agitacidn en
bafios de agua a 125 rpm por periodos de 90 min extrayendo hasta un 65% de la
fraccidn de zeinas.

Los métodos reportados antericrmente se basan en el hecho de que la mayor
fraccion proteinica presente en el maiz corresponde a las zelnas, para las
cuales se han enconfrado multiples usocs como peliculas y formas plasticas, para
su produccion a nivel industrial, pero se menciona poco sobre usos alimentarios.
Se debe tener presente que las zelnas estan en un porcentaje del 55% en el
maiz, las glutelinas constituyen el 39%, las afbiminas el 4% y las globulinas solo
el 2% (Badui, 1996).
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2.5 Funcionalidad de Proteinas.

Aplicado a los ingredientes de los alimentos, el términa funcionalidad, se define
comao cualquier propiedad, distinta de las nutritivas, que condicions su utilidad en
los mismos. La mayor parte de las propiedades funcionales afectan a las
caracteristicas sensoriales de los alimentos, especialmente a la textura, aunque
también pueden jugar un papel muy importante en su comportamiento fisico, o
en el de sus ingredientes durante la preparacidn, procesado o almacenamiento
Mossé (1961).

Las propiedades funcionales de las proteinas son aquellas propiedades
fisicoquimicas que les permiten contribuir a que los alimentos exhiban
caracteristicas deseables. Las propiedades funcionales de las proteinas se
pueden clasificar en tres grandes grupos (Osborne, 1914):

(a) propiedades de hidratacién (dependientes de las interacciones proteina-
agua), tales como absorcién y retencidn de agua, humectabilidad,
hinchamiento, adhesién, solubilidad y viscosidad. Con frecuencia se les
hace referencia con el términe de propiedades hidrodinamicas.

(b) propiedades relacionadas con las interacciones proteina-proteina como
son precipitacion y formacién de geles.

(c) propiedades de superficie, tales como tension superficial, emulsificacion y
caracteristicas de espumado.

Como la prediccion de las propiedades funcionales de las proteinas a partir de
sus caracteristicas estructurales resuita con frecusncia erronea, se hace
necesaria su determinacién experimental.
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Todas estas propiedades son aprovechadas en la elaboracion de los alimentos
(Tabla 4).

Tabla 4. Propiedades funcionales de las proteinas necesarias en alimentos.

" Bebidas Solubilidad a diferentes valores de pH estabilidad al
calentamnento mcoddad

Fom\acabn de una matriz y una pellcula con

Productos de propiedades viscoelésticas, formacion de geles,
panaderia absorcién de agua, smulsificacién, espumado y
oscureciiento.

Sucedéneos de Formaclén espuma formacnén de gel '
huevo

Recubrimiriio o Cohesnbn adhesu‘)n o |

Fuente: Badui, ”

2.5.1 Propledades de Hidratacién

La conformaci6n de una proteina en solucién depende fundamentaimente de sus
interacciones con el agua. La mayoria de los alimentos son sistemas sélidos
hidratados y el comportamiento fisicoquimico y reolégico de las proteinas y los
demas constituyentes del alimento esta influenciado también, por su actividad
acuosa (Hutton, C.W. et A.M. Campbell,1981).
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Ademas diversos factores ambientales tales como la concentracion, pH,
temperatura, tiempo, fuerza i6nica y presencia de otros constituyentes afectan a
las fuerzas que intervienen entre las interacciones proteina- proteina, y proteina-
agua (Chou, D.H. et C.V. Mo, 1979; y Kinsella, J.E., 1976). La mayoria de las
propiedades funcionales vienen determinadas por el equilibrio entre estas
fuerzas.

Absorcion de agua

La absorcion y retencién de agua por los ingredientes proteinicos tienen un
papel fundamental en la calidad y textura de diversos alimentos. La imbibicidn
del agua sin disolucién de la protelna conduce a una hinchazdn (expansién), y
le confiere propiedades tales como consistencia, espesamiento, viscosidad y
adherencia.

Solubilidad

Las caracteristicas de solubilidad son muy dGtiles para poder determinar las
condiciones de extraccion y purificacién de las proteinas a partir de las fuerzas
naturales que originalmente las estabilizan en el grano, asi como para la
separacién de fracciones protelinicas. La solubilidad también da una buena
referencia para la aplicacion potencial de las protelnas (Kinsella, J.E., 1976). La
solubilidad facilita la difusiébn de la proteina en las interfases airefagua y
aceitefagua, mejorando asi su actividad superficial. La solubilidad de la mayoria
de las protelnas generalmente se reduce de forma imeversible durante el
calentamiento. Aun los tratamientos mas suaves, como los utilizados para la
extraccién y puriﬁcaci6n de proteinas pueden provocar cierto grado de
desnaturalizacién y de insolubilidad.

Viscosidad
La viscosidad y la consistencia son propiedades funcionales importantes en los
sistemas proteinicos de los alimentos liquidos y cremas, asi como de
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importancia practica para conocer las propiedades de viscosidad de las
dispersicnes proteinicas.

La viscosidad refleja la resistencia de un material a fluir; viene expresada por el
coeficiente de viscosidad (p) que es la relacion entra la fuerza de corte o
cizallamiento y la velocidad relativa de corte o cizallamiento.

Las variaciones de pH, temperatura, fuerza idnica, asi como la adicidn de iones
calcio, agentes oxidantes o reactivos que presuponen la ruptura de enlaces
hidrégeno o disulfuro, pueden modificar profundamente la viscosidad de las
soluciones o dispersiones proteinicas. Estas modificaciones dependen del tipo
de proteina. En medio alcalino la viscosidad de la mayoria de las protelnas

aumenta.
2.5.2 Propiedades relacionadas con las interacciones proteina-proteina

Gelificacién

Se denomina gelificacion al fenémeno que ocurre cuando las moléculas
desnaturalizadas se agregan para formar una red protelnica crdenada
(Hermansson, 1979; Schmidt, 1979). La gelificacion es un proceso complejo que
lieva consigo, en primer lugar un desdoblamiento o desnaturatizacion de las
proteinas, para después favorecer la interaccion proteina-proteina que da origen
a la estructura tridimensional mas ordenada en la que quedan retenidos el agua,
los glébulos de grasa, las sales y otras sustancias de bajo peso malecular
(Schmidt, 1981). Por estas razones, la dureza del gel depende de la intensidad
de las fuerzas que constituyen dicha estructura y esté en funcion del pH, de la
concentracién del polimero, de la temperatura, de la fuerza idnica, del grado de
desnaturalizacion, etc. (Gosset, 1984; Hickson, 1980; Hillier, 1980).

La gelificacion es una propiedad funcional muy importante de algunas proteinas,
ya que juega un papel fundamental en la preparacién de numerosos alimentos.
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La gelificaciébn de las proteinas se utiliza no sélo para formar geles
viscoelasticos, sino también para mejorar la absorcion de agua, los efeclos
espesantes, la fijacion de particulas {adhesion) y para estabilizar emulsiones y
espumas (Fennema, 1993).

2.5.3 Propiedades de superficle

Las emulsiones son dispersiones de dos liquidos inmiscibles, uno de los cuales
se encuentra bajo la forma de pequenas gotitas dispersas en el otro liquido que
constituye la fase continua (Cheftel 1989). Dado que muchos alimentos son
emulsiones, las protelnas juegan un papel fundamental en la estabilizacion de
estos sistemas. Las emulsiones de los alimentos son del tipo aceite en agua
(o/w) o bien agua en aceite (w/0); el término agua se refiere a un liquido polar, y
el término aceite se refiere a un liguido hidréfobo. Algunas emulsiones también
pueden tener burbujas de gas y/o sélidos dispersos. La formacién de pequefias
gotas emulsionadas va correlacionada con la creacidbn de una superficie
interfacial importante entre las dos fases liquidas no miscibles. Esta superficie
entre fases aumenta exponencialmente cuando el didmetro de las gotitas
disminuye (para una misma masa de la fase dispersa), y puede alcanzar 1m%ml
de emulsién.

Considerando que todo liquido, tomandolo separadamente, tiende a reducir al
méximo su superficie en contacto con el aire o con otro liquido no miscible, 1a
creacién de una superficie interfacial importante exige un aporte de energia.
Para suministrar dicha energla se utilizan mezcladoras réapidas,
homogenizadores, o sistemas de ultrasonido. Para formar una emu!sién estable
las proteinas se adsorben en la interfase de las pequefias gotas de aceite que
constituyen la fase dispersa. La disolucion acuosa es entonces la fase continua y
las proteinas contribuyen a las propiedades fisicas y reolbgicas que determinan
la resistencia a la coalescencia (Cante, 1879). De acuerdo con el valor de pH del
medio acuoso, puede tener lugar la ionizacion de las cadenas laterales de los
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aminoacidos, lo que proporciona fuerzas electrostiticas repulsivas que
favorecen la estabilidad de la emulsién.

2.5.3.1 Factores que favoracen la estabilidad de ias emulsiones

De acuerdo a los estudios realizados por Halling en1981 existen diversos
fenémenas que tienden a estabilizar las emulsiones como son:

Una débil tensién interfacial entre las dos fases, debido a la naturaleza de esas
fases o por la adicién de agentes tensoactivos.

La presencia de una capa interfacial resistente, constituida por ejemplo por una
pelicula de proteinas adsorbidas que se opone mecanicamente a la
coalescencia de las gotitas.

