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RESUMEN

Las interacciones quimicas y fisicas entre los carbohidratos y las proteinas se favorecen
durante la obtencion de alimentos, almacenamiento, su trayecto por el tracto gastrointestinal,
0 durante sus procesos de distribucion, metabolizacién y excrecion. Recientemente, la
investigacion en el area de alimentos se ha enfocado en la identificacion de las posibles
interacciones, con el fin de mejorar el disefio de nuevos alimentos con propiedades
funcionales que proporcionen una buena calidad, se ha enfocado en algunas biomoléculas por
su capacidad de generar estructuras complejas con propiedades funcionales de interés durante
la obtencidn de alimentos, entre ellas se encuentran proteinas, polisacaridos, lipidos, azlcares
y minerales. El presente proyecto tuvo como objetivo disefiar mezclas carbohidrato-proteina a
base de pectina de bajo metoxilo y gliadina para el estudio de sus interacciones quimicas y la
caracterizacion de sus propiedades fisicas y quimicas. Para ello, se realiz6 una purificacion de
gliadina comercial Sigma separandola de la glutenina, favoreciendo el disefio vy
caracterizacion de la interaccion carbohidrato-proteina. Se evaluaron las propiedades fisicas
(Calorimetria Diferencial de Barrido, comportamiento al flujo y viscoelastico,) y quimicas
(curvas de titulacién, potencial zeta, espectroscopia de infrarrojo cercano ATR-FT/IR y
dicroismo circular) de cada una de las biomoléculas. La gliadina es una proteina donde
predominan los grupos alifaticos en la cadena lateral, los cuales no son polar, pero también
existen cadenas laterales de aminoacidos que a pH acido presentan carga positiva. Los
resultados de las pruebas espectrofotométricas y dicroismo circular permiten concluir que a
pH 4.0 y una proporcion 2:1 (pectina de bajo metoxilo:gliadina) la interaccion entre los
biopolimeros de interés en éste estudio, tiene lugar.
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ABSTRACT

The chemical and physical interactions between carbohydrates and proteins are
favored during the obtaining of food, storage, their passage through the
gastrointestinal tract, or during their distribution, metabolization and excretion
processes. Recently, research in the area of food has focused on the identification of
possible interactions, in order to improve the design of new foods with functional
properties that provide a good quality, has focused on some biomolecules due to its
capacity to generate complex structures with functional properties of interest during
the production of food, among them are proteins, polysaccharides, lipids, sugars and
minerals. The objective of this project was to design carbohydrate-protein mixtures
based on low methoxyl pectin and gliadin for the study of their chemical interactions
and the characterization of their physical and chemical properties. To do this, a
purification of Sigma commercial gliadin was made separating it from glutenin,
favoring the design and characterization of the carbohydrate-protein interaction. The
physical properties (Differential Scanning Calorimetry, flow behavior and
viscoelastic) and chemical properties (titration curves, zeta potential, near infrared
spectroscopy ATR-FT / IR and circular dichroism) of each of the biomolecules were
evaluated. Gliadin is a protein where the aliphatic groups in the side chain
predominate, which are not polar, but there are also side chains of amino acids that
present positive charge at acidic pH. The results of the spectrophotometric and circular
dichroism tests allow us to conclude that at pH 4.0 and a 2: 1 ratio (low methoxyl
pectin: gliadin) the interaction between the biopolymers of interest in this study takes

place.
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1. INTRODUCCION



En los alimentos destacan dos grandes grupos de nutrientes: 1) los micronutrientes, que
aparecen en pequefias cantidades pero que son componentes esenciales para una alimentacion
adecuada (He, Zn, Ca, I, Ac. Fdlico, entre otros) y 2) los macronutrientes, que constituyen la
parte principal del alimento, entre los que se encuentran agua, proteinas, lipidos y
carbohidratos (Badui, 2006). Las interacciones quimicas y fisicas entre estos grupos de
nutrientes se favorecen durante la elaboracion de alimentos, durante el almacenamiento y
durante su trayecto por el tracto gastrointestinal o durante sus procesos de distribucion,
metabolizacion y excrecion. Debido a lo anterior, la investigacion actual en alimentos se ha
enfocado en la identificacion de las posibles interacciones, con el fin de mejorar el disefio de
nuevos alimentos con propiedades funcionales que proporcionen una calidad éptima (Schmitt
et al., 1998). Recientemente, la industria de alimentos ha enfocado su atencion en algunas
biomoléculas por su capacidad de generar estructuras complejas con propiedades funcionales
de interés durante la obtencion de alimentos, entre ellas se encuentran proteinas,
polisacaridos, lipidos, azucares y minerales. En este contexto, las proteinas y polisacaridos
representan a los dos biopolimeros mas ampliamente utilizados en esta industria, durante los
procesos de fabricacién, las propiedades funcionales intrinsecas de estos componentes
individuales, asi como las propiedades resultantes debidas a su interaccion, determinan la

estructura, textura y estabilidad final de los materiales alimenticios.

1.1 Mezclas Carbohidrato-Proteina

Las investigaciones de Flory-Huggin’s (1953) ofrecieron la primera explicacion general sobre
la compatibilidad e interaccion quimica de carbohidratos y proteinas, también formul6 una
teoria que lleva su nombre sobre el comportamiento de los polimeros en solucion (Schmitt et
al., 1999). Actualmente, en numerosas investigaciones se ha establecido que la formacion o
las modificaciones de las interacciones carbohidrato-proteina dependen de varios factores
como: la carga y la naturaleza de los biopolimeros, pH, fuerza iénica y temperatura del medio

e incluso la presencia de surfactantes (Ghosh y Bandyopadhyay, 2012).

