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RESUMEN

La elaboracién de peliculas a base de proteinas obtenidas a partir de la semilla
de chia, ha llegado a considerarse como una alternativa para la sustitucion de
empaques elaborados a base de polimeros sintéticos obtenidos industrialmente

(Damodaran 1997). En este trabajo se estudiaron las fracciones presentes en
el concentrado de proteina obtenido de la semilla de chia. Mediante técnicas de
electroforesis (Tris-tricina-SDS, Schagger y Von Jagow 1987) y cromatografia
de liquidos de alta resolucion (HPLC), se llevé a cabo la caracterizacion de los
conglomerados proteinicos.

El concentrado de proteina que se extrae de las semillas de chia se compone
de ocho conglomerados, segun la técnica de electroforesis, en el que los pesos
moleculares correspondientes, estdn en un intervalo de 55 al12 kDa, las
fracciones que se presentan en mayor concentracion tienen un peso molecular
de 24 a 33 kDa. Por otro lado, segun la técnica de HPLC el concentrado
presenta nueve conglomerados, con pesos moleculares entre 163 a 7 kDa, la
fraccion de mayor concentracién es la de 163 kDa.

El extracto obtenido presenté alrededor de 13% de carbohidratos no digeribles
cuya fuente principal es el mucilago propio de la semilla; se observé que éstos
pueden hidrolizarse con soluciones acidas aunado a un tratamiento térmico con
agitacion. El concentrado proteinico una vez hidrolizado, mantuvo las
propiedades necesarias para la formacién de peliculas, con una ligera
diferencia en el color de la pelicula elaborada, es decir una pelicula mas

oscura.



INTRODUCCION

Hoy en dia el uso de plasticos para envases y empaques de los alimentos ha
llegado a formar la mayor parte de la basura generada en todo el planeta
ocasionando serios problemas de contaminacion; a pesar de ser un material
reciclable, nunca desaparece porque no es posible degradarlo.

Las peliculas o cubiertas comestibles pueden ejercer la funcién de proteccion
contra la pérdida de humedad, barrera contra el oxigeno y pérdida de aroma,
entre otras; manteniendo lo mas integro posible al alimento durante el
almacenamiento, transportacién y venta del mismo, y pueden funcionar como
una alternativa para sustituir a los plasticos (Damodaran 1997).

Las cubiertas o peliculas a base de proteinas en general, exhiben una alta
permeabilidad al vapor de agua, ademas de buenas propiedades de barrera al
oxigeno en ambientes de baja humedad relativa, como por ejemplo las
peliculas formadas a base de colageno, gluten de trigo y proteina de soya,
entre otras (Gennadios y Weller 1990).

Se ha reportado en estudios previos (Hernandez 2007), que a partir de la
semilla de chia se obtiene un extracto de proteinas, con el cual se logra la
formacién de una pelicula. Este concentrado a su vez se compone de distintas
fracciones de proteinas. Este estudio tiene como objetivo caracterizar aquellos
conglomerados que son importantes para la elaboracién de peliculas, mediante
el conocimiento de sus pesos moleculares utilizando técnicas de electroforesis
y cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC). Con esta informacién es
posible mejorar la calidad de la pelicula, utilizando sélo aquellas fracciones
importantes o en su defecto las convenientes combinaciones de las mismas;

reducir el tiempo de preparacién de la misma; obtener mejores rendimientos de



la pelicula y en general optimizar el proceso de obtencidén de la pelicula, sin

que éste afecte a las propiedades mecanicas de la pelicula formada.



Capitulo 1. ANTECEDENTES

1.1 La chia (Salvia hispanica, L.)

Hay evidencia cientifica que muestra que la semilla de chia (Salvia hispanica,
L.) comenz6 a usarse en la alimentacion humana unos 3,500 afios antes de
Cristo y se convirti6 en un cultivo basico en el centro de México entre 1,500 y
900 arios antes de Cristo. La semilla de chia fue utilizada como alimento por los
indios del oeste y del sur de México. Los Aztecas la consumian debido a su
aporte energético. Se ha encontrado que este alimento es una buena fuente de
acidos grasos Q-3, proteina y fibra dietética. EI mucilago de la semilla puede
ser util como aditivo alimenticio (Beltran-Orozco y Romero 2007).

Se ha determinado que las semillas de chia contienen cantidades de aceite que
varian entre 32 a 39%. La semilla de chia contiene de 19 a 23% de proteina y
es también una fuente de proteina de facil absorcion y digestion (Beltran-

Orozco y Romero 2007).

1.1.1 Caracteristicas botanicas

El término chia se refiere a un pequefo grupo de plantas anuales
pertenecientes a la familia Lameaceae, nativas del suroeste de California,
Texas, México y América Central. Son caracteristicas generales de la especie
hispanica poseer plantas anuales, con altura de un metro, con periodo de
florecimiento en julio y agosto; crecen en suelos arcillosos o arenosos que
estén bien drenados incluso en zonas aridas; no toleran las heladas ni crecen

en la sombra (Beltran-Orozco y Romero 2007).



La Salvia hispanica L. cuenta con varios nombres comunes como salvia
espanola, artemisa espanola, chia mexicana, chia negra o simplemente chia.
La variedad nativa de la Republica Mexicana es la chionocalyx fernald. La
figura 1 muestra una fotografia de la semilla de chia (Beltran-Orozco y Romero

2007).

Fig. 1 Fotografia de la semilla de chia (tamafio de 2 mm aproximadamente).

1.2 Proteinas

La estructura primaria de las proteinas esta formada por enlaces peptidicos
entre unidades simples, llamadas aminoacidos. La estructura secundaria suele
formarse mediante giros hacia atras, en los que las cadenas polipeptidicas se
doblan sobre si mismas por formacion de puentes de hidrégeno (Damodaran
1997).

Las cadenas polipeptidicas se encuentran estabilizadas por numerosas
interacciones, como fuerzas hidrofébicas, puentes de hidrégeno e interacciones
electrostaticas que les proporcionan una disposicion espacial y una orientacion
de las cadenas laterales de los aminoacidos constitutivos, asi como de sus

propiedades funcionales (Damodaran 1997).



Ademas de las interacciones covalentes y no covalentes, la estabilidad de las
conformaciones proteinicas se ve afectada por el disolvente, ya que las
proteinas contienen cadenas laterales hidrofobas e hidrofilas, que tienden a
alejarse y agruparse o a desplegarse y exponerse al agua, segun sea el caso.
En el interior de la molécula de proteina, ocurren tres tipos de agua: (1)
moléculas de agua atrapadas en el seno de la proteina, que rellenan los
huecos que quedan en el empaquetamiento de las cadenas laterales; (2)
moléculas de agua parcialmente ordenadas (con temperaturas de congelacion);
(3) moléculas de agua fuertemente unidas que forman la primera monocapa
que cubre la superficie y ofrece modificaciones estructurales (agua ligada)

(Damodaran 1997).

1.2.1 Cambios conformacionales: desnaturalizaciéon térmica y coagulacion
Se distinguen dos tipos de cambios estructurales: (1) interacciones entre
grupos de las cadenas laterales de los polipéptidos, que dan origen a
asociacién, coagulacién, floculacién y precipitacién (2) interacciones entre la
cadena y el disolvente, que permite la disolucion, la disociacion, el
hinchamiento y la desnaturalizacién (Fennema 1996).

El calor, las sales, los cambios de pH, los disolventes organicos y los agentes
desnaturalizantes pueden inducir modificaciones en la estructura de la proteina
(Fennema 1996).

La estabilidad de las proteinas es de particular importancia en la determinacién
de su funcionalidad en sistemas alimenticios. Esto es, porque una propiedad
funcional esta gobernada por un estado conformacional especifico de la

proteina y cualquier alteracion de ese estado afecta su funcionalidad. La



desnaturalizacién de las proteinas es un prerrequisito para que puedan mostrar
cualquier propiedad funcional (Damodaran 1997).

La desnaturalizacién de las proteinas se ha definido como un proceso o
secuencia de procesos en el que el arreglo espacial de la proteina es
modificado a partir de una forma nativa o tipica a un arreglo mas desordenado.
Dependiendo de la proteina, la desnaturalizacién puede estar confinada a una
regidbn de la proteina o involucrar a la molécula completa, que refleja una
naturaleza cooperativa de transicion a partir de un estado de conformacién
nativa a un estado de minima estructura (Damodaran 1997).

Uno de los métodos mas comunes de desnaturalizacion es su calentamiento en
solucién. El calentamiento de proteinas globulares en agua o disolventes,
incrementa su movimiento térmico, permitiendo la ruptura de varios enlaces
intermoleculares e intramoleculares que estabilizan la estructura nativa de la
proteina. El resultado es la reorganizacién de la configuracidén secundaria y
terciara, donde estaban anteriormente residuos de aminoacidos “hidrofébicos”
orientados hacia el interior, que se exponen al solvente (Damodaran 1997).

La coagulacion térmica es la interaccion al azar de las moléculas de proteina
mediante un tratamiento térmico, permitiendo la formacién de agregados que
podrian ser solubles o insolubles (precipitados), la gelacién térmica, por otro
lado, es la formacion de una red tri-dimensional que muestra cierto grado de
ordenamiento. Para proteinas monoméricas la coagulacion, esta normalmente
precedida por la desnaturalizaciéon. Para proteinas oligoméricas con complejos
estructurales cuaternarios, el calor puede causar la asociacién/disociacién de
los oligdmeros, y la perturbacion de su estructura cuaternaria puede dar como

resultado la agregacion (Damodaran 1997).
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Las moléculas de proteina desdobladas se asocian mediante interacciones
intermoleculares para formar agregados de moléculas irreversiblemente
desnaturalizadas, que pueden dar lugar a la precipitacion coagulacién o
gelacién. La formacion de una matriz de gel térmicamente inducida o de una

coagulacién a partir de proteinas involucra los tres eventos siguientes:

Desnaturalizacién —— > Agregacion ——» Enlace

La agregacion proteinica involucra la formacién de complejos de alto peso
molecular a partir de proteinas desnaturalizadas, que son enlazadas por
enlaces especificos en sitios especificos de las cadenas proteinicas o mediante
enlaces no especificos dentro de las cadenas de proteinas. Los pasos iniciales
de una coagulacion térmica en soluciones acuosas de proteinas son:

1. Disociacién reversible de la estructura cuaternaria dentro de
subunidades o de mondmeros.

2. Desnaturalizacién irreversible de las estructuras secundaria y terciaria.
La disociacién y desdoblamiento de las moléculas de proteinas incrementan la
exposicion de grupos reactivos, especialmente, grupos hidrofébicos de
proteinas globulares. Las interacciones proteina-proteina, se ven de esta
manera favorecidas y normalmente causan la agregacion, siempre que la
concentracion de proteina y las condiciones termodindmicas sean Optimas para
la formacién de la estructura terciaria. Las interacciones hidrofébicas se
involucran tanto en la agregaciéon como en la gelaciéon. Las interacciones
hidrofobicas no-especificas se han implicado en las reacciones disociativas-
asociativas que inicien la agregacién o gelacién y que también le proporcionan
la fuerza y estabilidad a los geles de proteina durante el enfriamiento