La presencia de cargas electrostéticas del mismo signo, en la superficie de las
gotitas dispersas, a causa de fendmenos de ionizacién o de adsorciones de
iones. Las gotitas cargadas estan rodeadas de una doble capa difusa de
contraiones que ejercen fuerzas de Van der Waals que permiten repelerse entre
ellas.

Un didmetro pequefio de las gotitas, como el que se puede obtener con una
agitacion intensa y una concentracién adecuada de un agente tensoactivo
especifico, resultando asi una formacion de crema o de sadimentacion de
acuerdo con la ley de Stokes. (Ley Stokes, 1851 se refiere a la fuerza de friccidn
experimentada por objetos esféricos moviéndose en el seno de un fluido viscoso
en un régimen laminar).

Una fuerte viscosidad de la fase continua, que también origina una lenta
formacién de crema segln la ecuacion de Stokes. (Es valida en el movimiento
de particulas esféricas pequefias moviéndose a velocidades bajas).
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2.5.3.2 Factores que afectan la emulsificacién

Existen diversos factores que afectan las caracteristicas de las emulsiones y con
ello los resultados de los ensayos, como son: tipo y disefio del equipo,
intensidad del aporte de energla, velocidad de adicion del aceite, volumen de la
fase lipidica, temperatura, pH, fuerza idnica, presencia de azlcares, presencia
de surfactantes de bajo peso molecular, exposicién al oxigeno, caracteristicas
del aceite (punto de fusitn), concentracién en proteina soluble y propiedades
emulsificantes de la proteina. Frecuentemente existe una correlaciéon positiva
entre solubilidad de la proteina y capacidad emulsionante o estabilidad de
emulsion (Halling, 1981).

El pH influye de diversas formas sobre las propiedades emulsificantes de las
proteinas. Algunas protelnas en su pl, san poco solubles, y con ello se
disminuye su aptitud para formar emulsiones (Cheftel, 1989). Por ctra parte, las
proteinas en este estado no pueden contribuir a la carga de las gotitas, lo que
evita la estabilizacion de la emulsién por repulsiones electrostaticas. Ademas del
pl, o con ciertas fuerzas ionicas, las proteinas adoptan estructuras compactas
con una fuerte viscoelasticidad.

El calentamiento de las proteinas es otro faclor que dafa la estabilidad de una
emulsion ya que, al calentaras, bajan su viscosidad y se disminuye la de la
pelicula proteinica adsorbida en la interfase.

Los surfactantes de bajo peso molecular, por lo general, no favorecen la
estabilidad de emulsiones estabilizadas por proteinas, por que rebajan la firmeza
de las peliculas proteinicas y disminuyen las fuerzas que mantienen las
proteinas en la interfase. Todos estos factores explican por qué al no existir una
normalizacion de métodos, una emulsién determinada no produzca los mismos
resultados cuando es estudiada paor distintos investigadores, y por qué el
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compartamiento emulsificante de las diversas protelnas varla segun el
experimentador (Cheftel, 1988).

2.5.3.3 Métodos de evaluacién de las propiedades emuisificantes

Capacidad (CE) v estabilidad (EE) de emulsificacién

La capacidad de emulsificacién se define como el volumen de aceite (mL) que
puede ser emulsificado por cada gramo de proteina, antes de que se produzca
la inversibn de fases (Fennema, 1993), o bien por su ruptura cuando hay un
exceso de aceite. Los valores de CE disminuyen al aumentar la concentracién
proteinica, porque se expresan en términos de <<por gramo de proteina>>.

La estabilidad de emulsion suele expresarse como el mantenimiento homogéneo
de la emulsion o como la capacidad de la emuisidn para resistir cambios en sus
propiedades a través de tiempo (Mc Clements, 1999). La ruptura de la emulsion
puede resultar, aunque no siempre, en una separacion de la fase acuosa ylo de
la fase fipidica.

~ Las dos medidas, CE y EE reflejan las dos funciones que las protefnas
desempefian en las emulsiones: facilitar su formacién, principalmente por bajar
la tensién interfacial, y contribuir a estabilizar ia emulsién formando una bamrera
fisica en la interfase.

Las caracteristicas de una emulsidn y los resultados obtenidos en los dos tipos
de ensayos mencionados se ven influidos por multiples factores: tipo y
geometria del equipo utilizado, intensidad de energia, velocidad de adicion de
aceite, volumen de la fase grasa, temperatura, pH, fuerza i6nica, presencia de
azicares y agentes surfactantes de bajo peso molecular, exposicidn al oxigeno,
tipo de grasa, cencentracidn de las protelnas solubles y propiedades
emulsificantes de las proteinas. La influsncia de todos estos factores explica las
razones para estandarizar metodologfas, con el fin de poder comparar
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resultados entre diferentes investigadores, como se menciond anteriormente
(Cheftel, 1968).

indice de Actividad Emulsificante (IAE)

Es el area de superficie total de la emulsién y se puede medir como los m? de
interfase estabilizada por gramo de proteina utilizada en la prueba (Fennema,
1993). Se han establecido valores del indice de actividad emulsificante para
diversas proteinas (Tabla 5).

Tabla 5. Indice de Actividad Emulsificante de diversas proteinas.

rjgialie,. i oo e Tl 1

annto poten de Lro B 19

Fuente: Kinsella; 1978.
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2.6 Desamidacion de Proteinas.

Las estructuras primarias de las proteinas se pueden modificar quimicamente
para mejorar sus propiedades funcionales. Este método se ha utilizado con éxito
para estudiar las relaciones entre estructura y funcién de las protelnas.

Es necesario tener en cuenta que dichas modificaciones quimicas en piensos y
alimentos pueden tener inconvenientes, como una disminucidn en sus
propiedades nutritivas.

2.6.1 Descripcién de la reaccién de desamidacion.

La modificacién guimica y enzimatica de las proteinas es una practica recurrente
cuya finalidad es mejorar las propiedades funcionales.

Existen diversos métodos de modificacion de protelnas como la hidrolisis
enzimatica, la desamidacién quimica, la acilacién y la fosforilacion que se han
utilizado para modificar las proteinas y asl mejorar sus propiedades funcionales
{Chan & Ma, 1999, Franzen & Kinsella, 1976).

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

Calentando a pHs 4cidos o alcalinos, se pueden maodificar las cadenas laterales
de los residuos de aminoacidos. E! calentamiento de las proteinas en un
ambiente acido lleva consigo la desamidacin de un 30% de los residuos de
glutamina y asparagina, lo que mejora la solubilidad y las propiedades de
superficie (especialmente emulsificantes) de la proteina. Estos efecfos parecen
ser debidos a los cambios conformacionales producidos por la disminucion dei
nimero de puentes de hidrogeno y el incremento de las repulsiones
electrostaticas.
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Las proteinas contienen tanto residuos de acide aspartico como de #cido
glutdmico, asi como de sus derivados amidados (Asparagina y Glutamina).

H,0
H;N 4{0 H;N //0
H—C—CH;—C\ H—C—CH,—({
COOH NH; COOH OH
asparagina aspartato
NH*
H;0
H;N [ H;N 0
& I V4
H—C—(CH,),—C\ H—(I':——(CH,);—C\
COOH NH; COOH OH
glutamina glutamato
NH/*

Figura 5. Desamidacién de aparagina y glutamina (Vodjani y Whitaker, 1892)

Los cambios en la hidrofobicidad y la polaridad, la masa, la carga, y la formacion
de un &cido carboxllico en lugar de una amida asi como la formacién de
amoniaco se pueden usar como parAmetros para monitorear la reaccion de
desamidacion (Reubsaet, 19898 ).

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

2.6.2 Tipos de Desamidacién

Desamidacion Quimica

La desamidacion acida de las proteinas ocurre a pHs por debajo de 3 y la
desamidacién basica por amiba de pH 8 a velocidades dependientes de la
concentracion de iones H' o OH, de la temperatura, de los residuos de
aminoacidos adyacentes. La reaccion es compleja debido a que involucra
reacciones competitivas, como la 1y 11 (fig. 8). La reaccién I involucra un ataque
nucleofilico al enlace peptidico del N unido al C del grupo carbonilico en los
grupos amida P y y lo que lleva a un intermediario ciclico (i) y la liberacion de
NHs. Esta reaccién es mas frecuente para la asparagina que para la giutamina,
lo que explica por qué la desamidacion de la asparagina es mas rapida que la de
la glutamina (Robinson et al., 1973). Aternativamente, la desamidacidn puede
ocurrir mediante la protonacion directa del O del grupo carbonilo con H* o porel
ataque nucleofilico del OH at C del grupo carbonflico, llevando esto a la
expulsion del NHj3, sin la formacion del intermediario ciclico (I} (Paso 2). El
paso 3 es el camina preferido para la desamidacion de la glutamina. La hidroblisis
del intermediario ciclico (II) catalizada por los iones H™ o OH’, pueden llevar ya
sea al comuin e-carbonilo unido al péptido (IV) o al B-o y-carbonilo unido al
péptido (V). El enlace peptidico de! a-carbonilo es también susceptible a la
hidrolisis directa por H* o OH" dependiendo del pH y la temperatura. El uso de
acidos alquil sulfaricos y alquil sulfénicos, iones fosfatos y bicarbonato como
catalizadores favorecen la desamidacién contra la hidrélisis del enlace peptidico
(Shih, 1990). Aproximadamente un 40% de desamidacién ocurre con un 14%
de hidrélisis del enlace peptidico. El producto tiene mejor solubilidad, absorcién
de agua, capacidad de emulsificacion, espumado y viscosidad comparado, con
el producto no medificado (Vodjani, 1992, Flores, 1997).
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Fig. 6 Desa'rnidacién'quimica de las proteinas (Vodjani y Whitaker, 1992)

Desamidacion_enzimatica

Se ha reportado que proteasas coma la papaina, la pronasa Ey la quimiotripsina
que pueden utilizarse para desamidar proteinas con aproximadamente un 20%
de desamidacion y un 8% de protetlisis (Kato, 1989). La desamidacion de la
glutamina es catalizada por una enzima no proteolitica: la transglutaminasa
(Fig.7). La enzima reconoce especificamente los residuos de L-glutamina de las
protefnas () y utiliza otros compuestos amidados (el grupo g-amino del residuo
de lisina de la misma proteina o de otras proteinas) como nucledfilos para atacar
al y-C del carbonilo y desplazar el NHz como NH, (III).