Las principales interacciones entre biopolimeros alimentarios son de naturaleza electrostética,
debido a su dependencia al pH y valores de fuerza iénica. La carga ionica es el factor méas
importante que afecta a la coacervacion compleja, otro factor es la proporcion de cada
biopolimero donde el grado de coacervacion esta alterado en funcién de la cantidad disponible
de cada biopolimero para interactuar (Schmitt C. et al., 2011). Los coacervados son resultado
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de interacciones electrostaticas y puentes de hidrogeno, basicamente es la formacion de un
complejo macromolecular que interactta para formar agregados neutralizados (Doublier J. et
al., 2000).

A través de diferentes estudios se ha determinado que los parametros fisicoquimicos
intrinsecos que tienen gran influencia sobre las interacciones son pH, fuerza ionica, densidad
de carga, concentracion y proporcion de cada polisacarido. Los parametros externos que
pueden funcionar como factores de procesamiento son temperatura, velocidad de cizalla,
tiempo de cizallamiento y la presion, los cuales han demostrado influir en el desarrollo del
fendmeno de coacervacion (Schmitt y Turgeon. 2011). Al mezclar una solucién de proteina
con una de polisacarido se puede observar algunos comportamientos que se presentan en la
Figura 1. La interaccion de los dos biopolimeros puede ser segregativa (los biopolimeros se
excluyen unos a otros y entonces se definen como incompatibles) o asociativa (los
biopolimeros interaccionan unos y otros). De acuerdo a la Figura 1, en disoluciones diluidas
la mezcla es estable debido al efecto predominante de la entropia de mezclado entre la

proteina y el polisacarido pueden ser cosolubles (sistema b) (Rodriguez y Pilosof, 2011).

En condiciones en las que existe atraccion entre las moléculas de los distintos biopolimeros
(estos poseen carga neta opuesta) las atracciones electrostaticas pueden llevar a la formacién
de complejos solubles, obteniéndose un sistema de una sola fase. En este caso se considera el
efecto de solubilidad por complejamiento (Ver sistema c, en Figura 1). También puede ocurrir
que los complejos que se forman resulten no solubles. Estos, denominados “coacervados”,
precipitan y por lo tanto, se generan dos fases separadas: una fase “coacervada” que contiene
a los complejos y otra fase diluida, con baja concentracién de ambos biopolimeros. Este
fenomeno se llama “coacervacion compleja”, y es un fenomeno de complejamiento (Ver

sistema d, en Figura 1) (Rodriguez y Pilosof, 2011).
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Figura 1. Representacion esquematica de los cuatro posibles sistemas obtenidos al mezclar
disoluciones de proteina con polisacaridos

En condiciones donde predominan las fuerzas de repulsion entre los biopolimeros (por
ejemplo, si ambos poseen la misma carga neta), puede obtenerse un sistema de dos fases
(emulsion agua en agua) en el cual ambos componentes macromoleculares estan concentrados
en diferentes fases. Esto se debe a la incompatibilidad termodindmica entre proteinas y
polisacaridos en medio liquido, entonces se esta en presencia de un fenémeno de
segregacion: sistema (a). La diferencia entre los sistemas liquidos de dos fases (a) y (d) reside
en que en los distintos sistemas los biopolimeros estan concentrados juntos en una fase
inferior (d) o en diferentes fases (a). Entonces, las disoluciones acuosas de mezclas de
biopolimeros son susceptibles a la separacion de fases por dos de los siguientes mecanismos:

i) coacervacion compleja o ii) incompatibilidad termodindmica (Rodriguez y Pilosof, 2011).

Las propiedades funcionales de estas interacciones han sido reconocidas recientemente y han
sido desarrollados diferentes usos en la industria, destaca la Industria de Alimentos, el area
Biotecnoldgica, Medicina, Farmacia y la Industria Cosmética. Sin embargo, destacan tres
importantes aplicaciones de coacervados: a) la purificacion de macromoléculas, b)

microencapsulacidon de moléculas activas y c) que estos pueden ser utilizados como materiales
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nuevos, como ingredientes (formulacion de alimento), o como biomateriales (proteccion de

los alimentos y el envasado, injertos en Medicina) (Schmitt et al., 2011).

Recientemente, el uso de coacervacion compleja ha destacado, para el caso de gliadina de
trigo, se tiene registro de dos investigaciones, donde el objetivo fue lograr estos coacervados
entre la proteina con polisacéridos. Seifert et al. (1995) estudid la posible interaccion y el
grado de la misma entre prolisacaridos (galactomananos) con la proteina de trigo (gliadina) y
gliadina hidrolizada, mediante la técnica de ultracentrifugacion analitica. Secundo y Guerrieri
(2005) utilizando Espectroscopia Infrarroja con Trasformadas de Fourier, demostraron que es
posible lograr interaccionar a la gliadina con algun polisacérido (dextrina), determinando el
efecto de la temperatura y el pH del medio donde se llevo a cabo la interaccion. Este trabajo
es parte de una serie de investigaciones en el campo de la enfermedad celiaca, que es una
enfermedad debida a una respuesta autoinmune que produce la gliadina en formulaciones de
pan, alimento valioso con micro y macronutrientes (carbohidratos, proteinas, fibra, hierro,

zinc y vitaminas).