(Damodaran 1997).
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1.2.1.1 Factores que afectan la desnaturalizacion

o Calor. Dependiendo de las propiedades moleculares de las proteinas,
en su desdoblamiento resultan dos tipos de interacciones. Las proteinas que
contienen niveles altos de residuos de aminoacidos apolares, que producen
agregaciones al azar mediante interacciones hidrofobicas, resultando en un
coagulo o precipitado opaco. Por otro lado las proteinas que contienen niveles
criticamente bajos de residuos de aminoacidos apolares forman agregados
solubles, que son térmicamente reversibles, redes de gel transparentes una
vez enfriados. Cuando las condiciones de calentamiento son extremas, la
proteina puede no tener tiempo suficiente para alinearse por si misma en un
nuevo ordenamiento. En estas circunstancias se forman agregados
pobremente hidratados o precipitados con una matriz muy compacta
(Damodaran 1997).

o pH. Puede relacionarse con el desdoblamiento de las proteinas y
activacién de grupos sulfhidrilos. A pH isoeléctricos, la falta de fuerzas de
repulsion inhibe el desdoblamiento de proteinas. A pH alejados de los puntos
isoeléctricos se inducen fuerzas repulsivas mediante proteinas altamente
cargadas y como resultado, su desdoblamiento. La exposicion prolongada a pH
extremadamente altos, sin embargo suprime la formacion del agregado. A
valores fuertemente basicos los grupos carboxilatos-fendlicos e interacciones
de grupos carboxilatos amino protonados (NH3*) son inhibidos; esto interfiere

con los enlaces de agregados y afecta la formacién del gel (Damodaran 1997).
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. Azucares y polioles. Los azlcares protegen a las proteinas de la
pérdida de solubilidad durante el secado y pueden inhibir la coagulacién. Los
niveles bajos de azucares incrementan el nimero de asociaciones hidrofébicas
evidenciados mediante el incremento en la superficie hidrofébica; como los
niveles de azlucar se incrementan, estas interacciones se refuerzan. Los
polioles disminuyen la constante dieléctrica del medio e interacttan con
cadenas de proteinas no-polares, debilitando interacciones hidrofobicas y asi
disminuye la estabilidad térmica (Damodaran 1997).

o Modificadores de proteina. Se ha sugerido que el dodecil sulfato de
sodio (SDS) estabiliza la proteina mediante la formaciéon de enlaces entre

grupos cargados positivamente (Damodaran 1997).

1.2.2 Propiedades funcionales de las proteinas

Son aquellas propiedades fisicoquimicas que les permiten contribuir a que los
alimentos exhiban caracteristicas deseables. Las propiedades funcionales de
una proteina estan relacionadas con las caracteristicas fisicas, quimicas y
conformacionales, las cuales incluyen el tamafo, la forma, la composicion y
secuencia de aminoacidos, la carga y la distribucién de la carga (factores
intrinsecos), asi como del medio que los rodea, que en ocasiones puede
modificarse, pH, fuerza ibénica, temperatura, actividad acuosa, constante
dieléctrica (factores extrinsecos) (Badui 1993).

El término “funcionalidad” es aplicado a los ingredientes de los alimentos, que
se han definido como cualquier propiedad extra aparte de las propiedades
nutricionales que influyen en la utilidad de los ingredientes de los alimentos.

Las proteinas son de particular importancia, debido a que juegan un papel

13



significativo en las caracteristicas sensoriales de textura, asi como las
nutricionales de diversos productos alimenticios y tienen la habilidad para
actuar como una matriz para contener agua, lipidos, azucares, sabores y otros
ingredientes durante la formacién de geles y agregados (Damodaran 1997).
Las propiedades funcionales estan relacionadas con las propiedades fisicas,
quimicas y conformacionales, que incluyen tamaro, forma, composicién y
secuencia de aminoacidos, su carga y su distribucibn de carga. Las
propiedades de las proteinas de alimentos que afectan la funcionalidad
incluyen, proporcidén de hidrofobicidad/hidrofilia, estructura secundaria, terciaria
y cuaternaria, arreglo de segmentos polipeptidicos, enlaces intra e
intermoleculares y la flexibilidad/rigidez de la proteina como una respuesta a
las condiciones externas (Damodaran 1997).

Las propiedades funcionales de la proteinas se pueden clasificar en tres
grandes grupos: a) propiedades de hidratacion dependientes de las
interacciones proteina-agua, b) propiedades relacionadas con las interacciones
proteina-proteina y c) propiedades de superficie. Al primer grupo pertenecen
propiedades tales como la absorcion y retencion de agua, la humectabilidad, el
hinchamiento, la adhesion, la dispersabilidad, la solubilidad y la viscosidad, a
las que con frecuencia se hace referencia con el término propiedades
hidrodinamicas. Las del segundo grupo participan en procesos tales como la
precipitacion y la formaciéon de geles y otras estructuras. El tercer grupo de
propiedades esta relacionado fundamentalmente con la tensién superficial, la
emulsificacién y las caracteristicas espumantes de la proteina. Estos tres
grupos no son totalmente independientes; por ejemplo, la formacién de geles

no solo implica interacciones proteina-proteina, sino también interacciones
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proteina-agua y la viscosidad y la solubilidad dependen de las interacciones

proteina agua y proteina-proteina (Fennema 1996).

1.2.3 Técnicas de separacion de proteinas

Muchas de las técnicas de separacién de proteinas tienen como finalidad la
produccién de alimentos o la produccion de ingredientes para la formulacién de
alimentos; mientras otros se utilizan para purificar proteinas a partir de una
matriz alimenticia. Estas técnicas de separacidn explotan las diferencias
bioquimicas de las proteinas tales como su solubilidad, tamafo, carga,

caracteristicas de absorcion y afinidad con otras moléculas (Nielsen 2003).

1.2.3.1 Cromatografia

La cromatografia es un método tanto fisico como quimico de separacién, que
se distingue por poner en contacto dos fases inmiscibles: una estacionaria y
otra movil. Una muestra que se introduce en la fase movil, es transportada a lo
largo de la columna que contiene una fase estacionaria distribuida. Las
especies de la muestra experimentan interacciones repetidas entre la fase
movil y la fase estacionaria; si son eficientes ambas fases, los componentes de
la muestra se separan gradualmente en bandas en la fase mévil. Al final del
proceso los componentes separados emergen en orden creciente de
interaccién con la fase estacionaria; el menos retardado emerge primero, el

mas retenido eluye al ultimo (Willard 1991).
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1.2.3.1.1 Cromatografia liquida de alta eficiencia (High performance liquid
chromatography)

Es definida como la separacién de compuestos mediante absorcién o desorcion
desde una superficie de soporte, sélida mediante un solvente conocido como
eluyente (Nielsen 2003).

La cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), es capaz de separar
macromoléculas y especies idnicas, productos naturales labiles, materiales
poliméricos y gran variedad de otros grupos polifuncionales de alto peso
molecular (Nielsen 2003).

En la HPLC el compuesto pasa por la columna cromatografica a través de la
fase estacionaria mediante el bombeo de liquido (fase mavil) a alta presion a
través de la columna. La muestra a analizar es introducida en pequenas
cantidades y sus componentes se retrasan diferencialmente dependiendo de
las interacciones quimicas o fisicas con la fase estacionaria a medida que

adelantan a traves de la columna (Willard 1991).

1.2.3.1.2 Cromatografia de exclusiéon molecular

Se basa en el radio de Stokes de la proteina, que es el promedio del radio de
proteina en solucién. También conocida como filtracion en gel o cromatografia
de permeacion en gel, separa las proteinas en base a su tamario. Una solucién
de proteina eluye a través de una columna empacada con un soporte solido de
largos polimeros entrecruzados, cuyas particulas son esferas porosas, como

agarosa o dextrana. Las moléculas grandes que son excluidas de los poros de
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las esferas de la matriz se mueven rapidamente a través de la columna vy
eluyen de la comuna en corto tiempo. Las moléculas pequefias entran en los
poros de las esferas y son retardadas, por lo que su movimiento a través de la
columna es lento. Las moléculas de tamano intermedio interactian de manera
parcial con las esferas y eluyen en tiempos intermedios (Nielsen 2003).

Las esferas tienen distintos promedios de tamafo de poro que permiten la
eficiente separacién de fracciones de proteinas de diferente pesos moleculares.
Generalmente se usa para la separacién de sales, fracciones de proteina, y
para estimar sus pesos moleculares. Se trata de una cromatografia de baja
resolucién de forma que se suele utilizar en los pasos finales del proceso de
purificacion. También es muy Uutil para la determinacién de la estructura

terciaria y la estructura cuaternaria de las proteinas purificadas (Nielsen 2003).

1.2.3.2 Deteccidn de proteinas en geles de electroforesis

La electroforesis se define como la migracibn de moléculas cargadas en
solucién sometidas a un campo eléctrico. Las proteinas son separadas de su
mezcla compleja en bandas, por la migracién de buffers acuosos que pasan a
través de una matriz sélida polimérica llamada gel. Los geles de poliacrilamida
son la matriz mas comun para la electroforesis de proteinas (Nielsen 2003).
Cuando una mezcla de moléculas ionizadas y con carga neta es colocada en
un campo eléctrico, experimenta una fuerza de atraccion hacia el polo que
posee carga opuesta; dejando transcurrir cierto tiempo las moléculas cargadas
positivamente se desplazaran hacia el catodo (el polo negativo) y aquellas

cargadas negativamente se desplazaran hacia el anodo (el polo positivo).
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Permite la separacion de proteinas con diferente peso molecular y carga
eléctrica (Andrews 1986).

La carga positiva 0 negativa de las proteinas, depende del pH de la solucién y
de su propio pl. Una proteina se encuentra negativamente cargada si el pH de
la solucién se encuentra por encima del pl, mientras que una proteina esta
cargada positivamente si el pH de la solucion estd por debajo del pl. La
magnitud de la carga y el voltaje aplicado determinaran que tanto migra la
proteina en el campo eléctrico. Cuanto mayor es el voltaje y mayor es la carga
en la proteina, mayor es la migracion dentro del campo eléctrico. El peso
molecular y la forma de la proteina determinan la distancia que migra, dentro
del gel. La movilidad de la proteina disminuye cuando aumenta la fraccidon
molecular, y a la vez aumenta el radio de Stokes, por lo tanto las proteinas
pequenas tienden a migrar mas rapido a través del gel. Del mismo modo
disminuyendo el tamano del poro del gel, disminuira la movilidad (Nielsen
2003).

. Una electroforesis desnaturalizante, la mas comun, es la que somete a
las proteinas a migracién asegurando la completa desnaturalizacién (pérdida
de la estructura tridimensional). En esta situacion la migracién es proporcional
a la carga y al tamafno de la molécula pero no a su forma. El agente
desnaturalizante mas empleado es el dodecil sulfato de sodio o SDS, un
detergente (Andrews 1986).

. Una electroforesis nativa es la que somete a las proteinas a migracion
sin desnaturalizacion. En esta situacién las proteinas migran en funcién de su
carga, de su tamano y de su forma. Ademas se mantienen en ciertos casos las

interacciones entre subunidades y entre proteinas, separandose los complejos.
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Los buffers empleados en estos caso son: tris-glicina (intervalo de pH 8.3 a
9.5), tris-borato (intervalo de pH 7.0 a 8.5) y tris-acetato (intervalo de pH 7.2 a
8.5) (Andrews 1986).