La desamidacién enzimatica es muy especifica, sin embargo, el hecho de
trabajar con enzimas resulta mas costoso, si se habla de que se pretende
llevarto a un proceso industrial.
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Flg. 7 Desamidacién enzimatica (residuos de glutamina), catalizando la
transglutaminasa (Vodjani y Whitaker, 1992).
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3. ANTECEDENTES

Las protelnas utilizadas como ingredientes o aditivos alimenticios sufren
cambios durante su extraccion y purificacion; generalmente se trata de no dafiar
sus propiedades estructurales y funcionales. Sin embargo las proteinas aisladas
pueden modificarse para mejorar asi sus propiedades o conferiries otras.

En el 4rea de alimentos constantemente se estan buscando materias primas de
origen vegetal que posean propiedades satisfactorias (funcionalidad) en ks
alimentos. El gluten de malz ofrece una buena opcion para este fin ya que
posee una alta concentracién de proteina (del 50 a 60%), es un subproducto de
la industria almidonera del malz, por lo cual es de bajo costo y es de origen

vegetal.

En un estudio biokégico en ratas, llevado a cabo en el laboratorio 312 de la
Facultad de Quimica, se evalut y determin® la calidad de la proteina proveniente
del gluten de maiz para evaluar su utilidad como ingrediente o si sélo seria
recomendable como aditivo alimentario (Valdéz, S, 2004), encontrdndose que
debido a la deficiencia de lisina del gluten es mas recomendable como aditivo
alimentario, ya que presentd una baja calidad proteinica. El elevado grado de
hidrofobicidad presente en las proteinas del gluten de maiz provoca una mayor
interaccion con el aceite al momento de hacer pruebas emulsificantes, con lo
cual puede considerarse como un buen emulsificante potencial en la industria de
los aditivos alimentarios, teniendo la ventaja sobre los aislados provenientes del
trigo de no ser alergénico.

Gorham en 1821, fue el primero en describir las zeinas, después de obtener un
aislade de las proteinas del maiz, y fue quien las nombré “zeinas”.

Mossé en 19681, propone que las moléculas de las zeinas tienen dos regiones:
una porcién hidrofobica y una parte hidrofilica, la parte final de la molécula
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contiene grupos hidroxilo o cual explica la afinidad de las zeinas con los
solventes de la misma naturaleza, como el etanol, lo que puede ser aprovechado
para llevar a cabo la extraccion etandlica. Es importante disminuir y homogenizar
la muestra a un tamafio de particula <425um, ya que Wu en el 2001, encontré
que con esta medida se logra que las particulas tengan un tamafio apropiado
para que puedan interaccionar mejor con el solvente y con ello la superficie de
contacto sea mayor lograndose una extraccién més eficiente en los procesos a
los que sea sometida la muestra.

Desde 1938 hasta 1943, Swallen y colaboradores patentaron numerosos
métodos para extraer las proteinas del gluten de maiz (zeinas), siendo mas
eficaz la extraccién cuando se controlaba la temperatura de 55-65°C y ajustando
el pH a valores de 6 6 7. Ademas comenz6 a utilizar hexano para remover la
fraccion lipidica y pigmentos del gluten, ya que una de las desventajas es su
intenso color amarillo, que podria limitar su uso para ciertas aplicaciones. En la
actualidad existen métodos gque eliminan estos componentes; entre los distintos
métodos que existen para separar y obtener esos pigmentos se encuentra el de
cromatografia, que es una técnica que permnite [a separacion de las sustancias
de una mezcla y que tienen una afinidad diferente por el disolvente en el que se
encuentran, de tal manera que el disolvante arrastra a los pigmentos segtin su
solubilidad y los separa (Tato, 2002). Con la eliminacion de las fracciones de
carbohidratos y de grasa en el gluten es posible disminuir las interferencias de
estos componentes con las propiedades fisicoquimicas para una buena
funcionalidad (Cabra, 2002).

Las proteinas que se encuentran presentes en el gluten de maiz son solubles en
etanol al 70%. Shukla et af. en el 2000 encontraron gue cuando el tamafio de
particula estaba entre los 200-800um a una temperatura de 50°C se obtenian
rendimientos del 60% de {a fraccion proteinica (zeinas), ademas de que se
obtenia ia ventaja de que este solvente se podria recuperar y seguir utilizando.
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Osbome (1897,1908, 1924) ademas de clasificar a las proteinas y agrupar a las
zelnas como profaminas, realizd experimentos en los que extrajo de un 30-40%
las zeinas provenientes del malz, utilizando etanol acuoso al 95%, dicho método
no fue considerado apropiado para su industrializacion porque es considerado
caro ya que el rendimiento obtenido era bajo.

Forbath {1957) determin® que en el proceso de extraccidn de la fraccién
proteinica del gluten se incrementaba su rendimiento en un 20% cuando no se
hacian las extracciones de manera continua sino haciendo recambios del alcohol
(isopropanol) y definié temperaturas de extraccién de 60-80°C, reduciéndose
ademas tiempos de extraccién.

Hojilla-Evangelista of &/. en 1990 estudiaron diferentes condiciones de extraccion
de la fraccion proteinica del gluten de maiz (zeinas), reportando que
temperaturas de 55°C a 65°C fueron optimas para la extraccion de las fracciones
proteinicas. Posteriormente, se evaluaron diferentes concentraciones de etanol y
mezclas para extraer las proteinas del gluten de maiz. Estos mismos
investigadores en 1992 extrajeron las proteinas del gluten con etanol al 45% e
hidroxido de sodio 0.1M. Ademas la extraccidn se mejoraba cuando se
eliminaban la grasa y pigmentos del gluten.

Asi mismo en los experimentos de desamidacion quimica realizados por
Popineau y colaboradores en 1988 Hevados a cabo a temperaturas de 70-86°C
por 60 minutos, se mejord la solubilidad. Se ha demostrado que ta desamidacién
produce un aumento en la densidad de carga de la proteina, causando cambios
en su conformacion debidos principalmente a la repulsion electrostatica; dicho
cambio conformacional trae como consecuencia la exposicién de una mayor
proporcion de residuos hidrofbicos en la superficie de la proteina (Mimouni et,
al. 1994; Vodjani, 1994). Nuevamente se demostré que las protelnas del gluten
de maiz poseen baja funcionalidad y solubilidad y que la desamidacion puede
mejorar estas propiedades (Flores, 1997).
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4. OBJETIVOS E HIPOTESIS

OBJETIVOS

Objetivo General:

¢ Obtener un aislado de proteina con buenas propiedades
emulsificantes a partir del gluten de maiz.

Objetivos Especificos:

+ Establecer las condiciones de extraccibn para obtener et mayor
rendimiento de la fraccion protelnica a partir del gluten de maiz.

+ Establecer las condiciones de desamidacién del aislado proteinico
que propicien la mejora de las propiedades emulsificantes.

+ Evaluar las propiedades emulsificantes: Estabilidad de Emulsion
(EE), e Indice de Actividad Emulsificante (IAE).

HIPOTESIS:

‘ El aislado de Gluten de maiz desamidado mejorara sus propiedades
emulsificantes comparado con el gluten native para su posible aplicacién
en sistemas alimentarios “.
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5. METODOLOGIA.

Se presenta el diagrama de flujo que describe la estrategia metodologica
aplicada en este estudio.

Materia Prima: Gluten de malz (Arancla Corn Products)
(Lote:1055AXLO2C-552780092931) (Variedad: Malz Amarillo)

*Temp.(°C) 25,45,55y 70 -
*Tiempo (min) 45,90 y120
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Temp. (°C) 80 y 90
Tiempo (h) 1,36,y 9
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5.1 Caracterizacién de la materia prima.

El gluten de maiz fue donado por la Compafila Giutimex Arancia Corn Products
Lote: 1055AXL0O2C-552780092931. Que provenia de la variedad de maiz
amarillo. Al momento de recibido se almacené en botes de plastico no
traslicidos de 25Kg y con cierre hermético, se mantuvieron en una camara a
4°C.

5.1.1 Disminucion del tamaiio de particula y homogeneizacién.

La muestra se tritur6 en un molino de cono con la apertura mas estrecha,
pasindolo tres veces consecutivas. La harina obtenida de la molienda de la
muestra se tamizé por una malla no. 40. Se cuantificd el rendimiento del
tamizado de la muestra antes y después de realizada la molienda.