1.2 Gliadina

Las proteinas presentes en el endospermo de trigo fueron las primeras en ser caracterizadas,
debido a su abundancia e importancia econémica. Los primeros estudios fueron reportados en
los primeros afios de la década de los 20’s, Osborne mediante un estudio sistematico
desarroll6 una clasificacion para las proteinas presentes en cereales con base en el método de
extraccion y solubilidad (Osborne, 1907). A partir de esta década en adelante, el estudio de las
proteinas del endospermo se convirtié en un tema de interés para diferentes grupos de trabajo,

a la vez permitid el avance en el estudio y la descripcion de su comportamiento.

La Tabla 1 resume los tipos y las caracteristicas generales de las gliadinas, pertenecientes al
grupo de las prolaminas. Especificamente, las gliadinas, también conocidas como proteinas
monomeéricas por sus agregados simples de polipéptidos se caracterizan por estar asociadas al
incremento de viscosidad y extensibilidad en las masas de trigo (Uthayakumaran et al., 1999).
Son proteinas de almacenamiento en trigo ricas en prolina y glutamina, solubles en alcohol
(etanol, 1 y 2-propanol), con masas moleculares que varian desde 20,000 — 70,000 Da
(Shewry and Halford, 2002). La mayoria de estas proteinas estan presentes como mondmeros
y han sido clasificados en cuatro grupos de acuerdo a su movilidad en geles de electroforesis

(o-, B-, y-, w-gliadinas); sin embargo, investigaciones recientes reflejan que las a- y P-
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gliadinas pertenecen al mismo grupo (Wieser, 2007). Las y- y ®-gliadinas son codificadas por
genes del loci (Gli-1) presente en el brazo corto de los cromosomas del grupo 1, estos genes
estdn estrechamente ligados a los que codifican para las G-BPM (Glu-3) influyendo
directamente en las caracteristicas de fuerza de gluten. Las o- y B-gliadinas son codificadas

por genes del loci Gli-2 localizadas en el brazo corto de los cromosomas del grupo 6.

Tabla 1. Tipos y caracteristicas de gliadinas.

Componentes PM Polimero o Composicion parcial de
(%total) monomero aminoécidos (%o)
APM prolaminas 65-90 000 Polimeros 30-35% Gly, 10-16% Pro, 0.5-
(6-10%) 1.5% Cys, 0.7-1.4% Lys
Prolaminas ricas-S 30-45 000 Mondémeros 30-40% Gln, 15-20% Pro, 2-
v-gliadinas (70-80%) Monomeros 3% Cys, <1.0% Lys
a-gliadinas Polimeros
Prolaminas pobres-S 30-75 000 Monomeros 40-50% Gln, 20-30% Pro, 8-
w-gliadinas (10-20%) Polimeros 9% Phe, 0-0.5% Lys, 0-<0.5%

Cys

(Shewry y Harlford, 2002)

APM: Alto Peso Molecular; BPM: Bajo Peso Molecular;Gly: Glicina; Pro: Prolina; Cys:
Cisteina; Lys: Lisina; GIn: Glutamina; Phe: Fenilalanina

1.3 Pectina

Las pectinas son acidos pectinicos de elevado peso molecular y soluble en agua, Munarin et
al. (2012) proponen que este biopolimero se compone de al menos tres dominios de
(HGA), (RG-) vy
Ramnogalacturonano-11 (RG-I1), siendo HGA el mayor componente de los polisacéridos en

polisacaridos: ~ Homogalacturonanos Ramnogalacturonano-I
pectina, estructurado por a-(1-4)-D-acido galacturénico (1,4-a-D-GalpA) el cual se encuentra
parcialmente metilado-esterificado y algunas veces parcialmente acetilado-esterificado. RG-I
se compone de disacaridos, unidades acido galacturénico-ramnosa (1,4 -o-D-GalpA-1, 2 -a-I-
Rhap-)n, 20-80% de los residuos Rhap estan sustituido con oligosacéridos neutros,

principalmente arabinofuranosa y galactosa (a-L-Araf y p-D-Galp). Ademas, fucosa,
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glucopiranosa y 4-O-metil-glucopiranosa (a-L-Fucp, B-D-GlcpA, y 4-O-metil-B-D-GlcpA)

podrian encontrarse como residuos terminales de las cadenas laterales. EI dominio RG-1 es

también llamado ‘region ramificada’. RG-1I tiene una estructura mas compleja: presenta una

pequefia cadena que consiste en residuos de 1,4-a-D-GalpA, y cadenas laterales de diferentes

azucares, como la ramnosa, &cido galacturénico, galactosa, arabinofuranosa, fucosa,
apiofuranose (o-L-Rhap, o-D-GalpA, a- o B-D-Galp, a-L-Araf, o-L-Fucp, B-D-Apif) y

muchos otros (Visser y Voragen, 1996).
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Figura 2. Representacion estructural propuesta para pectina de alto metoxilo.



1.3.1 Pectina de Bajo Metoxilo

La relacion de residuos metil-esterificados (6-O-metil-a-D-GalpA) determinados en la cadena
principal (HGA) unidos al total de unidades de acido carboxilico, se denomina grado de
esterificacion (GE). Dependiendo del grado de esterificacion, las pectinas se clasifican como
de bajo metoxilo (BM, GE <50%) o de alto metoxilo (AM, GE> 50%), mostrando diferentes
propiedades. Las pectinas de bajo metoxilo tienen la mayoria de los grupos carboxilo libres.
En realidad, sélo 20-40% de los grupos carboxilo estan esterificados. Por tanto, la mayoria
estan disponibles para formar enlaces cruzados con iones divalentes, si se forman suficientes
enlaces cruzados, se puede obtener una red tridimensional (gel). Las pectinas de bajo metoxilo
pueden formar geles en presencia de iones divalentes sin necesitar azlcar o acido (Munarin et
al., 2012).