. Geles de Tris-Tricina-SDS, usados para una mayor resolucién en la
separacién de proteinas de bajo peso molecular alrededor de 5 a 20 kDa

(Schagger y Von Jagow 1987).

1.2.3.2.1 Tipos de electroforesis

o SDS-PAGE (dodecil sulfato de sodio-poliacrilamide gel electrophoresis)
o Geles en gradiente (isolectroenfoque)

J Electroforesis bidimensional

J Deteccién de proteinas en el gel

J Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida.

1.2.3.3 Ultrafiltracion

El proceso de ultrafiltracion se basa en la separacion de particulas que se
encuentran por debajo del tamafio de poro de una membrana semipermeable,
aplicando presion. Las moléculas que son mas grandes que el poro de la
membrana seran retenidas y forman parte del concentrado, mientras las
moléculas pequenas que atraviesan la membrana llegan a formar el permeado
(Nielsen 2003).

La ultrafiltracién puede utilizarse para concentrar una solucién de proteina, para

la remocidén de sales, fraccionar proteinas con base en su peso molecular.
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Actualmente se utiliza para concentrar leche en la elaboracién de queso y para

la manufactura de productos de proteina de trigo (Nielsen 2003).

1.3 Peliculas comestibles

Las cubiertas y peliculas comestibles se han utilizado en alimentos para
protegerlos del ataque microbiano y prevenir la pérdida de actividad acuosa
durante el almacenamiento de los mismos (Damodaran 1997).

Algunos biopolimeros, incluyendo los polisacéaridos, proteinas y lipidos se han
usado como peliculas biodegradables. Las proteinas mas estudiadas son las
de gelatina, proteina de soya, de trigo y de maiz (Bamdad et al. 2006).

Las peliculas comestibles se definen como una o varias capas de material que
puede ser consumido por los seres vivos y que a su vez pueden actuar como
barrera a la transferencia de agua, gases y solutos de alimentos (Bamdad et al.
20086).

Algunas de las ventajas de las peliculas comparadas en particular con
materiales poliméricos de empaque son:

v Representan un material ideal de empaque por constituirse de
materiales renovables, y de esa forma no contamina.

v Pueden consumirse junto con el producto empacado.

v Pueden suplementar el valor nutricional de los alimentos,
particularmente aquellas que se forman a partir de proteinas.

v Pueden utilizarse para un empacado individual de porciones pequenas
de producto.

Entre otras funciones (Gennadios y Weller 1990).
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En muchas aplicaciones de alimentos, la funcidn mas importante de las
peliculas comestibles, es la reduccion de la pérdida de humedad, funcionando

como barreras al vapor de agua, gases y solutos (Gennadios et al. 1997).

1.3.1 Las proteinas como componentes de las peliculas comestibles

Las proteinas como componentes de las peliculas hacen que estas exhiban un
valor relativamente alto de permeabilidad al vapor de agua, de dos a cuatro
veces mayor que el de los empaques poliméricos comunmente conocidos,
como polietileno, polipropileno y poliéster, entre otros. La resistencia limite de
la permeabilidad al vapor de agua, por parte de las peliculas compuestas por
proteinas es atribuida a la inherente hidrofilia de las mismas, y la hidrofilia de
los plastificantes utilizados como el gricerol y sorbitol, que son incorporados
con la finalidad de brindarle flexibilidad a la pelicula. Las proteinas mas
estudiadas son: colageno, gelatina, proteinas de leche, de cereales y de
semillas (Gennadios et al. 1997). Ademas reducen la fragilidad de la pelicula
debido a que interfiere con enlaces de puentes de hidrogeno entre moléculas

lipidicas e hidrocoloides (Tharanathan 2003).
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1.3.1.1 Efecto de la estructura y composicion de las proteinas en las
propiedades de las peliculas

En su estado nativo, las proteinas generalmente existen ya sea como proteinas
fibrosas, las cuales son insolubles en agua, o como proteinas globulares, las
que son solubles en soluciones acuosas de acidos, bases o sales. Las
proteinas fibrosas se asocian en general a través de puentes de hidrégeno. Las
proteinas globulares involucran estructuras esferoidales, que se mantienen
unidas a través de combinaciones de puentes de hidrégeno, enlaces idnicos,
hidrofébicos y covalentes (disulfuro) (Damodaran 1997).

Varias proteinas globulares incluyendo, gluten de trigo, zeina de maiz, proteina
de soya y proteina de trigo, han sido estudiadas por su propiedad de ser
formadoras de peliculas. Las peliculas de proteinas en general, se elaboran a
partir de dispersiones o0 soluciones de la proteina en la que el disolvente se
evapora. El disolvente es generalmente agua, etanol, o0 mezclas de etanol-agua
(Damodaran 1997).

Las proteinas globulares deben ser desnaturalizadas con calor, acidos, bases y
disolventes con el fin de formar estructuras que se requieren para la formacion
de la pelicula. Una vez extendidas las cadenas de proteina, pueden asociarse
mediante puentes de hidrégeno, enlaces idnicos y covalentes. La interaccién
proteina-proteina que produce una pelicula cohesiva es afectada por el grado
de extension de la cadena y de la naturaleza y secuencia de sus residuos de
aminoé&cidos (Damodaran 1997).

El incremento de las interacciones proteina-proteina en la cadena, da como
resultado peliculas mas fuertes pero menos flexibles, estas interacciones se

pueden asociar mediante puentes de hidrégeno o enlaces idnicos, resultando
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peliculas con excelentes propiedades de barrera al oxigeno pero susceptibles a
una baja humedad relativa. Los polimeros en los que predominan grupos
hidrofébicos, tienden a ser malas barreras al oxigeno pero excelentes barreras
a la humedad. De esa manera las peliculas formadas a base de proteinas con
baja permeabilidad al vapor agua requieren la adicién de componentes lipidicos
(Damodaran 1997).

A menudo pueden agregarse plastificantes de bajo peso molecular a las
peliculas de proteina para reducir la interaccion proteina-proteina. Los
plastificantes mas utilizados incluyen mono-, di-, y oligosacaridos, polioles y

lipidos (Damodaran 1997).

1.3.2 Elaboracion de peliculas

La elaboracion de peliculas consiste principalmente en la interaccién de dos
componentes; un polimero de alto peso molecular y el plastificante. La adicion
de wun agente plastificante es necesaria para reducir las fuerzas
intermoleculares entre las proteinas, le da rigidez a la estructura y le confiere
propiedades mecénicas a las peliculas (Gennadios y Weller 1990). El
plastificante se ha definido como una molécula pequena, con baja volatilidad,
cuya adicién permite una modificacién de la estructura tridimensional del
polimero, ya que contiene grupos polares que pueden interactuar con algunos
grupos funcionales de las proteinas; que pueden influenciar las caracteristicas
finales de las peliculas, propiamente en las propiedades mecanicas (Bourtoom

et al. 2006).
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La formacion de peliculas ha sido descrita en dos pasos: primero, el proceso
que involucra la desnaturalizacibn de las proteinas, seguido de una
deshidratacion superficial. Durante el secado el acoplamiento de las proteinas
involucra interacciones intermoleculares, tales como enlaces disulfuro e
interacciones hidrofdbicas, para lograr la formacién de una red. También se ha
reportado que los enlaces de hidrégeno, que constituyen la estructura de la
hoja B plegada, son esenciales para la formacién de la red (Yong y Rhee 2004).
Ademas de los cambios en las propiedades funcionales de las proteinas una
vez aisladas, debido a algunos tratamientos quimicos que se pueden llevar a
cabo, como la acilacién, por ejemplo, las proteinas tienden a modificarse
durante el almacenamiento, debido a la agregacién de las moléculas de las
proteinas. Se ha reportado que las proteinas de bajo peso molecular se unen
con las de pesos moleculares altos mediante puentes disulfuro, de hidrégeno e
hidrofébicos. Las propiedades funcionales de agregados de proteinas de alto

peso molecular difieren de las de bajo peso molecular (Yong y Rhee 2004).

1.3.2.1 Aditivos en la elaboracion peliculas

Existen estudios de la elaboracién de peliculas, agregando sustancias llamadas
adjuntos, tales como antimicrobianos, antioxidantes, nutrientes, colorantes y
otros que incrementan las funciones para proteger a los alimentos, como el
acido ferulico. Esta molécula forma un enlace con las proteinas o polisacaridos
qgue mediante la disminucién de permeabilidad al oxigeno, permite incrementar
la vida de anaquel mediante la produccion de un intermediario estabilizador-

resonante de radicales libres (Ou et al. 2005). Otro de los adjuntos es la

24



pululanasa, que incrementa las propiedades de barrera al oxigeno y a la
permeabilidad al vapor de agua por medio de la formacién de puentes de

hidrégeno entre el plastificante y la pululanasa (Mahamadou et al. 2007).

1.4 Estudios previos

Hay estudios que demuestran que a partir de la semilla de chia se pueden
elaborar peliculas comestibles, a través de la interaccion de la fraccion
proteinica con un plastificante. Hernandez 2007, logr6 extraer un concentrado
de proteina que sometié a un tratamiento térmico a 70 °C por 20 minutos,
previa adicién del plastificante, y ajuste del pH a 11. Posteriormente se dejé
secar a temperatura ambiente, logrando obtener la pelicula de un color
caramelo (Hernandez 2007).

Hernandez (2007), encontrd las condiciones de pH, el tipo de plastificante asi
como la concentracién a la que se requiere, y que contribuyen a la 6ptima
elaboracién de las peliculas. A pH alcalino la elaboracién de peliculas se ve
favorecida, en comparacién de un pH acido, siendo el pH de 11 el 6ptimo y
utilizando tanto glicerol como sorbitol como plastificante a una concentracion de
50% y 75% (w/w), respectivamente (Hernandez 2007).

De la misma manera Hernandez (2007), determind que las fracciones
proteinicas de bajo peso molecular son importantes para la elaboracién de las
peliculas.

Una vez elaboradas las peliculas, se evaluaron las propiedades mecanicas y
propiedades de barrera de las mismas, comparandolas con peliculas sintéticas
y naturales que se utilizan para la proteccion de embutidos. Los resultados

obtenidos permiten determinar que las peliculas elaboradas a partir de proteina
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de chia presentan propiedades mecanicas y de barrera aceptables, ofreciendo
la posibilidad de ser probadas como barreras de proteccion en matrices
alimentarias.

Por otro lado Alvarado (2008), evalué la funcionalidad de las peliculas de
proteina de chia, empleandolas como empaque de un sistema alimenticio,
jamén serrano. Mediante la determinacion del deterioro oxidativo a través de
los radicales libres, resultdé ser superior la funcionalidad como barrera,
comparada con un plastico sintético. También determiné la cantidad de fibra
8.5 (g de fibra/100 g de pelicula) presente en las peliculas asi como la
microscopia de las mismas (Alvarado 2008).

Con el recuento anterior se identificé la necesidad de conocer a detalle qué
fracciones proteinicas presentes en el concentrado de proteina (CP), obtenidas
a partir de la semilla de chia, son las responsables de la expresion de la

funcionalidad que se relaciona con la elaboracion de peliculas.
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OBJETIVOS
e Objetivo general
v' Caracterizar las fracciones que componen al concentrado de
proteina (CP), mediante el conocimiento de sus pesos
moleculares a través de técnicas de separacion y determinar

aquellas que son necesarias para la elaboracion de peliculas.

e Objetivos particulares

v' Estudiar las condiciones de hidrélisis acida para la eliminaciéon de
mucilago residual en el concentrado de proteina (CP).

v Realizar el estudio electroforético para conocer el nimero y
pesos moleculares de las fracciones presentes en el concentrado
de proteina (CP).

v Realizar el estudio en cromatografia de exclusion molecular para
establecer el peso molecular de las fracciones presentes en el

concentrado de proteina (CP).