5.1.2 Analisis Microbioldgico.

Detemninacion de Mesdfilos Aerobios. Se realizé segun la NORMA OFICIAL
"MEXICANA NOM-147-SSA1-1996, Bienes y Servicios. Cereales y sus

productos, Harinas de cereales, sémolas o semolinas. Alimentos a base de
cereales, de semillas comestbles, harinas, sémolas o semofinas o sus mezclas.
Productos de panificacion. Disposiciones y especificaciones sanitarias y
nutrimentales Bienes y Servicios. Método para la cuenta de bacterias aerobias
en placa.

Detemninacién de Hongos y Levaduras. Se realizé segin la NORMA OFICIAL
MEXICANA NOM-147-SSA1-1986, Bienes y Servicios. Cereales y sus

productos, Harinas de cereales, sémolas 0 semolinas. Alimentos a base de
cereales, de semillas comestibles, harinas, sémolas o semolinas o sus mezclas.
Productos de panificacién. Disposiciones y especificaciones sanitarias y
nutrimentales Bienes y Servicios. Método para la cuenta de Hongos y Levaduras
en Alimentos.
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Determinacién de Coliformes Totales. Se realizé segun la NORMA OFICIAL
MEXICANA NOM-147-SSA1-1986, Bienes y Servicios. Cereales y sus

productos, Harinas de cereales, sémolas o semolinas. Alimentos a base de
cereales, de semillas comestibles, harinas, sémolas o semolinas o sus mezclas.
Productos de panificacion. Disposiciones y especificaciones sanitarias y
nutrimentales Bienes y Servicios. Determinacion de Bacterias Coliformes.

5.1.3 Andlisis Proximal del gluten de maiz.

Determinaciéon de Humedad. Se utilizd una termobalanza OHAUS MB200 (EUA);
se pesaron aproximadamente 3g de muestra bajo las condiclones de 80°C y 30
minutos, e} equipo reporta directamente el porcentaje de humedad, y esta
basado en la pérdida de peso. Se hizo por cuadruplicado.

Determinacion de Protelna Total. Se realizdé mediante el método de la ACAC
{1995} No. 960.52 por Micro Kjeklhal. Para la digestién de la proteina se utilizd
un equipo Bilchi 426 Digestion Unit (EUA), y para la destilacién se us6 et Blchi
316 Distillation Unit. Se colocé en cada tubo aproximadamente 0.2g de muestra,
envueita en papel, se colocd una pastilla digestora (Mallinkrodt} y 10mi de acido
sulfarico concentrado, Se realizé por cuadruplicado. Se titulé el amoniaco
producido con HCt 1.0N y se calcul6 el porcentaje de nitrégeno y de proteina
presente, mediante las férmulas:

%N= (ml problema — ml blanco) X Ny, X 0.014 X 100
peso muastra en gramaos

% Proteina =%N X F
Donde F es el factor para proteinas del maiz = 8.25
La determinacién se hizo por cuadruplicado.
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Determinacién de Grasa Cruda o Extracto Etéreo. Se realiz6 segun el método de
Goldfisch de AOAC (1995) No. 920.36. Se colocarcn 4g de muestra en un
cartucho poroso de celulosa, y se colocd en el equipo digestor Goldfisch
(LABCONCO, EUA), se adicionaron 40ml éter etilico a cada muestra. Se
calenté hasta completar la extraccién de la grasa. Se secd el extracto a 100°C
por 30 minutos, y se calculd el porcentaje de grasa por diferencia de peso. La

determinacion se realizd por quintuplicado.

Delerminacién de cenizas. Se realizé segin el método de la AOAC (19985)
No.923.03, mediante la caicinacion de la muestra. Se pesaron 3g de muestra y
se calcinaron con mechero en la campana por 1 hora. Se terminaron de calcinar
en una mufla (Termolyne 1400 Manufacturada por Bamstead International EUA)
a 400°C por 6 horas. Se cuantifict el porcentaje de cenizas por diferencia de
peso. La determinacidn se realizé por cuadruplicado.

Determinacién de Fibra Cruda. Se realizd segiin el método de la AOAC (1895)
No. 962.09. Se utilizaron 200ml de HSO, al 1.25% y NaOH al 1.25% en vasos
Berzelius y se colocaron en el equipo de Fibra, Equipo de Digestién Labconco

(EUA); se agregd 1g de muestra y se llevé a acabo la digestion. Se secaron los
residuos en estufa a 100°C por 2 horas y se calculs el porcentaje de fibra por
diferencia de peso. Se realizd por triplicado.

Determinaclén_de Hidratcs de Carbono. Las carbohidratos fueron cuantificados
por diferencia al tener los valores de proteina, humedad, cenizas, grasa y fibra.
En el caso del andlisis proximal de la muestra. Sin embargo en los aislados se
determinaron por el método de Fenol-Sulfirico (Carbohidratos totales), ver
anexo.

Determinacion del pH. Se realiz6 segtin el método de la ACAC (1995) No.943.02
se midi® con un potencidmetro Marca Corning, Mod.340 (EUA). La

determinacion se hiza por triplicado.
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Caracteristicas Organolépticas. Esta evaluacién se hizo empleando los sentidos
del offato, la vista, y el gusto.

5.2 Obtencién del aislado de gluten de maiz.

Pre-tratamiento de la muestra gluten de maiz.
E! pretratamiento de la musstra se realizé mediante ei desgrasado, por lotes

utilizando hexano, con agitacién constante con propela y a temperatura
ambiente. Se evapord el hexano y se cuantificd la grasa extraida por diferencia
de peso. Se hicieron tres recambios del hexano por periodos de una hora. La
muestra se aimacend en recipientes de pléstico a 4°C.

5.2 Obtencién del aisiado de gluten de maiz (Extraccion Etandlica)

Se colocaron 50g de gluten desengrasado en tubos para centrifuga Beckman, y
200ml de EtOH 70% a pH=11, se agitaron durante diferentes periodos de tiempo
(45, 90 y 120 minutos) a 250rpm, y a temperaturas de 25°C, 45°C, 55°C y 70°C;
posteriormente se centrifugaron en una centrifuga Beckman J2-MC (EUA) a
10,000 rpm a 4°C por 30 minutos. Se hicieron dos extracciones mas a cada una
de las muestras. Se colectaron los sobrenadantes a los cuales posteriormente
se les avapord el etanol utilizando un rotavapor (Rotavapor Biichi No. 68RO323,
Suiza) y un bafio de agua (Bafo recirculador, Marca Grant, Modelo Type Ka(l),
Inglaterra) a una temperatura de 70-80°C. Las muestras se secaron en un
secador de charolas Oven Series 9000 Thermolyne (EUA) a 50°C por 23h. Se
utilizé una trituradora (Marca Osterizer Mod. 071V, (EUA)) para disminuir
homogenizar el tamafio de particula de los aislados protelnicos obtenidos.

Para cada condicion se realizé la obtencion del aislado por triplicado.
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5.3 Caracterizacidn del aislado de gluten de maiz.

Perfil electroforético de las proteinas del gluten de maiz y de la de los aisladgs.

Las muestras se solubilizaron con una solucién de urea 8M, SDS 10% y B-
mercaptoetanol 0.01M de la siguiente manera: se colocaron 10mg de muestra
en tubos eppendorf y 1mL de esta solucidn. Posteriormente se agitaron en un
agitador para tubos eppendorf (Marca Termomix Eppendorf) a 70°C y 14000mpm
hasta su total disolucion.

Se determind el contenido de proteina soluble por el método de Lowry (Técnica
en el anexo). Las muestras se analizaron en geles de electroforesis bajo
condiciones desnaturalizantes al 20% de acrilamida de acuerdo a la técnica de
Laemmli (1970). Se cargaron 30 pg de proteina en cada carril. Se corrieron en
una camara de electroforésis (Marca Bio-Rad Mod. Mini Protean |l, (EUA)). La
tincion se realizé con azul de coomassie. Se utilizaron marcadores de bajo peso
molecular (Marca: Bio-Rad).

Determinacitén del contenido total de Proteina en los aislados.

Se realizé para cada aislado obtenido, la determinacién de proteina por Micro
Kjeldhal mediante el método de la AOAC (1995) No. 960.52.

5.3.1 Aminograma del aislado del gluten de maiz.

El aminograma se llevé a cabo utilizando un autoanalizador de amino4cidos de
alta resolucion (System 6300 Highe Performance Amino Acid Analyzer,
Beckman Instruments Inc. EUA), en el faboraterio de Quimica y Andlisis de
Alimentos del Departamento de Alimentos y Biotecnologia de la Facultad de
Quimica de la UNAM. Se calcul6 para cada aminoéacido indispensable la relacién
con respecto a la cantidad presente de! mismo en la proteina de referencia,
usando el patrén general sugerido por la FAO/MWHO/UNU.
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5.3.2 Desamidacién de los aislados proteinicos,

El proceso de desamidacién de las muestras se Hevd a cabo mediante la técnica
desarrollada en el grupo de investigacion del laboratorio 312 det Departamento
de Alimentos y Biotecnologia de la Facultad de Quimica de la UNAM por
Floresl. en 1997 utilizando HCI 0.12N. Asi mismo siguiendo las
recomendaciones de Suarez,P. (2004) tamblén del mismo grupo de
investigacidn se determind para el gluten de maiz, que las mejores condiciones
de desamidacion fueron de 80°C durante 1, 8, 8 y 11 horas de reaccién, por lo
que se eligieron estas condiciones para desamidar los aislados. Ademas se
trabajd a 90°C, lo que supone mayores grados de desnaturalizacion de la
proteina y mayor exposicion de los residuos de aminoéacidos, tanto polares como
hidrofébicos. Se prepararon suspensiones de proteina en 70% de etancl, al 0.5,
1.25 y 2.5% de protelna (w/v) a [as cuales se les adicioné HCI| hasta una
concentracion final de 0.12N. Se llevd a cabo la reaccién de desamidacién en
matraces Erlenmeyer de 300ml para los tiempos de 1, 3, 6 y 9 h y para las
temperaturas de 80 y 90°C. Las incubaciones se llevaron a cabo a 150 rpm
{Marca: New Brunswick. Modeko: Controlled Enviroment, (EUA)). Al término de la
reaccidn de desamidacion, las suspensiones se enfriaron a 4°C y neutralizaron
con NaOH 0.8N hasta un pH final de 7-7.5.