El grado de esterificacion (GE) es un indice del nimero de grupos carboxilo esterificados que
se encuentran en la cadena del ramnogalacturonano. EI GE puede ser definido como el
porcentaje del numero total de grupos carboxilo esterificado, en relacion al total de unidades
de acido galacturdnico (los cuales presentan grupos carboxilo) presentes en la molécula,
siendo el maximo tedrico 100 %. Las pectinas pueden clasificarse comercialmente en pectinas
de alto metoxilo (PAM) con un GE de 50-90% y pectinas de bajo metoxilo (PBM) con un GE
de 25 a 50% (Kerstesz, 1951; BeMiller, 1986). Las pectinas de bajo metoxilo (PBM) son
obtenidas por modificacion de las pectinas de alto metoxilo (PAM) mediante una reaccion de
desesterificacion controlada cominmente efectuada por un método quimico, aunque también

puede realizarse por método enzimatico (Munarin et al., 2012).

1.4 Caracterizacion de carbohidratos y proteinas

1.4.1 Calorimetria
La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es una técnica que se emplea para estudiar qué
ocurre cuando un biopolimero es calentado. Tambien se ha definido como la medida de la
cantidad de calor que cede o absorbe un cuerpo en el curso de un proceso fisico o quimico
(Lukas y LeMaire, 2009).

El calorimetro es el equipo que se utiliza para cuantificar las diferencias de calor emitidas por
la muestra que se esta estudiando (Figura 3). Este equipo cuenta con dos soportes, en uno de
ellos, se coloca la muestra polimérica mientras que el segundo permanece la referencia
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(vacio). Cada soporte se apoya sobre la parte superior de un calefactor. La computadora
enciende los calefactores y les indica que calienten los soportes a una velocidad especifica,
(rampa de calentamiento). La computadora se asegura totalmente de que la velocidad de

calentamiento sea exactamente la misma a lo largo de todo el experimento.

polymer
sample  ooyple reference
pan / pan
v
\I!I I_I/
C ()
f L

& heaters —/

computer to monitor temperature
and regulate heat flow

Figura 3 Componentes del calorimetro

Los parametros que pueden determinarse son:

Capacidad Calorifica. Cuando se agrega una cierta cantidad de calor, la temperatura del
polimero se incrementard en una cierta cantidad y este calor necesario para producir ese

determinado incremento se Ilama capacidad calorifica, o Cp (Raudino et al., 2013).

Temperatura de Transicion Vitrea: Se tiene un mayor flujo de calor y se obtiene un
incremento en la capacidad calorifica del polimero. Esto sucede porque el polimero ha sufrido
la transicion vitrea. Debido a este cambio de capacidad calorifica que se presenta en la
transicion vitrea, se puede utilizar la DSC para determinar la temperatura de transicion vitrea

de un polimero (Tg) (Raudino et al., 2013).

Cristalizacion: Los polimeros poseen una gran movilidad, cuando alcanzan la temperatura
adecuada, han ganado la suficiente energia como para adoptar una disposicion sumamente
ordenada, que se llaman cristales. Cuando los polimeros se disponen en esos ordenamientos
cristalinos, liberan calor. Esta caida en el flujo de calor puede considerarse como una gran

depresion en la curva de flujo (Raudino et al., 2013).



Fusion: Cuando se alcanza la temperatura de fusion del polimero, o Tm, los cristales
poliméricos comenzarén a separarse; es decir, se funden. Las cadenas abandonan sus arreglos

ordenados y comienzan a moverse libremente (Raudino et al., 2013).

heat
flowr

temperature —

Figura 4. Pardmetros encontrados en un termograma

1.4.2 Reologia

La reologia (del griego reos, fluir y logos, estudio) es la ciencia que estudia el flujo y la
deformacion de la materia, describe la interrelacion entre fuerzas, deformaciones y tiempo. La

reologia es aplicable a todos los materiales, desde los gases hasta los solidos.

El filésofo griego Heraclito describié la reologia como panta rei —todas las cosas fluyen-.
Traducido a términos reoldgicos esto significa que si se espera tiempo suficiente todo fluira.
La reologia de fluidos es utilizada para describir la consistencia de diferentes fluidos,
normalmente mediante dos componentes, la viscosidad y la elasticidad. Por viscosidad se
entiende la resistencia a fluir o el “espesamiento” y por elasticidad la “pegajosidad” o
“estructura”. La reologia es entonces la rama de la fisica que estudia el comportamiento de los

fluidos sometidos a diferentes tipos de esfuerzos (McOsko, 1994).

La determinacién de las propiedades reoldgicas en alimentos resulta de importancia
fundamental en los procesos de elaboracion y manufactura de alimentos, especificamente en
procesos de planta, calculo de requerimientos de bombeo, establecer dimensiones de tuberias
y vélvulas, realizar mezclas, operaciones basicas con trasferencia de calor, masa y cantidad de
movimiento. También, es necesaria en el aprovechamiento para el control instrumental de

calidad del material antes de procesarse, productos intermedios durante la manufactura y
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productos finales. Ademas, evaluar la calidad de preferencia del consumidor por medio de
correlaciones entre las propiedades reoldgicas y los estudios sensoriales. Permiten también
elucidar la estructura o composicion de los alimentos y analizar los cambios estructurales que

se presentan durante el proceso (Muller, 1978).