Capitulo 2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Diagrama general de la investigacion

Semilla de chia previamente
molida y desengrasada

Caracterizacion del CP

\ 4

solubles.

Determinacion de proteina & -
soluble.

Determinacion de contenido

|

. .-, s !
Determinacién de azdcares |
1

1

1

Obtencién del

concentrado de proteina

(CP).

de proteina total.
Determinacion de fibra total.

A 4

Electroforesis

A

HPLC.
Cromatografia de
exclusion
molecular

A 4

Determinacién de
azucares solubles.
Determinacién de

proteinas

Hidrdlisis de polisacaridos en el
concentrado CP. Purificacion de

azucares reductores

A

Ultrafiltracion. Separacion
de fracciones menores a

permeacion en gel

Permeado
1 kDa
\ Determinacion de
carbohidratos solubles.
Concentrado Determinacion de proteina
soluble.
A 4 Y \ 4
Elaboracion de peliculas Electroforesis HPLC mediante

27




2.2 Obtencion de harina desengrasada de semilla de chia

Se llevé a cabo la molienda de la semilla de chia (Salvia hispanica), cultivada
en Jalisco, proveniente de la Central de Abastos de la Cd. de México, en un
molino de la marca IKA WERKE, modelo MF 10 basic a 6000 rpm;
posteriormente se desengras6é por el método de Soxhlet, se utilizé hexano
como disolvente y se sometid a reflujo durante 6 h a 40 °C. Una vez
desengrasada la muestra, se llevd a cabo nuevamente la molienda de la
muestra; la harina obtenida se hizo pasar por un tamizador de la marca
MONITOX, No. 10 a 100, con el fin de separar las fracciones del harina segun
el tamafo de particula, a través de las mallas del numero 10, 20, 30 y 40. La
fraccién que atraveso la malla 40 es la que contiene la mayor proporcion de

proteina (Hernandez 2007).

2.3 Obtencion del concentrado de proteina de semilla de chia (CP)
El harina desengrasada con alto contenido de proteina que se obtuvo del

tamizado, se sometid a las siguientes condiciones:

1. Suspensién en agua a pH 11, ajustado con NaOH 0.1N, relacién 1:10
w/v, en agitacion continua durante 1 h. La mezcla se dej6 reposar en el
refrigerador durante toda la noche, posteriormente se centrifugd a 5000
rom durante 20 minutos y se recuper6 el sobrenadante (Bamdad et al.
2005).

2. El pH del sobrenadante se ajusté a 5.4 con HCI 0.1 N. La mezcla se

dejé reposar en el refrigerador durante toda la noche. Posteriormente se
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centrifugé a 5000 rpm durante 20 minutos; se recuperé el precipitado y
se dej6 secar en estufa de vacio de la marca MAPSA, modelo HDT-27;
a una temperatura de 50 °C toda la noche (Bamdad et al. 2005).

3. Una vez seco, el concentrado se hizo pasar por un molino casero, para

obtener un concentrado de particulas mas finas.

2.4 Caracterizacion del concentrado de proteina (CP)

Con el propésito de conocer la composicion del concentrado de proteina, se
determind el contenido de carbohidratos y proteina, respectivamente. La
técnica de fenol-sulfurico de Dubois et al. (1956), mostré el contenido de
azucares solubles totales; mientras que el contenido de proteina, se determiné
mediante el método de Kjieldahl (Método Oficial de la AOAC 981.10) para
proteina cruda y para la proteina soluble se utilizé la técnica de Lowry et al.

(1951).

2.4.1 Determinacion de fibra dietética total (FDT) en el concentrado de
proteina (CP)

La fibra total se determiné mediante el método reportado por Manas et al.
(1994). Se pesd 0.5 g de concentrado de proteina CP, que se sometié a la
accion de enzimas como la amilasa, la proteasa y la amiloglucosidasa,
posteriormente se obtuvo la fraccion de fibra soluble (FDS), asi como la
fraccion de fibra insoluble (FDI); la FDI se sometié a una hidrélisis acida con
H.SO4 12 M, durante 1 h a 35 °C, a la fraccién resultante se le denominé
lignina de Klaison. Las fracciones de FDS y FDI se caracterizaron mediante la
determinacién de acidos urdnicos y la determinacién de azucares neutros por el

método de fenol-sulfurico.
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2.5 Caracterizacion de los pesos moleculares de las fracciones
proteinicas del CP mediante electroforesis. Sistema de Tris-Tricina-SDS
(TSDS-PAGE) (Schagger y Von Jagow 1987).
Las electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida en Tris-Tricina-
SDS se utilizaron para separar con mas resolucién aquellas fracciones de
proteinas de un peso molecular entre 5 a 70 kDa.
Soluciones electroforesis TSDS-PAGE utilizadas

- Acrilamida (30% w/v acrilamida y 2.7% w/v bis-acrilamida)

- Buffer Tris-HCI/SDS (3 M Tris-HCI, 0.3% SDS)

- Glicerol 80%

- Persulfato de amonio 10%

- TEMED

- Buffer catodo, reservorio superior (100 mM Tris-HCI, 100

mM Tricina, 0.1% SDS)

- Buffer anodo, reservorio inferior (200 mM Tris-HCI, pH 8.9)

Cuadro1i. Preparacion de gel separador y concentrador para electroforesis.

Gel separador 15% Gel concentrador 4%
Acrilamida 7.5 mL 972 uL
Buffer Tris-HCI/SDS 5mL 1.86 mL
Agua 0.9 mL 4.67 mL
Glicerol 80% 1.58 mL
Persulfato de amonio*
0% 75 uL 40 uL
Temed 10 pL 4.5 uL

*Uso de persulfato de amonio recién preparado.

30




Los geles se montaron en la cadmara MINIPROTEAN Il (Bio-Rad), y en el
reservorio superior se puso el buffer del catodo y en el reservorio inferior el
buffer del &nodo.

Los polipéptidos utilizados como marcadores de peso molecular fueron;
Isomerasa Triosa Fosfato (26.6 kDa), Mioglobina (17 kDa), a-lactoalbumina
(14.2 kDa), Aprotina (6.5 kDa), Cadena insulina B (3.496 kDa) y Bradikina
(1.060 kDa) (SIGMA-AIdrich).

La preparacion de la muestra consisti6 en una suspensiéon de CP cuya
concentracion inicial fue de 10 mg/mL, a pH 11. Posteriormente el CP se
mezcld con el buffer de tratamiento (0.125 M Tris-HCI, 4% SDS, 20% glicerol,
10% mercaptoetanol, 0.01% azul de bromofenol a pH 6.8) en relacion 1:1 (v/v),
que se sometié a un tratamiento térmico por 5 minutos. Una vez preparada la
muestra, se coloc6é dentro de los pocillos de los geles y se corrieron en la
camara antes mencionada. Los geles fueron tefidos con una solucién de azul
de Coomasie (colorante que se une a los péptidos), durante la noche y al dia
siguiente se destifieron con la solucién | (50% metanol, 10% &cido acético).
Para determinar el peso de las bandas se utilizé el densitémetro modelo GS

700 Bio-Rad y el programa Quantity-One.
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2.5.1 Precipitacion de proteinas con acido tricloroacético (TCA) al 15%

Con la finalidad de llevar a cabo la purificacion de la muestra de CP, se aplicé
un tratamiento de precipitacién de proteinas, esto debido a que la muestra
presentd cierto contenido de carbohidratos que posiblemente fueron
arrastrados durante la extraccion de proteinas, y se consideraron impurezas. El
método que se utilizd fue el descrito por Biochem (Protein precipitations

procedure 2007).

2.6 Caracterizacion de los pesos moleculares de las fracciones
proteinicas del CP mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC) por permeacion en gel

Esta técnica de cromatografia se utilizé para conocer los pesos moleculares de
las fracciones que componen al CP, este método consistié en la separacion de
dichas fracciones por medio de exclusién molecular, que se basé en el tamano
molecular de las mismas.

Se prepararon disoluciones de CP en agua a pH 7, a diferentes
concentraciones con el fin de establecer la concentracién adecuada para el
estudio. Las disoluciones que se trabajaron fueron de: 1.6 y 3.2 mg/mL. Se
utilizé un buffer de fosfatos 0.1 M a pH 6.8, como fase movil; ademas de el
cromatdgrafo de liquidos de alta resolucibn Beckman 110 A, un detector
Waters 2487, Dual A absorbance y una precolumna de la marca Phenomenex.
Las condiciones que se mantuvieron en el equipo fueron de:

- Flujo 0.5 mL/min.

- Loop 200 pL

- Presidn constante de 1000 psi
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- Fase movil buffer de fosfatos 0.1 M, pH 6.8

- Columna BioSep-SEC-S2000, marca Phenomenex

- Precolumna Phenomenex

- Tiempo de ensayo 40 minutos

Los estandares que se usaron fueron los polipéptidos utilizados como
marcadores de peso molecular de la marca BIORAD: Tiroglobulina (670 kDa),
Bovina y-globulina (158 kDa), Ovoalbumina de gallina (44 kDa), Mioglobulina de

equino (17 kDa) y Vitamina B12 (1.35 kDa).

2.7 Hidrdlisis acida de polisacaridos

Una suspensién de CP pH 11 se sometié a una hidrélisis acida. Para llevar a
cabo la hidrdlisis, la suspensiéon se llevé a un pH 2.5 con HCI 0.1 N, bajo
condiciones similares a las de la elaboracion de peliculas (Bamdad et al. 2005),
es decir la suspensién se sometié a un tratamiento térmico a 70°C, durante 1 h

con agitacién constante.
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2.8 Separacion de las fracciones de bajo peso molecular mediante la
técnica de ultrafiltracion

La suspension que se sometié a la hidrdlisis acida, se hizo pasar por una
membrana de celulosa regenerada de la marca Milipore (AMICON
Bioseparations), dentro de una celda para ultrafiltracién con agitacion, de la
misma marca, modelo 8400, con el fin de separar las fracciones de pesos
moleculares menores de 1 kDa. Se sometié a una presion constante de 60 psi,
ejercida por gas nitrégeno, que hizo pasar la muestra en solucion a través de la
membrana, la duracién de la ultrafiltracién para un volumen de 350 mL, fue de
4 h aproximadamente. La figura 2 muestra la fotografia de la celda de

ultrafiltracién.

Fig. 2. Fotografia de una celda de ultrafiltracion
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ll. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Obtencion del concentrado de proteina de semilla de chia (CP)

Estudios previos han demostrado que la semilla de chia proveniente de Jalisco,
presenta un alto contenido de proteina, comparado con el de otros granos
como: maiz (10-14%), trigo (13.4%) y arroz (10%) (Ayerza y Coates 2004). De
acuerdo con la Tabla 1 (Olivos 2005) que muestra el analisis proximal de la
semilla de chia, el contenido de proteina es de 24.6%.