El grado de desamidacion se determind segun el método de Amtfield y Murria
(1981), utilizando un Kit de cuantificacion de amonio (Marca Roche Boehringer
Manheim/R-Biopharm, Ammonia UV-method) (ver anexo).
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5.4 Evaluacién de las propledades emulsificantes del aislado proteinico
obtenido a partir del gluten de maiz.

Formacion de la emulsién

Las suspensiones de las muestras desamidadas se llevaron a un volumen de 75
ml con buffer de fosfatos 0.1M y pH=7 (por duplicado), a cada matraz se le
adicionaron 25mL de aceite de malz con bureta de forma constante y se
homogenizaron (Marca IKA Mod. T25 BASIC, Inglaterra-Laboratorios Wolf) a
20500mm/2min.

Estabilidad de Emulsion {(Dagom y col., 1987) .

Se vertieron volimenes suficientes de emulsién en tubos para cenfrifuga con
capacidad de 15mL (Nalgene) por cuadruplicado y se centrifugaron a
3000mm/10min (Centrifuga Termo IEC Mod. CENTRA CL12, EUA). La
determinacién de la estabilidad de emulsion se hizo midiendo el porcentaje de
aceite que sale de la emulsion y se informa como aceite coalescido:

% de aceite coalescido = Vs / (Vt*Vipd))*100

donde: Vs = Volumen de aceite coalescido
Vit = Volumen total
Vfpd =Volumen de la fase polar dispersa
= volumen parcial / volumen total = 25/(75+25) = 0.25

Indice de Actividad Emulsificante.

Se tomaron 200uL de cada emulsién y se depositaron en frascos de vidrio que
contenfan 50mL de una solucién de SDS 0.1% y NaCl 0.1M (pH=7). Se agitaron
vigorasamente y se leyeron las absorbancias en celdas de vidrio a 500nm
(Espectro Milton Roy Mod. petconic 21 D. EUA). La determinacion se realiz6 por
sextuplicado.
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Las valores de IAE se calcularon de la siguiente forma:

IAE=2TD (en m?g)
Qc
donde: T= Turbidez 2.3¢3 *(Densidad 6ptica/0.01m)
0.01m = longitud de |a celda

Q = Fraccion volumétrica de la fase dispersa, en este caso 0.25

C = Concentracién de la solucion protefnica (g/m®)
D = Dilucién 1/250 o 0.004.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Caracterizaci6n del gluten de maiz

6.1.1 Disminucién del tamaiio de particula y homogenizacién

Como se puede apreciar en la figura 8A, antes del proceso de molienda sélo el
35.8% det gluten mostré un tamafio de particula menor o igual a 420pm, que es
el tamafio sugerido por Wu (2001) para la verificacion de las mejores
propiedades emulsificantes. Tras este procedimiento (Fig. 8B) el ©8.13% del
gluten presenté un tamano de particula igual o menor a 420pm.

La disminucién del tamafio de particula mejora tanto el rendimiento de ia
extraccion de la fraccién proteinica del gluten como el de grasa, ya que a mencr
tamafio de particula, mayor superficie de contacto con el soivente y con ello una
mejor remocién de la parte de interés, por ello se llevd a cabo la molienda.
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Fig. 8A. Granulometria del gluten antes de ser sometido a molienda.
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6.1.2 Anilisis Microblolégico.

Se realizé el andlisis microbiologico de la muestra debido a que es importante
conocer si €l proceso y el almacenamiento del gluten fusron adecuados. Debido
a que no existe una norma especifica para el andlisis microbiolgico del gluten
de malz se tom6 como referencia la de harina de maiz.

La presencia de coliformes ha sido utilizada como indicador de contaminacién
fecal (Jay, 1992), en el caso de materias primas como el gluten, la cuenta de
mohos habla del estado de las méaquinas, como indicador de limpieza de la
planta industrial o del grado de contaminacién del equipo (Fraizer, 1993), su
principal aplicacién incluye determinar la inocuidad de los alimentos como en el
HACCP (Jay, 1992). Por otra parte la determinacién de mesofilos es importante,
ya que son el grupo mas abundante que crece en un intervalo de temperatura
muy amplio bajo condiciones ambientales de 18-37°C, también indican si el
almacenamiento fue apropiado, o bien si existe la posible presencia de
microorganismos patdgenos (Bourgeors, 1999).
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Para todos los casos anteriores se obtuvieron valores inferiores a los limites
méximos establecidos por la norma (Tabla 6), razén por la cual se puede deducir
que el gluten de maiz con el que se trabajé provino de un proceso en el cual se
tuvieron los cuidados necesarios para que la materia prima cumpliera
satisfactoriamente con la Norma Oficial Mexicana de Bienes y Servicios, lo cual
confimé que el almacenamiento del gluten fue adecuado y permitié trabajar con
&l de una manera confiable.

Tabla 6. Resultados del analisis microbiologico del gluten de malz
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6.1.3 Anilisis Proximal.

Determinacion de Humedad. El contenido de humedad (Tabla 8) estuvo por
debajo de lo establecido para la norma de harinas de malz, que debe ser menor
al 10%, y cumplié con Io establecido por el certificado de el proveedor (Arancia
Com Products), el cual indicaba una humedad no mayor a 8.3%, por lo que se
puede asegurar que el almacenamiento y manipulacion posteriores a la
adquisici5n de la materia prima fueron apropiadas para conservar jas
caracteristicas del gluten de malz. El pH presentado por este lote de gluten fue
4.53+0.02 (Tabla 7), y se encuentra en el intervalo de pH acido debido a que en
el proceso de la molienda himeda se utiliza &cido lactico (Gémez et al., 1992).
Fue mayor en comparacién con los reportados por Cabra (2002) y Flores (1897)
para otros lotes, sin embargo resulté adecuado para su manejo y conservacian.
Estas diferencias pudieron deberse a cambios en el proceso de obtencién y a la
procedencia de las muestras.
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Determinacién_de Proteina Total. La proteina fue el componente principal del
gluten (Tabla 8), lo cual concuerda con lo que se ha reportado por Neumann
(1984), Watson (1987), Wu (2001), asi como lo reportado en los trabajos
desarrollados en este laboratorio por Flores (1997) y Cabra {2000). El alto
contenido de proteina presentado por el gluten de malz permite considerario
como una buena fuente de protelna.

Determinacién_de Grasa Cruda o Extracto Etéreo. El contenido de grasa
determinado resulté elevado (Tabla 8) si se parte del hecho de que provino da
un proceso en el cual se llevo a cabo la extraccion del aceite de malz, sin
embargo aqui existen diversos factores que infiuyen en dicho resultado como el
equipo utilizado para este fin {la eficiencia de la molienda del grano) o los
tiempos de extraccion del solvente (hexano) utilizado en la determinacion de
grasa. En este proceso también se extrajeron los pigmentos del gluten, ya que
su intenso color amarillo es debido a la presencia de carotenos (beta-caroteno y
zeaxantina) que son liposolubles y por ello se exiraen con solventes como el éter
(Cuantificacién de grasa Método de Goldfisch). Sin embargo este valor estuvo
por debajo de lo reportado por Cabra (2002) y Wu(2001) para gluten de malz.

Determinacién_de cenizas. El contenido de cenizas estuvo dentro de los
intervalos indicados para gluten de maiz reportados por Wu (2001) y Cabra
(2002) (Tabia 8), ko que indica que la presencia de minerales en el gluten como
son el potasio, fésforo, magnesio, manganeso, hierro y calcio se mantiena en
concentraciones méas o menos similares al final del proceso de la molienda
hameda.

Determinacién de Fibra Cruda. El contenido de fibra fue alto comparado con lo

reportado por Flores(1997) y Cabra(2002) para otros lotes de materia prima
(Tabla 8), lo cual pudo haberse debido a una ineficiente remocion durante el
proceso de la molienda himeda.
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Determinacion de Hidratos de Carbono. Las hidratos de carbono constituyeron
aproximadamente el 25% del gluten. Este valor puede considerarse elevado, si
se considera que el gluten proviene de un proceso cuya finalidad es la
extraccion de almiddn del maiz. Esto se debit posiblemente a que la separacion
del almid6n y la proteina en el procesa de extraccién no se llevd a cabo en su
totalidad, a factores como la temperatura y el tiempo de remojo, que maodifican
las protelnas del endospermo de su estado nativo mediante ia reduccion de los
residuos de cistina para formar cisteinas y derivados sulfonados (R-S-SOy) de
la cisteina (Wall y Paulis, 1978), pudieron contribuir para evitar separar
completamente al almiddn.