1.4.3 Viscosidad Intrinseca

La viscosidad intrinseca es un pardmetro relacionado con el peso molecular del polimero o del
grado de polimerizacion. También se le llama ndmero limitante de viscosidad. Los alimentos
fluidos contienen cantidades significativas de compuestos de alto peso molecular disueltos
(polimeros) y/o sélidos en suspension que presentan un comportamiento no Newtoniano.
Frecuentemente, estos contribuyen significativamente a la estructura y viscosidad de los
alimentos. Un fluido Newtoniano es aquel cuya viscosidad puede considerarse constante
conforme aumenta el esfuerzo de corte o cizalla; es decir, su tasa de deformacion es lineal.

Carece de propiedades elasticas, es incomprensible, principalmente (Muller, 1978).

En soluciones diluidas, las cadenas de estos polimeros estan separadas y la viscosidad
intrinseca [n], depende de las dimensiones de las cadenas del polimero en disolucion. Por lo
anterior, la viscosidad intrinseca [n] indica el volumen hidrodinamico del polimero, lo cual
refleja importante caracteristicas moleculares (Rao, 1999). Se le denomina también nimero de
viscosidad limite, representando un parametro preciso y sencillo. Su determinacién estara en
funcion de la estructura del compuesto, de las caracteristicas del disolvente y de la

temperatura (Harding, 1997).

Un dispositivo Util para determinar la viscosidad intrinseca es el viscosimetro “suspended
level” o Ubbelohde (Figura 5), llamado asi porque el liquido extraido inicialmente en el bulbo
superior no esta conectado al dep6sito, lo mismo que el capilar. En combinacion con el tubo
regulador de presion, asegura que la diferencia de presion entre la parte superior del bulbo y la

parte inferior del capilar sea debida a la presion hidrostatica, es decir, el peso del liquido.

La relacion propuesta por Mark-Houwink-Kuhn-Sakurada (MHKS) describe la dependencia
existente entre la viscosidad intrinseca y el peso molecular [n] = KM?, las constantes K y a
dependen de la temperatura y del sistema polimero-disolvente (Harding, 1997). Diferentes

biopolimeros han sido caracterizados usando la técnica de la viscosidad intrinseca, tal es el
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caso de algunas proteinas y galactomananos, biopolimeros de interés en la elaboracion de

alimentos.

Tubo regulador de presion

> Bulbo superior

» Capilar

Deposito

Figura 5. Diagrama de viscosimetro Ubbelohde

1.4.4 Curvas de Titulacion

Debido a que los aminoacidos contienen grupos ionizables, la forma idnica predominante de
estas moléculas en disolucién depende del pH. Esto les va a proporcionar a los aminoacidos
ciertas propiedades &cido-base que condicionaran a las propiedades acido-base de las
proteinas. La titulacion o valoracion de una proteina muestra el efecto del pH sobre su
estructura. La titilacion, también es una herramienta util para determinar la reactividad de las

cadenas laterales de los aminoécidos (Smith y March, 2007).

Ademas, las curvas de valoracion proporcionan la medida del pKa de cada uno de los grupos
gue se ioniza, nos indica de la relacion que existe entre la carga neta del aminoéacido y el pH
de la disolucion (es el punto isoeléctrico); por lo tanto, se infiere que a cualquier valor de pH
mayor que el pl, el aminoacido posee carga neta negativa y se desplazara hasta el electrodo +
(4nodo) en un campo eléctrico y a pH inferior al pl, el aminoécido tendra carga neta + y se

desplazara hacia el polo — (catodo) en un campo eléctrico (Tanford y Roxby, 1972).
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1.4.5 Potencial Zeta

El potencial Zeta es el potencial eléctrico que existe en el plano de corte de la particula, con
una distancia corta de la superficie. Las particulas coloidales dispersas en una disolucion estan
cargadas eléctricamente gracias a sus caracteristicas idnicas y caracteristicas de bipolaridad.
El desarrollo de una red de carga eléctrica en la superficie de la particula puede afectar la
distribucion de iones en una region interfacial vecina, y provocar un aumento de la
concentracion de iones contados (iones de carga contraria a las particulas) cerca de la

superficie (Clogston, y Patri, 2010).

Cada particula dispersa en una disolucion se rodea de iones cargados con carga opuesta que se
denomina capa fija. Fuera de esta capa fija existen distintas composiciones de iones de
polaridad opuesta, formando un &rea nebulosa. De esta manera se crea una capa doble
eléctrica en la region de interfase particula-liquido. La capa doble consiste de dos partes: una
region interna que incluyen iones unidos fuertemente a la superficie y una externa, o regién de
difusion donde la distribucion de iones se determina por un balance de fuerzas electrostaticas
y movimiento térmico aleatorio. De esta forma, el potencial en esta region decae con la

distancia desde la superficie, hasta que a cierta distancia se vuelve cero.

La utilizacion del equipo Zetasizer Nano hace posible la determinacion de tres parametros de
moléculas en disolucién, a saber: tamafio de particula, potencial Zeta y peso molecular en un
amplio intervalo de concentraciones. El potencial zeta se determina mediante las técnicas de
electroforesis y Laser Doppler Velocimetry. Es una medida utilizada frecuentemente en
quimica coloidal. Indica el potencial necesario para penetrar la capa i6nica que se encuentra
alrededor de una particula, con la finalidad de desestabilizar a esta. Se trata de una potencia
electrostatica que existe entre las capas que se encuentran situadas en torno a la particula
(Hunter, 1981).