Para la obtencion de una fraccién rica en proteina, fue necesario desengrasar
la semilla y molerla hasta que se obtuvo un tamafo de particula que atraveso la
malla 40, se ha comprobado que esta fraccién en particular, presenta un alto

contenido de proteina (Hernandez 2007).

Tabla 1. Andlisis proximal de la semilla de chia proveniente de Jalisco

Componente (g /100 Jalisco
g de materia seca)

Grasa 32.23 £0.08
Proteina 24.60 £0.25
Cenizas 5.96 £ 0.06

Fibra dietética total 34.59 + 0.07
Carbohidratos 2.62°

Determinacion por diferencia

La fraccion de proteina de la semilla de chia, fue sometida a distintos procesos
de extraccion de diferentes fracciones proteinicas, los resultados de la
extraccion de las distintas fracciones proteinicas y su contenido, se muestran

en la Tabla 2 (Olivos 2005).
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Tabla 2. Cuantificacién de las fracciones proteinicas de la semilla de chia

Fraccién proteinica | Contenido (g /100g
de proteina total)
Albuminas 3.9
Globulinas 6.96
Prolaminas 0.27
Glutelinas 22.95
Insoluble (residuo)’ 53.89
Oligopeptidos 'y 12.03
aminodcidos libres

"Fraccion que no pudo ser extraida por solubilidad, se considera proteina insoluble y nitrégeno no proteico.

“Representa la proteina que se perdié durante la extraccion.

De acuerdo con la Tabla 2, la fraccion proteinica mas abundante fue la de las
glutelinas, una fraccion soluble en soluciones alcalinas, y que para este
estudio, es la mas importante debido a que la obtencién del concentrado de
proteina (CP), se hace mediante la solubilizacién de las mismas en soluciones

alcalinas, a partir de harina de semilla de chia desengrasada.

3.2 Caracterizacion del concentrado de proteina (CP)

Con el objeto de conocer tanto el contenido de proteina asi como el de
carbohidratos solubles, presentes en el concentrado de proteina obtenido de la
semilla de chia, se efectuaron una serie de determinaciones cuyos resultados

se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Resultado del andlisis quimico del concentrado de proteina de chia

Componente Contenido (g /100
g de CP)
AzUcares solubles 12.8+0.2
totales
Proteina soluble 70.8+2.3
Proteina total 80.2+1.7
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El rendimiento de la extraccion de proteinas fue del 88%, es decir que del
contenido de proteina total presente en el CP, las proteinas extraidas mediante
su solubilidad en alcalis corresponden al 88%; este valor es bajo comparado
con el de otras fuentes: semilla de limén del 92% (Alvarado 2008). Este
rendimiento se basa en los valores de la Tabla 3.

De acuerdo con el valor de carbohidratos solubles totales obtenido de 12.8 (g
de carbohidratos solubles/100 g de CP), y considerando que se llevé a cabo
una extraccion de proteinas, el concentrado de proteina que se obtuvo a partir
de la semilla de chia presenta un alto contenido de carbohidratos, que no es
del todo favorable ya que, la presencia de otros componentes podria llegar a
afectar el andlisis de los pesos moleculares de las fracciones de proteinas, tal
es el caso de la técnica de electroforesis en la que, la presencia de
carbohidratos causa interferencias, haciendo que las bandas se noten difusas.
En la técnica de cromatografia liquida mediante permeacién en gel, también se
presentaron algunas dificultades debido a la presencia de los carbohidratos, ya
gue se piensa que estas moléculas se encuentran estrechamente enlazadas a
ciertas proteinas, con las que forman polimeros de alto peso molecular que al
pasar por la columna cromatografica no son del todo separadas y se detectan
pocas fracciones con pesos moleculares muy altos que no son congruentes
con las fracciones detectadas en el gel de electroforesis y que se muestran
mas adelante.

Lo anterior se debe a que la semilla presenta un alto contenido de polisacaridos
gue en su mayoria son no digeribles (fibra), hecho que era evidente debido a
que, resulté dificil de eliminar la presencia del mucilago durante la extraccion;

por lo que se decidié aplicar una técnica de hidrdlisis acida de polisacéaridos
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con el objetivo de reducir en la medida de lo posible la presencia de este
componente.

El contenido de proteina total en el CP es de 80.2 (g proteina total/100 g de
CP), que se observa en la Tabla 3. El contenido de proteina total esperado era
alrededor de 90 (g de proteina total/100 g de CP), segun lo reportado en
estudios anteriores (Hernandez 2007), sin embargo el resultado se encuentra
por debajo de lo esperado. Esto puede deberse a la presencia de carbohidratos
antes mencionada que componen el mucilago propio de la semilla de chia, que
al no haber sido eliminado previamente, se arrastraron durante la extraccion de
las proteinas.

En la Tabla 3 se muestra el contenido de proteina soluble que es de 70.8 (g de
proteina soluble/100 g de CP). Al comparar el rendimiento de extraccion con el
de otras fuentes, en la semilla de chia se extrae menor cantidad de proteina,
este hecho se debe al alto contenido de carbohidratos que son solubles, pero
gue no muestran caracter reductor, por lo que es posible que estas moléculas

se encuentren enlazadas a las proteinas.

3.2.1 Determinacion de fibra dietética total en el concentrado de proteina

Por lo anterior, se decidi6 llevar a cabo la determinacién de fibra, mediante el
método de Maras et al. (1994), el contenido de fibra dietética total (FDT), se
clasifica en fibra dietética insoluble (FDI) y fibra dietética soluble (FDS). De
acuerdo con el método, el contenido de fibra soluble y el de la fibra insoluble en
una muestra de CP fue de 4.6 y 9.4 (g de fibra/100 g de CP), respectivamente.

Mientras que los valores para las mismas fracciones en la semilla de chia son
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de 6.84 y 34.90 (g de fibra/100 g de semilla de chia), respectivamente. Estos
valores se reportan en las Tablas 4 y 5.

Comparando el contenido de FDT de la semilla de chia de 41.41 (g de FDT/100
g de semilla de chia), que se muestra en la Tabla 4, con el contenido de FDT
del CP cuyo valor es 14 (g de FDT/100 g de CP) reportado en la Tabla 5, se
observa que el 33.73% de FDT de la semilla de chia se extrae durante la
obtencion de proteinas formadoras de peliculas (CP).

También se observa que el contenido de FDI es la fraccion que predomina en
ambas muestras. El contenido de azucares neutros (AN) en la fraccién de FDI,
demuestra la presencia de celulosa y hemicelulosa insoluble; el valor de &cidos
urénicos (AU) representa la cantidad de residuos de acido glucurdnico
asociados a la hemicelulosa insoluble.

La fraccion de FDS, es la fraccion que se encuentra en menor proporcion. Se
compone generalmente de azucares neutros (AN), los cuales indican la
presencia de diversos carbohidratos que forman la estructura del mucilago y la
baja cantidad de (AU) sugiere que no hay pectina asociada al mucilago y que
este valor proviene de residuos de acidos urdnicos presentes en polisacaridos
estructurales del mucilago (Reyes—Caudillo et al. 2007).

En la Tabla 5, el contenido de ANgps en el CP de 3.8 (g de AN/100 g de CP), al
ser el valor mas comparado con el resto de las fracciones, confirma que el
mucilago continda presente en gran medida, aun después de la extraccién de
proteinas, que puede ser posible gracias a la solubilidad de algunos residuos
de polisacaridos en soluciones alcalinas, 0 que permanecen muy unidos a los

proteinas y se extraen con ellas.
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Por otro lado la cantidad de &cidos urénicos de ambas fracciones (AUgps,
AUrp)) en el CP, es la fraccién que se espera hidrolizar durante un tratamiento
acido, debido a que permanece en menor proporcion y los residuos de

polisacaridos posiblemente estén mas expuestos.

Tabla 4. Comparacion del contenido de fibra dietética total y sus fracciones en la semilla de

chia (g/100 g de semilla de chia)

FDT* FDS* FDI*
6.84 34.90
41.41 AN* AU* AN AU | Lignina
5.12 1.72 14.97 3.60 16.33

* FDT: fibra dietética total; FDS: fibra dietética soluble; FDI: fibra dietética insoluble; AN: azlcares neutros; AU: acidos

urénicos.

Tabla 5. Comparacion del contenido de fibra dietética total y sus fracciones en una muestra de

CP (g/100 g de concentrado de proteina)

FDT FDS FDI
4.6 9.4
14.0 AN AU AN AU Lignina
3.8 0.6 2.6 0.1 6.7
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3.3 Caracterizacion de los pesos moleculares de las fracciones
proteinicas del CP mediante electroforesis

En esta etapa se efectué una prueba para la caracterizacion de las fracciones
de proteina del concentrado de proteina de la semilla de chia (CP), a través de
la técnica de electroforesis, mediante el sistema de Tris-tricina. En la figura 3 se
presenta el gel de Tris-tricina del CP, en el se observa que las diluciones que
se utilizaron fueron de 50, 100 y 150 ug/mL, también se observa que conforme
aumenta la concentracion, es mas dificil notar las bandas, por lo que se decidié

utilizar los resultados de las bandas registradas en el carril de la concentracién

de 50 yg/mL.
k|
"EE.EEI v
w700
—4 20

' ' v |

Marcadores 50 pg/mL 100 pg/mL 150 pg/mL
Fig. 3. Gel de electroforesis Tris-tricina, de la muestra de concentrado de proteina a distintas

concentraciones.

La elaboracién de los geles de Tris-tricina, se llevo a cabo, debido a que en

estudios previos (Hernandez 2007), se propone ésta técnica ya que resulté
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mas efectiva para separar con mayor resolucién aquellas proteinas de bajo
peso molecular de 5 a 20 kDa (Schagger y Von Jagow 1987), comparada con
la técnica de SDS-PAGE.

En un gel de SDS-PAGE se registran nueve bandas, el intervalo de pesos
moleculares es de entre 12 a 57 kDa, mientras que en el gel Tris-tricina se
registran ocho bandas con pesos moleculares que caen dentro de un intervalo

de 16 a 55 kDa.

Tabla 6. Cantidad relativa y pesos moleculares de las bandas de las fracciones proteinicas del

CP.
Banda Peso molecular Cantidad relativa

(kDa) (%)
1 549 2.4
2 50.4 6.7
3 35.8 3.5
4 33.4 11.6
5 24.6 124
6 21.1 2.4
7 19.9 3.9
8 16.5 4.3

Durante el proceso de electroforesis, las proteinas se encuentran en contacto
con agentes desnaturalizantes, que tienen como finalidad desdoblar a la
proteina. En la figura 3 se observa que el concentrado de proteina CP, se
compone de ocho conglomerados o subunidades de proteinas. En la Tabla 6
se reporta la cantidad relativa de cada una de las fracciones asi como sus
pesos moleculares, en ella se observa que las fracciones que mas abundan,
cuyas cantidades relativas corresponden a 11.6 y 12.4%, son aquellas que

tienen un peso molecular de 33.4 y 24.6 kDa, respectivamente. Los geles que
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se desarrollaron por el procedimiento Tris-tricina, resultan mas factibles para la

separacién de las proteinas.