Tabla 7. Determinacion det pH

ST RS CISTIECTRE S, MU T B
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Tabla 8 . Composicién proximat del Gluten de maiz % (g/100g gluten de matz).
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2 Datos obtenidos en el presente trabajo
*La cuantificacién de carbohidratos se determiné por diferencia
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En cuanto a las caracteristicas sensoriales (T abla 9), la muestra evaluada
cumplié satisfactoriamente con las caracteristicas sensoriales corespondientes
al gluten de malz.

Tabla 9. Caracteristicas sensoriales

BN T .-'.|'--.|-‘i:|":‘ ETTRERNNL R TP
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6.2 Extraccién y caracterizacién del aislado de gluten de maiz.

6.2.1 Establocimiento de las condiciones de extraccion del alslado
proteinico

El proceso de extraccién o remocion de la grasa del gluten de malz se considerd
como un pretratamiento necesario para remover la grasa remanente del proceso
de la molienda hitmeda (Tabla 10). Se utilizé hexano porque es el solvente
permitido y utilizado en la industria de alimentos y porque permite extraer acidos
grasos de cadena larga que son los que se encuentran en los triglicéridos del
grano de maiz. La remocion de la fraccion lipidica es importante porque existen
interacciones de las proteinas con los lipidos que afectan las propiedades
emulsificantes, por lo que se aconseja la eliminacién de los componentes que
interfieren en la formacion de las emulsiones Cabra(2002). Debido a la
disminucién del contenido lipidico se analizé nuevamente el contenido de
proteina en el gluten de malz, encontrandose en valores ligeramente superiores
que se reportan en la tabla 10.
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Tabla 10. Tabla comparativa del efecto del procesa de desgrasado del gluten de
malz en la concentracién total de proteina

Como se present6 ya en los antecedentes, el elegir una extraccion de la fraccion
proteinica del gluten, utilizando etanol al 70%, se basa en que el gluten esta
compuesto mayoritariamente de prolaminas, proteinas solubles en soluciones
alcohdlicas e insolubles en agua y que poseen un alto porcentaje de
aminoacidos hidréfobicos (Mossé, 1961; Shukia y col. 2000).

En el disefio experimental del proceso de extraccion se aplicaron diferentes
temperaturas: se utiizaron 25°C (temperatura ambiente), y temperaturas de
45°C y 55°C, de acuerdo con lo reportado en estudios previos (Hajilla-
Evangelista y col., 1990) en los que a temperaturas alrededor de 50°C se
extraen |la mayor parte de las zeinas. Por encima de 40-50°C el movimiento de
las moléculas es suficiente para romper los enlaces implicados en la
estabilizacién de las estructuras secundaria y terciaria de la protelna (Cheftel,
1989). Por otra parte se propuso una temperatura mas elevada (70°C), con la
finalidad de analizar si en estas condiciones se logran mayores niveles de
desnaturalizacion de las proteinas y se lograba con eilo un mayor rendimiento de
" extraccién. Los contenidos proteinicos de los aislados obtenidos se muestran en
la tabla 11.
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Tabla 11. Contenido protelnico de ios aislados obtenidos bajo las diferentes
condiciones de extraccién (g proteina/100 g de muestra seca)

45 min 2 15+1.03 88.86+0.27 92.73:0.60 91.2741.77

n 87.55:0.85 900.74+0.77 90.37+1.51 90921064

120

El contenido de protelna en todos ios productos resultantes fue mayor al 80%,
lo que permitid considerar a los materiales resultantes como aislados
proteinicos, si se comparan con los aislados proteinicos comerciales de soya
que contienen un 90% proteina, o con un concentrado de girasol que contiene
un 67% de proteina, (Cheftel. 1989}

Mediante el procedimiento de desgrasado y la extraccion etandlica se concentré
la fraccion proteinica. Se determiné también el contenido de hidratos de carbono
totales en los aislados obtenidos observandose una disminucidn en su
contenido, y se cuantificaron por el método de fenol-sulfarico (Ver Anexo). Este
método permite cuantificar los carbohidratos totales, ya que el acido sulfurico
hidroliza todos los enlaces glucosidicos, permitiendo su cuantificacién (Tabla
12). Esto convierte al aislado en un materiai mas atractivo para utilizario como
aditivo en los alimentos, ya que el desgrasadoy la eliminacién de carbohidratos
eleva el contenido de proteina, debido a que se concentra.
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Tabla 12. Contenido de hidratos de carbono de los aislados obtenidos bajo las
d$ferentes condiciones de extraccion (g carbohidratos/100 g de muestra seca)

X ----
.

45min  2.03:0.80 2841033 248+0.73 3.05+1.35

120 min 2.76+1,.05 2.8210.94 2.65:0.20 3.5610.78

No se observa una gran diferencia entre los valores reportados en el contenido
de carbohidratos totales en los aislados.

Se calcularon los rendimientos de la extraccién: la mayoria de las condiciones
probadas produjeron rendimientos mayores al 60% {Fig. 8), aceptables por la
industria, sin embargo, los rendimientos cercanos al 80% se obtuvieron con
45°C/90 min, 45°C/120 min y 70°C/45 min. Para la aplicacién industrial es
indispensable considerar los gastos de tiempo y energla de los procesos, razén
por la cual se eligieron como condiciones de extraccion mas adecuadas para la
aplicacién industrial 45°C/90 min, ya que se obtuvo un elevado rendimiento, con
una operacién que requeriria menores gastos.
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Rendimiento de la Extraccién (%) [g prot. obtenida/ 100g prot.inicial]

45 90" 1200 45 90" 120" 45 g0 120" 458 90" 120°
t {Minutos)

Figura 8. Rendimiento obtenido bajo diferentes condiciones de extraccion
% (g de proteina en el aislado/ 100 g de proteina iniciales)
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6.2.2 Caracterizacién del aisiado de gluten de maiz

6.2.2.1 identificacion de las proteinas presentes en ol aisiado proteinico

Las condiciones de extraccién utilizadas permitisron exiraer la mayor paste de
fas proteinas presentes en el ghuten de maiz. En la Fig. 9 aparecen las bandas
comespondientes & las proteinas encontradas que e obiuvieron de s muestras
de gihsten, asi como del aisliado oblenido en el iaboratonio: las o zeinas de 19 y
22 kDa, con sus comrespondientes dimero de 44kDa (e kama dimero cuando se
encuentran unides enire sf dos proleines con &l mIso peso moleculer, on esie
caso estén unidas dos proleinas de 22 kDa) y rfimero de 66 kDa (cuando se
unen tres proteinas del mismo peso molecular), las Yy zeinas de 50 y 26 kDa y la
B zoina de 18 kDa, la giobulina de 31 kDa. La forma en que se encueniran
unidas (dos o tres proteinas) es normal debido & sus caracteristicas hidrolGbicas
ya que tionden a agregarse, lo cual concuerda con los hallezgos reslizados por
Cabra (2002), quien también observi este peirin de bandes y sus asociaciones.

Figura 9. Perfi electrofordtico do las polsines de: (A) Giulen de maiz, (B)
Aisiado proteinico obtenido del giuten de maiz.

57



Resultados y Discusién

Las proteinas mas abundantes tanto en el gluten de malz como en su aislado
fueron las a zeinas, encontrandose en un 41.8%, se sabe por los estudios
previos del grupo de investigacion del laboratorio 312 del Departamento de
Alimentos y Biotecnologla son las principales responsabies de la capacidad de
emulsificacién (Cabra., 2002), seguidas en abundancia por las y zeinas con un
32.5%, la p zeina con 14.9% y la globulina en un 10.7%.

6.2.2.2 Determinacién de la composicién de aminoacidos del aislado
proteinico

El acido glutamico y la giutamina constituyen casi la quinta parte del total de los
aminoacidos (Tabla 13); este elevado porcentaje sugiere cambios importantes
en la estructura y propiedades de las proteinas presentes al someterias a una
reaccion de desamidacion. La leucina y la prolina también son de los residuos
mas abundantes, que al sumarse con el resto de los residuos hidrofbbicos,
constituyen el 47.7% del total de residuos, lo que confiere un elevado grado de
hidrofobicidad al aislado protelnico. El contenido en residuos aromaticos es bajo,
pero los menos abundantes de todos son la lisina, la metionina y la histidina,
residuos que comunmente se encuentran en bajas concentraciones en los
cereales y que son aminoacidos indispensables, por lo que deben ser aportados
por los alimentos, ya que si se tienen regimenes deficiente en uno o varios
aminoacidos indispensables (Fenilalanina, histidina, isoleucina, leucina, lisina,
metionina, treonina, triptofano y valina) se impide un crecimiento normal en
nifios, y pude provocar enfermedades o dafos precoces en el cerebro que
afectan la capacidad de aprendizaje (FAO, 1973).

Aunque el aislado de gluten de maiz tiene un bajo valor nutricio puede
complementarse eficazmente con pequefias cantidades de proteinas de leche o
soya, si fuera a emplearse como alimento humano, sin embargo, se pretende

usar como aditivo.
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Tabla 13. Composicién de residuos de aminoécidos (g/100 g de proteina)
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*Grupos cargados positivamente.

59



Resultados y Discusion

6.3 Desamidacién del aislado proteinico.

Debido a !a naturaleza hidrofébica de las proteinas presentes en al aislado
obtenido, en experimentos preliminares can una desamidacién quimica llevada a
cabo en medio acuoso, no se obtuvo la solubilizacion e interaccion adecuada de
las proteinas con el acido clorhidrico. Esta es la razén por la cuat la reaccion se
prefirié llevar a cabo en etanol al 70%, un medio etandlico pemmite la
solubilizacién de las proteinas, pero con la presencia de cantidades de agua
necesarias para lievar a cabo la reaccion de desamidacion.