En el modelo de doble capa, que se conoce como potencial zeta, al punto donde se unen las
dos capas, la capa difusay la capa Stern (Figura 5). Debido a que en dicho modelo no es
posible determinar la carga superficial, ni tampoco el potencial, el potencial zeta se utiliza
para indicar los posibles cambios que se producen en el potencial de la superficie, asi como en
las fuerzas de repulsion existente entre los coloides. La relacion entre el potencial zeta y el

potencial de superficie, depende de la cantidad de iones presentes en la disolucion. Asi por
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ejemplo, en el caso del agua, la doble capa provoca que el potencial zeta tenga una
aproximacion aceptable del potencial de superficie. Cabe recordar que la capa Stern, hace
referencia a la atraccion que sufre el coloide negativo de la solucién, la cual inicialmente
provoca que algunos iones positivos se dispongan conformando una capa rigida, la cual se
sitla rodeando la superficie del coloide. Dicha capa rigida es lo que se conoce como capa

Stern.

El modelo de doble capa se utiliza frecuentemente, para visualizar el entorno o atmosfera
i6nica que se encuentra en las proximidades de un coloide cargado; ademas, explica el
funcionamiento de las fuerzas de repulsion eléctricas. EI modelo de doble capa se entiende
como una serie de etapas que tienen lugar en torno al coloide negativo, cuando los iones que
se encuentran neutralizando las cargas, son separados improvisadamente. Hay iones positivos
que se encuentran atraidos por el coloide negativo, pero que a la vez son rechazados por la
capa Stern, al mismo tiempo que otros iones con igual carga, intenta acercarse al coloide,
hecho que crea un cierto equilibrio dindmico. Este equilibrio existe como resultado de la
formacion de una capa, conocida como difusa, de contraiones (iones que acompafan a los
iones con la finalidad de mantener la neutralidad en sus cargas), los cuales tiene una presencia
alta en la superficie, concentracion que va disminuyendo a medida que se agranda la

distancia, hasta conseguir de nuevo un equilibrio.

Contra-lon Positivo
Co-lon Negativo

v

Coloide Altamente
Negativo

Capa de Stern

Capa Difusa

v v

lones en Equilibrio Q
con Solucién —[ ° [* 9 9

(Zeta-Meter, Inc.)

Figura 6. Visualizacion de la doble capa. La vista izquierda muestra el cambio en la densidad
de carga alrededor del coloide. La derecha muestra la distribucidn de iones positivos y
negativos alrededor del coloide cargado
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1.4.6 Espectroscopia Infrarroja

La espectroscopia infrarroja (FT/IR, Fourier Transform Infrared Spectroscopy) se ha
convertido en una importante herramienta en la evaluacion de la composicion quimica y
estructural de pequefias moléculas, de ahi que se haya adaptado su uso a sistemas biol6gicos.
Ha resultado atil en el estudio de la estructura de proteinas, sus mecanismos de reaccion y
determinacion del plegamiento de las mismas. También, mediante la espectroscopia infrarroja

es posible identificar cepas bacterianas e incluso diferenciar y clasificar microorganismos.

Bésicamente todos los enlaces polares presentan una absorcion de luz infrarroja. EI espectro
infrarrojo se representa como la inversa de la longitud de onda (V~), la cual es proporcional a
la transicion de energia y tiene como unidades cm™. Las coordenadas horizontales de un
espectro van desde altos a bajos valores de longitud de onda de acuerdo con una
recomendacion de la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC).

Los espectros infrarrojos de proteinas y polipéptidos muestran diferentes bandas conocidas
como bandas amida, estas representan diferentes bandas vibracionales pertenecientes a los
péptidos que estan presentes. El conocimiento actual de estos espectros se basa
principalmente en el analisis que inici6 Miyazawa y colaboradores (Miyazawa et al., 1958;
Miyazawa, 1967) con el estudio de N-metilacetamida y se extendié posteriormente a estudiar

sistemas mas complejos.

La banda Amida | es la mas intensa de las bandas de absorcion en proteinas, se encuentra
entre 1600 y 1700 cm™ y esta asociada principalmente con la vibracion de tension del C=0
(70-85%) vy relacionada con la conformacion del esqueleto polipeptidico y el patrén de
enlaces de H. La banda Amida Il se relaciona con la vibracion de flexion del enlace N-H (40-
60% de la energia potencial) y con la vibracion de tension de los enlaces C-N (18-40%) y del
C-C (10%). Esta banda también es sensible a la conformacion de la cadena (Kirby y
Hasselbrink, 2004).

La banda Amida I, sobre 3500 cm™ y la banda amida B, sobre 3100 cm™, se originan por

resonancia Fermi entre el primer compuesto armonico o sobretodo de la banda Amida Il y la

vibracion de tensién del enlace N-H. Este modo de vibracion no es dependiente de la
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conformacion pero es muy sensible a la fuerza del enlace de H; asi la banda A cae entre 3225
y 3280 cm™* para longitudes de enlace de H entre 2.69 y 2.85 A (Surewicz et al., 1993).

1.4.7 Dicroismo Circular

El dicroismo circular (DC) es una técnica de espectroscopia de absorcion electrénica, basada
en el cambio de configuracion electronica molecular de un estado fundamental a un estado
excitado, debido a la absorcion de radiacion electromagnética polarizada. La teoria de

dicroismo circular fue desarrollada por Biot Neumann y Fresnel Snatzke (1990).