3.3.1 Precipitacion de proteinas con acido tricloroacético (TCA)

En estudios anteriores (Hernandez 2007), la técnica de precipitacion de
proteinas con &cido tricloroacético (TCA), habia resultado efectiva para la
purificacion de proteinas, este procedimiento consiste en la precipitacion de las
proteinas en pellets con 200 uL de muestra (PET System). Debido a que las
bandas de los geles anteriores se observan difusas se utilizé6 una técnica de
precipitacion de proteinas con acido tricloroacético (TCA) al 15% con la
finalidad de obtener una muestra de CP libre de impurezas (Protein
precipitations procedure 2007); el precipitado resultante se secé en estufa de
vacio (50 °C/12 h), a éste se le denomino CPTCA, el cual se sometid
nuevamente a electroforesis y el gel resultante se muestra en la figura 4. Las
condiciones de ensayo fueron las mismas, asi como la dilucién utilizada de 50

ug/mL, por duplicado.
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Fig. 4. Gel de electroforesis Tris-tricina de la muestra CPTCA

La figura 4 muestra s6lo dos bandas con pesos moleculares que corresponden
a 33.0 y 24.1 kDa. Este resultado indica que la mayoria de las fracciones de
proteina se pierden durante el proceso de precipitacion, posiblemente por el pH
al que se trabaja que es muy acido y las proteinas (extraidas a pH 11) no se
solubilizan; de hecho el contenido de proteina soluble disminuyé desde 70
hasta 52 (g de proteina soluble/100 g de CP) aproximadamente; sin embargo
se puede decir que las fracciones que se observan en este gel corresponden a
las que se encuentran en mayor concentracién en el concentrado de proteina
(CP) reportadas en la figura 3 con pesos moleculares de 33.4 y 24.6 kDa,
mismas que se presentan en la figura 4, concentracion 50 pug/mL.

Se sugiere que para determinaciones posteriores se aplique una técnica de
elaboracién de un gel que consiste de tres partes, el gel concentrador, gel

“spacer” y gel separador. El “spacer” gel se omite cuando las proteinas

44



menores a 5 kDa no son importantes de separar (Schagger y Von Jagow,

1987), y para este estudio dichos péptidos si son importantes.

3.3.2 Elaboracion de peliculas a partir del precipitado (CPTCA)

A partir del precipitado CPTCA se llevd a cabo la elaboracion de peliculas,
siguiendo la técnica descrita por Bamdad (2005). La pelicula resultd
defectuosa, ya que se formd un gel espeso de color café oscuro (mas intenso
que el de la pelicula de muestra CP), muy fragil, delgado, pegajoso y de
aspecto viscoso, que al intentar despegar del molde se rompia totalmente. Con
lo anterior, se descarta la técnica de purificaciébn con &cido tricloroacético al
15%. Es posible que las proteinas de bajo peso molecular (5 a 20 kDa) se
pierdan durante la precipitacibn de proteinas, ya que las bandas
correspondientes no aparecen en el gel de la figura 4. En relaciéon con lo
reportado por Gennadios y Weller (1991) la purificacion con TCA afecta la
conformacién de la proteina, impidiendo que se produzcan interacciones
intermoleculares, por lo que la pelicula no se forma. Ademéas se demostré en
estudios anteriores, que los péptidos de peso molecular menor a 5 kDa, son

importantes para la formacién de las peliculas (Hernandez 2007).
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3.4 Caracterizacion de los pesos moleculares de las fracciones
proteinicas del CP mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC) por permeacion en gel

Con el objetivo de separar las fracciones de proteinas que componen la
muestra CP, asi como las condiciones necesarias para dicho fin, se realizé un
andlisis cromatografico de la muestra. La separacion se baso6 en la diferencia
de los pesos moleculares de las distintas fracciones, por medio de la
cromatografia de permeacion en gel.

Con el fin de estandarizar las condiciones de electroforesis y de cromatografia,
la determinacion se llevé a cabo utilizando la muestra de CP, disuelta en agua
destilada a pH 7, posteriormente se agregé SDS al 4% (de acuerdo con el
contenido de SDS presente en el buffer de tratamiento para electroforesis). Una
vez que la muestra CP-SDS (1.6 mg/mL) fue sometida al proceso de
cromatografia liquida de alta resolucién se registraron tres sefales, el
cromatograma se muestra en la figura 5; los pesos moleculares de las sefales
correspondientes se muestran en la Tabla 7.

Para desdoblar y fraccionar la muestra de CP, se utilizo el detergente SDS, con
una concentracion de CP distinta, la figura 6 muestra el cromatograma del
ensayo de la misma muestra al doble de concentracion (3.2 mg/mL), en el que
se observan picos con poca resolucion y una linea base con interferencia, que
posiblemente se deba a que la concentracién de la muestra sigue siendo baja
por lo que el detector no percibe las sefiales de todas las fracciones de las
proteinas que componen el concentrado de proteina CP. Los pesos
moleculares de las fracciones que mostraron sefnal en las figuras 5 y 6 se

reportan en la Tabla 7.
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Fig. 5. Cromatograma muestra CP-SDS (1.6mg/mL, Loop 20 pL)
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Fig. 6 Cromatograma muestra CP-SDS (3.2 mg/mL, Loop 20 uL)
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Tabla 7. Resultados de la determinacion de PM de las fracciones de proteina en la muestra CP

Senal Pesos moleculares Pesos moleculares
(kDa) CP-SDS (1.6 (kDa) CP-SDS (3.2
mg/mL) mg/mL)
1 776.0 155.9
2 32.8 88.1
3 27.9 44.0

Los resultados de la Tabla 7 demuestran que el SDS funciona de una manera
mas eficiente al aumentar la concentracién de la muestra. Para los resultados
de la concentracion 3.2 mg/mL, las sefales registradas en la figura 6,
corresponden a los siguientes pesos moleculares de: 155.9, 88.1, 44.0 kDa.
Ninguna de las fracciones registradas en ésta figura corresponden a las
fracciones descritas en el gel de electroforesis (figura 3).

De acuerdo con la curva de calibracidbn es posible interpolar las senales
registradas para la muestra CP (1.6 mg/mL) de la figura 5, en la que se
obtienen pesos moleculares de 776.0, 32.8 y 27.9 kDa.

Las fracciones de las sefales 2 y 3 en la Tabla 7, presentan un peso molecular
de 32.8 y 27.9 kDa que es similar al de las bandas 3 y 4 en el gel de
electroforesis (figura 3) con pesos moleculares de 35.8 y 24.6 kDa,
respectivamente; sin embargo el peso molecular correspondiente a la senal 1
se encuentra por encima de los pesos moleculares de las demas fracciones
registradas en el gel. Esta diferencia, quizd se deba a la concentracién de la
muestra, ya que al ser baja las senales presentan interferencia, en la técnica
cromatografica. Otra causa es quiza el pH de trabajo, en la técnica de
electroforesis el pH fue de 11 (solubilidad de proteinas de chia) y el pH de la

técnica de cromatografia fue de 7, esto por las indicaciones de la propia
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columna. Por esto las proteinas se comportaron de forma diferente debido a
que el pH influye en el desdoblamiento de las mismas.

Se llevé a cabo otra prueba en la que se utilizd una precolumna, con la
finalidad de inyectar una mayor cantidad de muestra, la precolumna
preconcentra la muestra antes de hacerla pasar propiamente por la columna,
con esto la separacién resulta mas efectiva y los picos se resuelven de mejor
manera. De la misma forma, para lograr incrementar la cantidad de proteina
durante la corrida se decidi6 incrementar el volumen de inyeccion de 20 uL a
200 uL; la muestra se prepar6 mediante la suspension de la muestra CP en

agua destilada a pH 7. La figura 7 muestra el cromatograma de dicho ensayo.
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Fig. 7 Cromatograma muestra CP (3.2 mg/mL inyeccion 200 pl)

En esta figura 7, se observan ocho picos con buena separacién, poca
interferencia y buena resolucion, los pesos moleculares que corresponden a las

senales del cromatograma, se muestran en la Tabla 8.
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Tabla 8. Pesos moleculares correspondientes a las sefales registradas en el cromatograma

Fig. 7

Senal Pesos moleculares
(kDa) CP 3.2 mg/mL
163.8
94.3
66.2
35.3
19.2
9.0
7.2
5.0

O NOOAWIN|—

De acuerdo con la Tabla 8, los pesos moleculares de 35.3 y 19.2 kDa,
registrados de las sefales 4 y 5, corresponden a las bandas 3y 7 (33.4y 19.9
kDa) del gel de electroforesis de la figura 3, este resultado es congruente en
ambas técnicas, gracias a que la solucion de proteina soluble que se sometié
tanto a electroforesis como a cromatografia mostré un desdoblamiento similar
en ambas técnicas; por lo tanto las condiciones de trabajo de este
cromatograma son las mas adecuadas.

Para llevar a cabo una mejor separacion de las fracciones se decidid
establecer condiciones similares a las de la electroforesis, es decir, la muestra
de concentrado se sometié a una desnaturalizacion con SDS (Dodecil sulfato
de sodio) al 4% w/v. La figura 8 muestra el cromatograma del ensayo de una
muestra de concentrado de proteina y SDS al 4%, bajo las condiciones de la

prueba anterior.
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Fig. 8 Cromatograma muestra CP-SDS 3.2 mg/mL (inyeccion 200 pl)

En la figura 8 se observa buena resolucion de los picos, sin embargo indica que
la muestra se compone principalmente de una fraccién de alto peso molecular,
alrededor de 700 kDa, que es similar a la sefial 1 del cromatograma de la figura
5; posiblemente haya otras dos fracciones de un peso molecular mas bajo,
cuyas sefales son bajas. Este resultado quiza se debe a que las fracciones
mas pequenas se agregaron, es decir que se enlazaron a las fracciones mas
grandes formando una sola fraccion de peso molecular muy alto (Yong y Rhee
2004). Otra de las posibles explicaciones es que en la electroforesis se
requiere de un potencial eléctrico para su separacién y en la cromatografia no,
en ella se lleva a cabo la separacion mediante el tamarno de los péptidos que
pasan a través de una matriz de Sephadex.

Las proteinas caracterizadas por medio de la técnica de cromatografia
mediante permeacion en gel, muestran caracteristicas de flexibilidad,
capacidad de desnaturalizacion y desdoblamiento en cadenas extendidas, con
ellas logran formar geles, por lo que tienen la capacidad de formar peliculas;

sin embargo se ha mencionado en la literatura que no pueden fraccionarse del
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todo, debido a que al ser fraccionadas buscan rapidamente la unién con otras

para formar amplias redes intermoleculares entrecruzadas (Damodaran 1997).

3.5 Hidrdlisis acida de polisacaridos

Debido a que la muestra CP presenta un contenido alto de carbohidratos
(12.8%), se llevd a cabo una hidrdlisis acida con el objetivo de evitar la
interferencia de los carbohidratos en las determinaciones de electroforesis y
cromatografia, respectivamente, asi como para disminuir su contenido; para
ello se establecieron las mismas condiciones que se requieren para la
desnaturalizacién de las proteinas, durante el proceso de la formacion de
peliculas, a partir de la muestra de CP. El contenido de polisacaridos se
sometié a tratamiento térmico de 70 °C con agitacion constante, durante 1h a
pH 2.5. Se ha reportado que la digestion enzimatica del contenido de fibra no
es del todo posible debido a la presencia del mucilago en la muestra de CP
(Reyes—Caudillo et al. 2007).