En la Fig. 10 se presenta la desamidacion lograda a diferentes condiciones de
reaccion, y se observa una minima diferencia a las dos temperaturas evaluadas,
teniendo en promedio un mayor grado de desamidaci6n a 90°C, comparado con
los grados de desmidacién a 80°C, lo que puede deberse a efecios de apertura
de la estructura proteica y la consecuente exposicion de los residuos al 4cido
clothidrico. El grado de desamidacion aumentd en funcion del tiempo de
reaccidn, es decir, se presentaron mayores grados de desamidacion cuando la
reaccion se llevé a cabo por un periodo de nueve horas que a una hora.

Al aumentar la concentracién de protelna y dada su naturaleza hidrofdbica,
sobrevienen efectos de agregacion. Esto ocasiona que una fraccién de los
residuos susceptibles de desamidacion, no sean accesibles por estar oculios en
los agregados, dificultdndose su interaccion con el acido clorhidrico. Esto causo
un efecto negativo de la concentracion de proteina en el grado de desamidacién
(Fig. 10). Por ejemplo, a una concentracion de protelna del 2.5% se obtuvieron
3.52°D (grados de desamidacion) mientras que con una concentracion de 0.5%
de proteina se obtuvieron hasta 27.90°D.

Los niveles de desamidacién de este trabajo fueron significativamente mayores
a los obtenidos en los estudios previos del grupo. Se lograron valores de28°Da

80°C con la utilizacién de etanol al 70% con concentraciones de proteina de
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0.5%, en comparacién con los reportados en agua 18°D (Cabra.,2002), ko que
implica que el grado de solubilizacitén de la proteina juega un papel fundamental
en ol proceso de desamidacion, al faciiitarse la exposicion de la giutamina y la

gsparagina.

Desamidacién del aisiado protsinico

El nivel de amidacién de los residuos de Acido aspdstico y giutémico de una
proteina, se uliiza para estimar su capacidad de asociacion y por o tanio su
comporiamiento funcional cuando forma parte de un alimento (Paredes, 1588).
Se ha demostrado que el grado de amidacién de una proteina es un indicador de
las propiedades funcionales de importancia en los sistemas alimentarios, por o
que resulta importante su cuantiicaciin. Se ha demostrado (Paredes-Lipez y
Guevara, 1888), que un mayor grado de amidacidn es debido a un puno
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isoeléctrico mayor, debido a la reduccion del numero de grupos carboxilos que
suministran cargas negativas, y que por ende se tendra una capacidad diferente
de asociacion e interaccion. Una proteina con valores de pH superiores al punto
isoeléctrico, tiene carga negativa, y las moléculas de agua reaccionan con estas
cargas contribuyendo asi a su solubilizacién; la cual es superior en pH alcalinos
(por elio se eligi6 un pH=11} que a valores de pH acidos; ademas de que en
estas proteinas el nimero de residuos cargados negativamente a pH>pl (acido
aspértico y glutamico) es superior al numero de residuos cargados positivamente
para pH<pl.

6.4 Evaluacién de propiedades emulsificantes del alslado
6.4.1 Determinacion de la estabilidad de emulsién del aislado proteinico.

La estabilidad de una emulsién se define como el porcentaje de mantenimiento
de la emulsion tras ser sometida a una fuerza centrifuga. Por otro lado se sabe
que un emulsificante debe ser agregado en concentraciones menores al 10%
(Egan y col. 1993) lo que lieva a concluir que el mejor emulsificante es aquél que
se adiciona en la menor cantidad posible. La caracteristica mas importante
responsable de las propiedades emulsificantes de una proteina es su capacidad
para difundirse hacia la interfase aceite/agua y adsorberse. Cuando una parte de
la molkécula entra en contacto con la interfase, los residuos de aminoécidos no
polares se orientan hacia la fase no acuosa y la proteina restante se adsorbe
espontaneamente. Ademas autores como Kato y Nakai (1980), aseguran que
cuanto mas hidréfoba sea la proteina, mas elevada sera la concentracion
proteinica en la interfase que hara mas estable a la emulsion. En este trabajo 1a
determinacion de la estabilidad de emulsidn es crucial, ya que los efectos hasta
ahora obtenidos de desnaturalizacién y aumento de carga, aunados a una
posible hidrolisis por efecto del tratamiento térmico acido podrian tener efectos
contrarios sobre la estabilidad.
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Teniendo en cuenta los experimentos previos realizados con gluten de mafz
meodificado por Flores en 1987 y Cabra en el 2002, en los que e prepararon
emulsiones al 5 y 1% de proteina, se deseaba conocer el efecto de la
concentracién de la proteina o el limite en el cual se lograba la estabilidad de
emulsién del 100%, por ello se eligieron concentraciones mucho menores al 1%.

Con los aislados proteinices desamidados por periodos de 1 a 3 horas a 80°C
(17.9°D y 55.04°D respectivamente) se obtuvo una estahilidad de emulsién del
100% (Tabla 14), es decir que no se separa el aceite de la emulsion formada y
que ésta se mantiene, al utilizar concentraciones tan bajas como el 0.1% de
proteina. El efecto del aumento de carga, debido a que el acido logra desagregar
las molksculas de proteina, aunado al calentamiento produce que la molécula
anfifilica sea mas eficiente para colocarse en la interfase aceite agua impidiendo
la desestabilizacién de la emulsién. E! aislado obtenido en estas condiciones
jogré funcionar en cantidades muy bajas, en comparacion con las que se
necesitarian si se utilizara el gluten entero desamidado, ya que se requeriria de
un 5% de proteina para emulsificar el 100% del aceite (Flores, 1897, Cabra,
2002).

Tabla 14. Evaluacion de la Estabilidad de Emulsién (%) del aislado proteinico, a
diferentes concentraciones de proteina

Saisinisiditaitte 4 LI PRI T

99.52

.

99.70
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El incrementar la temperatura de desamidacion de 80 a 90°C (Tabla 14),
permitid una mayor desnaturalizacién proteinica y con ello, que su estructura
fuera mas abierta, permitiendo un mayor contacto del acido clorhidrico con los
residuos de aparagina y glutamina. Esto permitid que la superficie expuesta de
la proteina se cargara y mediante interacciones del tipo de Van der Waals, asi
como puentes de hidrégeno, se lograra la estabilizacion de las fases aceite y
agua en su interfase. Esto se logré incluso para los aislados tratados por
periodos de tiempo més largos: desde 1 a 6 horas de desamidacion a 90°C,
obteniéndose un 100% de estabilidad de emulsion.

Sin embargo al comparar los resultados de desamidacién con la estabilidad de
emulsién de! aisiado se observé que no existe una correlacion clara entre los
grados de desamidacion y las propiedades emulsificantes. Esto puede
explicarse si se considera gue el proceso completo de desnaturalizacién térmica
y aumento de carga es mas importante, en conjunto, que el simple proceso de
desamidacién, sobre las propiedades emulsificantes. Es importante hacer
énfasis también en que para una emulsién preparada con la misma
concentracion de proteina {2.5%), tratada a BO°C pero en distintos tiempos: 1y86
horas, se obtuvieron grados de desamidacién de 3.52°D y 7.82°D
respectivamente, pero no se logra sostener ia estabilidad de emulsién que cae
de 99.52% (practicamente estable) a 0% de estabilidad de emulsién, cuando un
alto grado de desamidacion (7 .82°D) es alcanzado con un tratamiento a 80°C.

Cabe resattar que, en general, el obtener grados de desamidacion elevados
(70°D) no implicé una mejoria en las propiedades emuisificantes, por el
contrario, cuando la protelna se expuso por periodos largos (9 horas) al HCI (Ver
Fig. 11) a las mismas concentraciones {(0.12N), se provocaron cambios
estructurales que llevaron a ia pérdida de la funcionalidad, probablemente
causados por una hidrolisis. Asl también para el aislado sin desamidar se
obtuvieron valores de 0% de estabilidad de emulsion.
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Alsiado proteinico

(80°C1h)
100%

Figura 11. Comparacion de una emulsién con 0% EE y una con una EE del
100%.

oumumammmmam
probésinico.

El indice de actividad smuisificante esté definido como el drea de superficie total
de la smulsion estabilizada por gramo de proteina, 1o que da una buena idea del
érea de interfase. Para dicha determinecidn fue necesario hacer la emulsion
como cuando se determiné ia EE, al colocar la muestra en un medio con SDS, le
confiere carga a la superficie de la molécuia de la proteina, lo que hace posible
que 36 aprecien las pequefias golitas de aceile que son estsbilizadas por Ia
proteina .Entre méis poquefio sea su didmetro, mayor serd ol érea de superficie
de ta emulsion,
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indice de Activided Emulsificante

0.5%/1h
f25%/1h
8.1%/1h
0.0%%
0.26%3h
0.1%73h
0.0%5h

RN

Conc.proteine (%K) / lempo resccidn (h)

8.1%Mh
0.15480 .
3

Figura 12. Evaluacién del indice de aclividad emulsificanie del aislado proteinico
a diferentes concentracionas de prolsina y desamidacion.