Un rayo de luz polarizado en un plano puede considerarse formado por dos componentes
polarizados circularmente, uno a la derecha y el otro a la izquierda. Estos componentes estan
en fase y son de la misma amplitud. Al pasar por un medio Opticamente activo, cada
componente interactia de manera diferente con los centros quirales de las moléculas
presentes. La interaccidn de la radiacion con la muestra induce un desfasamiento y un cambio
de magnitud diferenciales en ambos componentes circularmente polarizados de la luz, y estos

fendmenos provocan una rotacién del plano de polarizacion en un angulo a y la distorsion de

este plano genera una elipse.
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Figura 7. Rotacion del plano luminico. A) Vectores de los componentes del haz de luz antes
de llegar a la muestra; B) Vectores despues de interactuar con los solidos de la muestra; C)
Vectores absortos en forma diferencial.

Los espectros de dicroismo circular se obtienen generalmente en las regiones del ultravioleta
cercano (250 a 350 nm) y lejano (180 a 250 nm) de la radiacion electromagnética. En la

region del ultravioleta cercano, los croméforos mas importantes son los grupos aromaticos de
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las cadenas laterales de triptofano, tirosina, y fenilalanina. Ya que la asimetria en estos grupos
quimicos, se debe exclusivamente a su entorno y como los residuos aromaticos se encuentran
distribuidos en toda la macromolécula, los espectros en esta region son un reflejo de la
conformacién global de la proteina. Ademas las sefiales en esta region son extremadamente

sensibles a los cambios en la conformacion (Kelly S. et al., 2005).

a-hélices:
En la estructura de hélice a la secuencia aminoacidica gira alrededor de un eje y las cadenas
laterales quedan en la superficie de la hélice. Cada giro tiene una unidad repetitiva de 3.6
aminoacidos. La hélice se encuentra estabilizada por enlaces de hidrogeno de los grupos
amida, entre el hidrégeno unido al nitrégeno (electropositivo) del residuo (i) y el atomo de

oxigeno (electronegativo) del residuo (i+4).

Las hélices son anfipéticas; tienen una zona polar en la superficie y una zona hidrofébica en la
cara interna. Los espectros muestran un doble minimo a 222nm y 208nm, y un méximo
intenso a 191nm. ElI méximo presenta una intensidad alta debido a la asimetria intrinseca de
hélice. Las intensidades de las 3 bandas reflejan el grado de abundancia de la estructura

helicoidal en la proteina (Whitmore y Wallace, 2007).

Lamina f:

La cadena polipeptidica esta practicamente extendida en forma de lamina. La distancia axial
entre los aminoacidos es de 3.5 A y esté estabilizada por puentes de hidrégeno entre grupos
NH y CO de las diferentes cadenas polipeptidicas. Las cadenas adyacentes en la hoja 3
pueden estar dirigidas en la misma direccion (hojas B paralelas) o en direcciones opuestas
(hojas B antiparalelas). Las proteinas con estructura 2ria mayoritariamente § presentan un
méaximo simple y un minimo simple, pero sus espectros son muy variables porgue las hojas
pueden ser paralelas o antiparalelas y por la variacion en el largo y ancho (Whitmore y
Wallace, 2007).

Banda positiva entre 190 y 200nm
Banda negativa entre 210 y 225nm
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Figura 8. Diferencias en los espectros obtenidos por Dicroismo Circular. Linea solida, a-
hélice; linea de punteado largo, hoja B; linea punteada, giros B; linea punteada de cruz 3-
hélice o poly (Pro) Il hélice; linea punteada con lineas cortas, estructura irregular.

1.4.8 Formacion de Geles carbohidrato-proteina

Se denomina fluido complejo a aquellos fluidos formados por dos o mas componentes
macromoleculares (polimeros, biopolimeros, sustancias de alto peso molecular) que
interactlan fisica y quimicamente permitiendo una estructuracion del sistema (Zhu et al.,
2009).

Las disoluciones poliméricas o biopoliméricas, mezclas de biopolimeros, particulas en
suspension, emulsiones, cristales liquidos y muchos biofluidos como la sangre, son ejemplos
de fluidos complejos. Dentro de este concepto ha propuesto la clasificacion de las soluciones
“carbotéicas”, en las cuales los componentes que se encuentran interactuando son
carbohidratos y proteinas. Las propiedades fisicas de estos fluidos complejos son

considerablemente diferentes de los fluidos simples (Manero et al., 2007).

Los complejos carbohidratos-proteinas se originan de las interacciones electrostaticas entre
macromoléculas con cargas opuestas. Estas interacciones inducen la formacion de las distintas
entidades supramoleculares, como los complejos, complejos de agregacion y coacervados

(Antonov y Zhuravleva, 2012). La naturaleza de los complejos carbohidrato-proteina esta
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determinada por factores que afectan la entropia del sistema, como la estructura y el peso
molecular de los biopolimeros. Los complejos también son afectados por fuerzas entéalpicas,
que se rigen por la naturaleza y la densidad de carga de los biopolimeros y la relacion molar

del carbohidrato y de la proteina.

Sin embargo, durante las ultimas décadas se ha incrementado en interés en la gelificacion de
mezclas de complejos carbohidrato-proteina reflejando: a) un papel clave de los hidrocoloides
utilizados como aditivos alimentarios y b) el desarrollo de nuevos métodos de procesamiento

en alimentos.