De la misma forma, se llevd a cabo la hidrélisis de polisacaridos contenidos en
una muestra del mucilago aislado (liofilizado para su separacién a partir de la
semilla de chia), esta muestra se establecié como control, ya que el contenido
de polisacéaridos del CP proviene directamente de esta fuente. Cabe mencionar
qgue el concentrado de proteina de chia CP se obtiene de la semilla de chia sin
haber eliminado el mucilago.

Una vez que se llevo a cabo la hidrdlisis de polisacaridos en las muestras tanto
de mucilago como de CP, se determiné el contenido de azlcares reductores.
Un azucar hidrolizado, se caracteriza porque en su molécula se produce un

extremo reductor, que puede medirse mediante el método de DNS. Para
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comprobar la efectividad de la hidrélisis en ambas muestras, se llevd a cabo la
cuantificacion de los azucares reductores; en la Tabla 9 se compara el
contenido de carbohidratos solubles totales antes de la hidrélisis y el contenido

de azucares reductores tanto del control como del CP, después de la hidrdlisis.

Tabla 9. Determinacién de carbohidratos reductores por DNS en la muestra control y en el CP

(9/100 g de muestra)

Carbohidratos solubles totales Carbohidratos reductores
Mucilago Concentrado de Mucilago Concentrado de
(g/100 gde | proteina(g/100gde | (g/100gde | proteina (g/100 g de
mucilago) CP) mucilago) CP)

5.0 12.8 0.9 1.9

En la Tabla 9 se muestran los resultados de las determinaciones de
carbohidratos totales y reductores, de una muestra de CP y otra de mucilago,
una vez sometidos al proceso de hidrélisis acida. Como ya se habia
mencionado se esperaba hidrolizar el contenido de acidos urdnicos (AU) de las
fracciones de fibra dietética soluble (FDS) y de fibra dietética insoluble (FDI), es
decir 0.8 (g de AU/100 g de CP); el contenido de azlcares reductores 1.9 (g de
azucares reductores/100 g de CP) en el concentrado de proteina CP, indica
que la hidrélisis resulté efectiva, es decir que ademas de hidrolizar la fraccién
de fibra antes mencionada, los polisacaridos asociados con las proteinas
posiblemente se separaron de éstas una vez que se desnaturalizan las
mismas, y como resultado las moléculas de carbohidratos mostraron un
extremo reductor, que se determinaron por el método DNS. Por lo que se

propone que la interaccibn que se presenta entre las moléculas de
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polisacaridos y las proteinas, son del tipo de glucoproteinas, que pueden
modificarse parcialmente a través de una hidrdlisis acida de polisacéridos.

El mucilago de semilla de chia, se ha propuesto que tiene una estructura de
tetrasacarido, la cual contiene residuos de D-xilosa, D-glucosa y D-acido
glucurénico (Kuei-Ying et al. 1994).

El contenido de carbohidratos solubles del mucilago 5.0 (g de
carbohidratos/100 g de mucilago), se aproxima al contenido de FDS de la
semilla de chia, de 6.84 (g de FDS/100 g de semilla de chia) reportado por
Reyes—Caudillo et al. (2007), que puede variar dependiendo de la variedad de
la semilla de chia. Una vez que se somete a hidrélisis se obtiene un valor de
0.9 (g de azucares reductores/100 g de mucilago) que corresponden a la
fraccion de AUgps en la semilla (Tabla 5).

Por lo anterior se puede decir que durante la extraccion del CP, se obtiene una
mezcla de proteinas y polisacaridos, que interactian de tal manera que pueden
llegar a formar geles, en este caso, para la formacion de una pelicula
comestible.

Hay estudios (Damodaran 1997) que comprueban que la mayoria de los geles
de alimentos, contienen una mezcla de diferentes proteinas o proteinas en
combinacién con polisacaridos. Se ha observado que en esas mezclas las
interacciones moleculares de los componentes individuales, tienen gran
influencia en las caracteristicas de gelacién. Las interacciones entre proteinas y
polisacaridos pueden tener tres consecuencias, (1) la co-solubilidad — en donde
no hay interacciones significativas entre las dos clases de polimeros y ambos
coexisten en solucidn; (2) la incompatibilidad — en donde la repulsién entre los

dos tipos de polimeros causa su separacion en distintas fases; o (3) la

54



formacién de un complejo — donde la atraccidn entre los dos polimeros causa la
formacién de una fase simple o un precipitado (Damodaran 1997).

Para incrementar el poder reductor de los polisacaridos se puede realizar una
hidrélisis con soluciones acidas de mayor concentracion, sin embargo este
proceso no es posible debido a que se puede llegar a afectar la conformacién
de las proteinas de manera mas agresiva, evitando las interacciones proteina-
proteina y provocar que las peliculas no se formen. Por otro lado, los métodos
de hidrolisis enzimatica han tenido resultados satisfactorios en diferentes
investigaciones, asi Chen y colaboradores (2008), encontraron que los
polisacaridos de materiales lignocelulésicos incluyendo la celulosa y la
hemicelulosa pueden hidrolizarse y dar lugar a monosacaridos tales como
glucosa y xilosa catalizadas por enzimas hidroliticas a partir de bacterias

lignocelulésicas (Chen et al. 2008).

3.6 Separacion de las fracciones de bajo peso molecular mediante la
técnica de ultrafiltracion.

Para lograr una separacion fisica del contenido de carbohidratos de la muestra
de concentrado de proteina se llevo a cabo el método de separacion llamado
ultrafiltracién, en el que se busca separar mediante una membrana de celulosa
regenerada, aquellas moléculas que se encuentren alrededor de un peso
molecular de 1 kDa; ademas de que su principal uso es para concentrar
proteinas. De la separacion de una la muestra de CP en solucion (3 mg/mL),
resultaron dos fracciones, la fraccion que no atraveso6 la membrana se le llamo

concentrado y la que atraves6 la membrana se le llamé permeado. A cada una
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de las fracciones se les determind el contenido de carbohidratos, esto para
llevar a cabo el balance de materia y comprobar que realmente se llevé a cabo
la separacién, los resultados se muestran en la Tabla 10.

Por otro lado, se determiné el contenido de proteina soluble, para verificar el
contenido de la misma y comprobar que el método de ultrafiltraciéon y/o
hidrélisis acida, no afectara la muestra, los resultados se muestran en la Tabla

10 respectivamente.

Tabla 10. Comparacion del contenido de carbohidratos y proteina antes y después de la

hidrolisis

(g de componente/ Concentrado de Concentrado Permeado
100 g de muestra) proteina

Contenido de 12.8 8.4 6.4

carbohidratos

totales
Contenido de 70.8 67.9 5.8
proteina soluble

Para llevar a cabo el balance de materia, haciendo uso de los valores de
proteina soluble presentados en la Tabla 10, se utilizé la siguiente férmula:
0.708 (MF) = 0.679 (MC) + 0.058 (MP)

Donde MF es la masa alimentada; MC la masa del concentrado y MC la masa
del permeado.

De acuerdo con el balance de carbohidratos en relacion a los valores de la
Tabla 10, se observa que el contenido total de carbohidratos que se obtiene en
el concentrado y en el permeado es de 0.012 g carbohidratos, un valor menor
que 0.019 g de carbohidratos, que es el contenido inicial de carbohidratos en
la muestra CP. Por otro lado el valor del contenido de proteina corresponde en
el permeado y en el concentrado a 0.083 g de proteina, comparado con el

inicial de 0.10 g de proteina, es muy préximo. En ambos balances de materia

56




existe la pérdida de masa, ya que la masa que inicialmente se someti6 a
ultrafiltraciédn no se obtiene en la suma de las masas del concentrado y del
filtrado.

Para que el método de ultrafiltracion se considere efectivo, basado en el
balance de materia, debe cumplirse la férmula, es decir que el contenido de los
componentes presentes en la alimentacion, debe ser igual al contenido de los
componentes presentes en el concentrado y en el permeado. La pérdida de
masa se puede atribuir a la manipulacién de la muestra, sin embargo el orden
de magnitud es el mismo en ambos balances por lo que se considera efectivo
el método, que se deba quiza a la propia manipulacién de la muestra de CP.
Otra posible causa es que durante la recuperacion del concentrado (muestra a

la que se le denominé (CPUF)), se perdiod cierta cantidad de masa.

3.6.1 Caracterizacion de pesos moleculares del concentrado (CPUF),
mediante la técnica de electroforesis

En esta etapa el concentrado (CPUF) se sometid6 al procedimiento de
electroforesis, esto para comprobar la efectividad de la separacién de las
fracciones de bajo peso molecular mediante la ultrafiltracion, el procedimiento

fue el mismo que se menciona anteriormente, de Tris-Tricina (figura 3).
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Fig. 9. Gel de electroforesis Tris-tricina del permeado de concentrado de proteina (CPUF)

La figura 9 muestra el gel de electroforesis a distintas concentraciones, los
resultados que se reportaron, son los que corresponden a la concentracion de
50 ug/mL; en el se observan bandas mas marcadas, comparadas con las de la
figura 3, se observa un mayor nimero de bandas, se registraron diez bandas
con pesos moleculares de 57.2, 53.6, 48.2, 29.7, 19.8, 17.6, 14.8, 7.3, 4.3, 2.6
kDa. También se observa que la membrana cumplié con su funcién, ya que no
dejé atravesar moléculas con peso molecular mayor a 1 kDa.

Comparando los pesos moleculares de la figura 9 con los de la figura 1, se
observa que las fracciones de las proteinas se separan mejor cuando se
someten a un proceso de hidrélisis 4cida, de hecho se resuelven las bandas de

pesos moleculares bajos, esto se debe quizd a la separaciébn de los
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carbohidratos y a la vez se confirma la posibilidad de la asociacion de ciertas
moléculas de polisacaridos con las proteinas que al ser hidrolizados liberan a
las fracciones de las proteinas y se observan en el gel. Este hecho confirma la
efectividad de la hidrélisis acida como parte del proceso de purificacion de la
muestra de proteinas.

Comparando los mismos pesos moleculares del gel con los pesos moleculares
del cromatograma de la figura 7, son mas congruentes entre si y se muestran

enla Tabla 11.

Tabla 11. Comparacion de PM de las técnicas de cromatografia y electroforesis de una
muestra de CP y CPUF

Senal Peso molecular Peso molecular
kDa (CPHPLC) kDa (CPUF Tris-tricina)
1 163.8 57.2
2 94.3 53.6
3 66.2 48.2
4 35.3 29.7
5 19.2 19.8
6 9.0 17.6
7 7.2 14.8
8 5.0 7.3
9 4.3
10 2.6

Las fracciones mas similares son la sefal 5, 7 y 8 del CPup.c, con las sefales
5, 8 y 9, las demas son aproximadas a excepcion de la primera que, como ya
se habia sugerido la posibilidad de unién de fracciones de pesos moleculares
bajos con pesos moleculares altos, es la razdén por la que difieren unas de

otras.
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3.6.2 Caracterizacion de los pesos moleculares del concentrado (CPUF)
mediante HPLC.

Se llevo a cabo el ensayo de la muestra CPUF, la muestra sélida (32 mg), fue
disuelta en 10 mL de agua (pH 7). La dispersién se filtr6 y se hizo pasar por la
columna BIOSEP-SEC-2000 y la precolumna, con un volumen de inyeccidn
total de 200 pL.