Utiizando concentraciones menores de proteina (0.1%) al parecer ol indice de
actividad emuisificante se incrementa. Esto puede ser explicado por que una vez
cublerta la totalidad de la superficie de ias particulas de la emulsion, la proteina
restonie se agrega sobre las capes ya colocadas en la inleriase, y en ese
seniido, ia proleina excedente no se aprovecha on & emulsién, y se refleja en
ias cifras de la ecuaciin del IAE.




Resultados y Discusién

Los valares del Indice de actividad emulsificante de la Fig. 12 son altos si se
comparan con los valores de otras proteinas comerciales como un aislado
protelnico de soya o la proteina de levadura 41 y8 m?/g de proteina,
respectivamente) reportados previamente por Pearce y Kinsella, en1978.

Los resultados hasta este punto indican que el aislado proteinico de gluten de
mailz obtenido en este estudio se logré desamidar en condiciones controladas,
para obtener propiedades emulsificantes muy eficientes.
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7. CONCLUSIONES

4 Tras el proceso de molienda, el 98.13% del gluten presentd el tamafo de
particuia adecuado (igual o menor a 420um) para la verificacion de las
mejores propiedades emulsificantes, asi como una buena eficiencia en los
procesos de la extraccion etandlica.

& El principal componente del gluten de maiz fue la proteina (60.86%10.59).
Los carbohidratos (19.58%) y la grasa (4.610.55%) constituyeson las
fracciones mas abundantes después de |a proteina.

+ Con el proceso de extraccion de proteina realizado con etanol al 70% a
pH=11 permitié obtener aistados proteinicos con contenidos de proteina
mayores al 80%, con bajos porcentajes de carbohidratos (2.1710.18%) y
grasa (1.5%), que son caracteristicas atractivas para su posible uso como
aditivo alimentario.

4 Para la obtencidn de un aislado proteinico atractivo para la industria se
sugiere realizar la extraccién etantlica a 45°C/20 min, con lo que se
obtiene un rendimiento de extraccion del 80% con los gastos de tiempo y
energia bajos en comparacién cen el resto de las condiciones analizadas.

+ Las condiciones de extraccitn de proteina permitieron extraer a la mayor
parte de las proteinas presentes en el giuten de maiz. Las proteinas
encontradas en el aistado fueron: las a zelnas de 19 y 22 kDa, con sus
correspondientes dimerc (44kDa} y trimero (66 kDa), las y zelnas de 50 y
26 kDa y la B zeina de 18 kDa, la globulina de 31 kDa.

68



Conclusiones

Las proteinas mas abundantes tanto en el gluten de malz como en su
aislado fueron las o zeinas encontrandose en un 41.8%, seguidas en
abundancia por las y zeinas con un 32.5%, la p zeina con 14.9% v la
globulina en un 10.7%.

El acido glutamico y la glutamina constituyen casi la quinta parte del total
de los aminoacidos, lo que sugiere cambios importantes en la estructura y
propiedades de las protelnas presentes an el aislado al someterlas a una
reaccién de desamidacion,

Se obtuvieron grados mayores de desamidacitn al elevar la temperatura
de 80 a 90°C en aproximadamente 2.3°D.

El grado de desamidacién aumentd en funcion del tiempo de reaccion
cuatro veces mas a una concentracion de 0.5%, et doble a 1.25% y 0.2%
a una concentracidn de 2.5% de proteina.

Se presentd un efecto negativo de la concentracién de protelna en el
grado de desamidacion de cuatro veces mas. Por ejemplc a una
concentracién de 0.5% se obtuvieron 28°D y a 2.5% de protelna se
obtuvieron 6.62°D a 90°C.

Al aumentar la concentraciéon de proteina se obtuvieron menores grados
de desamidacion. Por ejemplo a B0°C disminuyeron los grados de
desamidacién de 27.90°D a 3.52°D a la misma concentracién 0.5%.

La utilizacion de etanol al 70% permitié obtener grados de desamidacién
muy elevados, en comparacidn con los reportados en medio acucso.
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& Cuando el aislado protelnico se desamida por pericdos de 1 a 3 horas a
80°C se obtiene una estabilidad de emulsién del 100% utilizando
concentraciones del 0.1% de protelna.

& Por ofra parte se logré observar que al incrementar la temperatura de
desamidacion a 90°C, la proteina se desnaturaliza mas y con ello se hace
mucho mas abierta su estructura, lo que permite una estabilizacion de las
fases aceite y agua en su interfase. Esto se logra inclusive por periodos
de tiempo mas largos desde 1 a B horas de desamidacién lograndose un
100% de estabilidad de emulsién.
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ANEXO

Protocolos de Técnicas Experimentales

Cuantificacién de proteina soluble por el método de Lowry modificado

(Petorson, 1977).

CURVA PATRON

Construccién de la curva patrén de proteina soluble

Pesar la cantidad en g de albtimina sérica bovina (ASB) para tener una
concentracion de 1 mg/mL.

Para hacer la curva patrén, la solucidén estandar de proteina debe tener
0.01 mg/mlL

Se debe realizar una dilucién 1:10.

Para una serie de 10 tubos se necesitan 6 m! de la solucién de ASB con
una concentracion de 0.1 mg/mL.

Se reatiza por duplicado por lo tanto se necesitan 12 mL de la solucién de
ASB a una concentracién de 0.1 mg/mL

Esta dilucién se prepara antes de iniciar la t€cnica.

Cuitatasitin Taspt o
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PREPARACION DE REACTIVOS:
a) Solucidn de CTC (Carbonato de sodio, Tarirato de potasio, Sulfato de

cobree«5H;0)

Concentraciones finales: Na,CO; 10%,. CuSQ45H0 0.1%, Tartrato de K
0.2%

b) Solucidn de NaOH 0.8 N

c) Solucion de SDS al 10%

Solucién B: Reactivo de Folin-Ciocalteu-feno! (marca sigma), hacer una ditucién

1.6. Se prepara antes de desarrollar la determinacion.

Solucién A: Se mezclan voliimenes iguales de las siguientes soluciones en el

mismo orden: CTC, NaOH y SDS. Esta solucidn A se prepara momentos antes de

empezar la técnica.

DESARROLLO

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

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

Con agitacién continua (vortex) se le agrega a tubo por tubo 1 mbL de la
solucion A y se deja reposar 10 minutos a temperatura ambiente.

Al ttrmino de los 10 minutos se le agrega a cada tubo 0.5 mL de ia solucién
B con agitacion continua y se deja desarrollar la reaccion durante 30 min.

Después de los 30 minutos se lee la absorbancia a 750 nm. La reaccion es
estable hasta los 120 minutos de iniciada esta.

78



Anexp (Técnicas Experimentales)

Técnica para determinar Carbohidratos totales por el método de Fenol-
Sulfirico (Dubols et.al. 1956)

Preparar una curva patron de glucosa:
+ Preparar 100 mL de una solucién de fenol al 5% (pesar 5g de fenol y llevar
al aforo con agua destilada).
¢ Preparar un stock de glucosa de concentracién de 100pg/mL.

Curva patrén de glucosa:

SN I O T CaS R TR P

|

1000

» Se debe tener la solucién de glucosa en un volumen de 1mL
* Adicionar con agitacin 1mL de fenol al5% (en campana)
» Adicionar con agitacidn constante y lentamente SmL de H2S04 concentrado
(en campana). Leer a 430nm (sensibilidad alta).
Nota; Tanto la curva como la medicion de las muestras se hace por triplicado.
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TECNICA PARA DETERMINAR EL GRADO DE DESAMIDACION.

Para determinar e} grado de desamidacién se utilizé un kit enzimatico para la
deteccion de amoniaco (Ammonia UV-Method, R-Biopharm-Roche). Se
fundamenta en que el amoniaco, en presencia de glutamato deshidrogenasa y
Nicotina adenina dinucledtido reducido (NADH), reacciona con 2-oxoglutarato a L-
glutamato, y el NADH se oxida.

2-oxoglutarato + NADH +NH," - GIDH  L-glutamato + NAD" + HO

Donde GIDH es la enzima glutamato deshidrogenasa

Durante la reaccion, la cantidad de NADH oxidada es estequeométricamente
equivalente a la cantidad de amoniaco. EI NADH se mide por absorbancia a 340
nm, es una determinacién indirecta de !a cantidad de amonio liberado durante la
reaccién de desamidacion.

Una vez desamidada y neutralizada la muestra se centrifugé a
10000rmp/30minutos/4°C,

¢ Adicionar 1 tableta NADH y 1mL de buffer oxoglutarato, Vortexear.
+ Esperar 5 minutos y leer a 340nm)
o Determinar la cantidad liberada de amonic mediante la férmula:

C NH{' * MV AA(gll)

=V

e*d*v*1000

V = volumen final = 0.32 mL

v= volumen muestra = 0.1mL

MV= peso molecular de la sustancia de ensayo = 17.03 g/mol

d= light path (cm)= 1

& = coeficiente de extincién molar del NADH a 340 nm = 6.3 (mmol" * cm™)
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Por consiguiente el contenido de NHy' :

Contenido de amonio =.C NH,'(g amonio/ L muestra) * 100 (g/100g)

Peso de muestra (g/L muestra)

Una vez determinado el contenido de amonio, se cuantifican el contenido de
asparagina y glutamina de la muestra para determinar el grado de desamidacion,
ya que se parte del hecho de que el amino liberado en la desmidacion proviene de
estos aminoacidos, y més especificamente del grupo amida.
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