La muestra del hidrolizado de concentrado de proteina fue sometida a las
mismas condiciones de la muestra de CP, con un buffer de fosfatos como fase
moévil. La figura 10 muestra el ensayo del concentrado de proteina hidrolizado
en el que se observa que los picos resultan juntos, en el que no se aprecian del

todo bien.
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hfinutes

Fig. 10 Cromatograma muestra CUF 3.2 mg/mL (200 ulL)

Las senales de la figura 10, se observan muy juntos muestran los pesos

moleculares reportados en la Tabla 12.
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Tabla 12. Resultados de los pesos moleculares correspondientes a las sefales de la figura 8.

Senal Peso molecular kDa
1 4566.7
2 583.4
3 167.6
4 91.8

Ninguno de los pesos moleculares corresponde con los registrados en el gel de
electroforesis de la figura 9, por lo que se procedid a llevar a cabo un
tratamiento de la muestra que consiste en agregar SDS al 4%, con el fin de
desnaturalizar las fracciones y separarlas mediante la cromatografia.

En el cromatograma de la figura 11 se eluyé una muestra del concentrado de
proteina hidrolizado con SDS al 4%. Se observa una senal mayoritaria con un
peso molecular de 3657 kDa aproximadamente, las demas bandas no se
observan del todo bien, sin embargo los pesos moleculares correspondientes

se muestran en la Tabla 13.

Tabla 13. Resultados de los pesos moleculares correspondientes a las sefales de la figura 9.

Senal Peso molecular kDa
1 3657.6
2 1256.8
3 825.0
4 292.2
5 161.1
6 97.1
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Fig. 11 Cromatograma muestra CUF-SDS 3.6 mg/mL (200 uL)

El tratamiento anteriormente sugerido no fue efectivo para la separacion de las
fracciones de proteina de la muestra, por lo que, no se recomienda para
determinaciones posteriores. El tratamiento mas efectivo para la separacion fue
que corresponde a la figura 7, en que la muestra de CP se hace pasar por la
columna en solucibn a pH 7, y sin ningln otro reactivo que pueda
desnaturalizarla.

Cabe mencionar que durante la ultrafiltracién el concentrado (CPUF) mostré
una apariencia de sol, con un color café mas intenso, que pudo ser provocado
por que el CP estuvo disuelto en solucion alcalina (proceso que antecede a la
formacién de la pelicula) y a su vez sometido a un proceso térmico
(desnaturalizacién parcial de proteinas), que al concentrarse es decir,
eliminando agua durante la ultrafiltracion, formé un sol.

Coma ya se habia mencionado la gelacién de las proteinas consiste en la
agregacion ordenada de moléculas desnaturalizadas, para dar origen a una red
continua. Se ha observado que la gelacibn se ve influida, entre otras

circunstancias por el calentamiento, el pH, la fuerza i6nica y la concentracion
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proteinica (Damodaran 1997), condiciones que fueron favorecidas durante la
obtencién del concentrado (apartado 2.8). La desnaturalizacién parcial o
completa es necesaria para la gelaciéon de hecho una proteina completamente
desnaturalizada casi siempre forma precipitados insolubles a causa de enlaces
de puentes de hidrogeno o interacciones hidrofobicas entre cadenas de
proteina desdobladas. Una completa desnaturalizacibn de proteinas
probablemente dara geles sélo en presencia de solventes tales como urea, que
previenen enlaces no covalentes entre cadenas. Durante la desnaturalizacién
mediante calor, la concentracion de la proteina es importante; altas
concentraciones probablemente dan precipitados, y bajas concentraciones dan
probablemente geles (Damodaran 1997).

Por lo anterior, las fracciones de proteinas del CPUF son menores en numero,
ya que formaron algunos conglomerados entre ellas mismas, haciendo mas
dificil su separacién al someterse a la técnica cromatografica, por lo que sélo
se observan picos débilmente resueltos y un menor numero de los mismos,

figuras 10 y 11, respectivamente.

3.6.3 Elaboracion de peliculas a partir del concentrado

Una vez efectuada la ultrafiltracién de la muestra de CP hidrolizada, la fraccion
del concentrado (CPUF) se separo, se sometié a un secado en estufa de vacio
a 50 °C por toda una noche, y posteriormente se formé la pelicula con el sélido
seco y un plastificante que fue glicerol en una concentracién de 50% (w/w),

basado en los estudios de Hernandez (2007).
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Como se mencion6 anteriormente, la primera etapa de la formacién de un gel

proteico la constituye la desnaturalizacion y la segunda consiste en la

agregacion de las moléculas desnaturalizadas. Las caracteristicas del gel

vienen dadas por el tipo y naturaleza de los enlaces cruzados, intra o

intermoleculares, implicados en su formacion. Estos enlaces pueden ser

covalentes o no covalentes; entre los enlaces no covalentes implicados, se

encuentran puentes de hidrogeno e interacciones hidrofobicas, y entre los

covalentes se encuentran los puentes disulfuro. Los puentes disulfuro

contribuyen a la formacion inicial y a la ordenacién de la red del gel, en tanto

qgue los no covalentes participan en la estabilizacién

e Enlaces no covalentes. Son enlaces débiles, pero le confieren gran fuerza
alared.

- Electrostaticos: dependen del pH y la concentracion de sal.

- Puentes de hidrégeno y fuerzas hidrofébicas son muy dependientes de la

naturaleza del agua como solvente. Por que el agua actia como donador y

aceptor de hidrégeno.

e Enlaces covalentes

- Enlaces disulfuro. Entre los residuos de cistina, que estabiliza la estructura de

muchas proteinas; son de gran fuerza pero se rompen mediante compuestos

reductores y agentes oxidantes como peréxidos (Damodaran 1997).

El resultado fue la formacién de la pelicula de color caramelo, que tardé en

formarse una noche, por lo que se comprueba que la hidrélisis no afecta la

formacién de la pelicula. En la figura 12 se muestra la fotografia de una pelicula

formada a partir del CPUF.
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Figura 12. Fotografia de una pelicula de CPUF de chia.

La comparacién de la elaboracién de peliculas a base de un CPUF, con las
peliculas elaboradas a partir de un CP, consiste principalmente en la pureza de
las proteinas que como ya se habia mencionado, el tratamiento de hidrélisis
acida que antecede a la ultrafiltracion es eficaz para purificarlas y se corrobora
con el gel de electroforesis. En apariencia ambas peliculas son similares,
excepto por la diferencia en el color, la pelicula CPUF es de un café aun mas
0SCuro.

El color caramelo o café de las peliculas es porque los enlaces covalentes
entre proteinas también pueden ser formados mediante la reaccion de Maillard.
Las reacciones de Maillard son una serie de reacciones complejas entre
compuestos amino y carboxilo. Cuando las proteinas son sometidas a
calentamiento con azucares reductores se forman enlaces covalentes, que
contribuyen a la formacién de red de geles. Al mismo tiempo, hay una caida de

pH que pueden contribuir a la gelacion. No estd completamente claro cémo los
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carbohidratos contribuyen a la gelacién; se esperaria que los residuos de
azucares incrementaran la solubilidad de proteina y los largos carbohidratos
adjuntos se esperaria incrementaran el potencial de enlace (Damodaran 1997).
De acuerdo con los estudios de Zhang y colaboradores (2007), el método de
pretratamiento para la extraccidn del concentrado de proteina para la formacién
de peliculas, influye en las propiedades mecanicas, asi como en la tonalidad de
la pelicula, aquellos tratamientos acidos exhiben peliculas transparentes,
mientras los tratamientos con alcalis, exhiben colores obscuros (Zhang et al.
2007).

En estudios previos (Hernandez 2007) se ha demostrado la formacion de
peliculas a partir de CP, este concentrado muestra un contenido de
carbohidratos, dificil de eliminar, y que pueden ayudar a formar la red
proteinica que da lugar a la pelicula. Cuando los polimeros pueden formar

redes de forma independiente, se dan tres formas de estructura extremas:

1. Redes interpenetradas, donde los dos polimeros se enlazan de forma
mutua.

2. Red de fase-separada, en la que el dominio de A se encuentra contenido en
la dominio de B.

3. Red complementada o copulada, en la que la minima zona de unidn
involucra ambos polimeros (Damodaran 1997).

La forma en la que se pueden mezclar ambos sistemas poliméricos se muestra

en la figura 13.
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Proteina Polisacarido

P CHO
Mezcla
Complejo Incompatibilidad
Complejo soluble Complejo insoluble Fase simple Dos fases
P+CHO | | ____________ P CHO | |_____ p
P + CHO CHO
I GELACION I I
Red Red Red de fase
complementada interpenetrada separada

Fig. 13. Posibles interacciones de proteinas y polisacaridos, sus consecuentes mezclas para la

formacién de geles (Damodaran, 1997).

La posible interaccion de sistemas es la que forma una red complementada, ya
que en apariencia el gel se muestra totalmente uniforme y le antecede un
complejo soluble.

La estructura lineal de algunos polisacaridos le brinda resistencia, flexibilidad y
transparencia a sus peliculas (Tharanathan 2003).

Estas peliculas muestran ciertas propiedades mecanicas, que en comparacion
con los plasticos comerciales para el empaque de alimentos, son mas efectivas
para el incremento en la vida de anaquel de una matriz alimentaria (Alvarado
2008), entre las que se encuentran, la permeabilidad al vapor de agua y la
permeabilidad al oxigeno.

Las propiedades mecanicas de las pelicula a base de proteinas son mejores

que las de polisacaridos debido a que las proteinas poseen una estructura
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Unica (basada en 20 mondmeros) que le confiere mayores posibilidades de
propiedades funcionales en especial un alto potencial de enlace intermolecular

(Ou et al. 2005).
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CONCLUSIONES

El concentrado de proteina presenta un alto contenido de carbohidratos
solubles, que provienen principalmente del mucilago residual.

El contenido de fibra dietética del concentrado de proteina indica que
éste se compone principalmente de celulosa, hemicelulosa y lignina.

Los polisacaridos presentes en el concentrado de proteina pueden ser
parcialmente hidrolizados mediante el uso de soluciones &cidas.

El concentrado de proteina estd conformado de ocho conglomerados de
proteina, de acuerdo con la técnica de electroforesis, que presentan
pesos moleculares de 16.5 a 54.9 kDa.

El concentrado de proteina esta conformado de ocho conglomerados de
proteina, segun la técnica de cromatografia mediante permeacion en
gel, que presentan pesos moleculares de 4.9 a 163.8 kDa.

Existen diferencias entre los pesos moleculares obtenidos de ambas
técnicas debido a que las condiciones de preparacién de la muestra, de
cada una de los métodos son distintas.

El concentrado de proteina hidrolizado y concentrado mediante
ultrafiltracién se compone de diez fracciones de proteina, segun la
técnica de electroforesis, cuyos pesos moleculares son: 2.6 a 57.2 kDa.
El concentrado de proteina hidrolizado y concentrado mediante
ultrafiltracién mantiene la funcionalidad necesaria para elaborar
peliculas.

Es posible romper algunas interacciones entre moléculas de
polisacaridos unidos a proteinas mediante una hidrélisis &acida de

polisacaridos.
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Las fracciones de bajos pesos moleculares son las mas importantes
para la formacién de las peliculas, fracciones por debajo de 20 kDa.
Las fracciones de proteina que se encuentran en mayor concentracion

son las que poseen un alto peso molecular, de entre 40-20 kDa.
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