El comportamiento de gelificacion de mezclas de carbohidrato-proteina generalmente se
divide en tres etapas: formacion de enlaces covalentes entre los dos biopolimeros, las
interacciones electrostaticas polication-polianion y la formacion del gel compuesto debido a la
exclusion mutua de cada componente. Las interacciones favorables en estos sistemas se
presentan entre polisacaridos anidnicos y proteinas que se encuentran por debajo de su punto
isoeléctrico, cuando las proteinas tienen numerosos dominios cargados positivamente. De esta
forma con los dominios anidnicos del polisacérido se forman “zonas de unioén”, dando lugar al

aumento de la temperatura de gelificacion, temperatura de fusion y fuerza de gel (Hua, 2003).

Cuando las interacciones no se llevan a cabo, las disoluciones concentradas de dos
biopolimeros  (proteina-proteina,  carbohidrato-proteina o  polisacarido-polisacarido)
frecuentemente presentan turbidez, gradualmente se separan en dos capas trasllcidas, cada
una de las cuales contiene mas de un biopolimero que del otro. Sin embargo, al enfriar la
mezcla antes de la separacion de las fases se forman geles compuestos, donde el biopolimero
gelificante forma una red en fase continua y el segundo se limita a formar inclusiones en la
fase discontinua (Chronakis et al., 1997). Los geles formados por varios agentes gelificantes
pueden ser clasificados en tres grupos, llamados geles “rellenos”, geles mixtos y geles

complejos (Zasypkin et al., 1997).

1. Los geles “rellenos” contienen una o varias redes independientes de polimeros o
biopolimeros que forman una fase continua “llena” por particulas dispersas. Estas Ultimas
pueden ser de naturaleza y estado de la materia diferente, es decir, sélido, liquido o gaseoso.
Existen otros dos tipos de geles de biopolimeros “rellenos”, monofasicos y bifasicos. Los

primeros son aquellos formados por una red de un biopolimero y otro biopolimero (relleno)
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en forma de moléculas o agregados moleculares. Los geles de dos (o més) fases de
biopolimeros constan de una red continua llena de particulas dispersas (Tolstoguzov, 1990).

2. Los geles “mixtos” constan de dos (o mas) redes independientes. Ambas redes abarcan todo
el sistema, pero no existe ninguna interaccion entre ellos (Tolstoguzov, 1990). De acuerdo
con Morris (1985), los geles mixtos se han denominado como geles con redes

interpenetrantes.

3. Los geles complejos son aquellos que implican una asociacion directa entre los

biopolimeros y posteriormente la formacion de la red (Tolstoguzov, 1995).

JUSTIFICACION

Los carbohidratos y proteinas son biopolimeros naturales utilizados ampliamente como
ingredientes funcionales, el interés en la interaccion quimica de estas biomoléculas se ha
incrementado en la ultima década por contribuir con importantes propiedades funcionales

durante el proceso de elaboracién de alimentos.

La gliadina de trigo ha sido de interés para numerosas investigaciones como parte esencial en
la formacion del gluten; sin embargo, hasta el momento ha sido escasamente estudiada su
capacidad para interactuar con carbohidratos vegetales, formando microestructuras con

propiedades funcionales de interés.
En este sentido, resulta necesario explorar la posible interaccion carbohidrato-proteina y los

efectos de variables como concentracion, pH, temperatura, para determinar el comportamiento

fisico y funcional.
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HIPOTESIS

De acuerdo a lo anteriormente expuesto, se proponen las siguientes hipotesis

H1. Mediante el estudio de las propiedades fisicas y quimicas de los biopolimeros de interés

se pueden detectar interacciones quimicas entre ellos

H2. Las interacciones entre carbohidratos complejos como la pectina de bajo metoxilo y la
gliadina, proteina del gluten, determinaran las propiedades fisicas y quimicas de las mezclas.

OBJETIVO GENERAL

Disefiar mezclas carbohidrato-proteina a base de pectina de bajo metoxilo y de gliadina para
el estudio de sus interacciones quimicas y la caracterizacion de sus propiedades fisicas y

quimicas.

Obijetivos especificos

- Caracterizar las propiedades fisicas, quimicas y funcionales de los materiales: pectina de

bajo metoxilo y de gliadina.
- Disefiar mezclas carbohidrato-proteina en funcion de concentracion, pH y temperatura.

- Determinar y caracterizar las posibles interacciones empleando métodos fisicos vy

quimicos.
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2. MATERIALES Y
METODOS



El proyecto se dividio en tres etapas experimentales:

1. La primera etapa estuvo relacionada directamente con la caracterizacion de las

propiedades fisicas y quimicas de la gliadina y la pectina de bajo metoxilo.

2. En la segunda etapa, de acuerdo a las propiedades de los biopolimeros obtenidos
durante la primera etapa, se prepararon las mezclas carbohidrato-proteina tomando en

cuenta la concentracion de los biopolimeros en disolucion, la temperatura y el pH.

3. La tercera etapa consistié en la caracterizacion de las propiedades fisicas y quimicas
de las mezclas. Para esta caracterizacion se usaron técnicas como espectrofotometria
(ATR-FTIR), calorimetria (DSC), reologia (caracterizacion de viscoelésticidad) y

potencia zeta (mV) y dicroismo circular (DC).

2.1 Determinacioén de viscosidad intrinseca

El estudio fue realizado a partir de gliadina cruda de trigo, grado reactivo (Sigma-Aldrich,
USA), dispersando en etanol al 50% con 0.2% de DTT (dithiothreitol). Las concentraciones
de gliadina cruda empleadas fueron: 0.05, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 y 1.2 %, agitando a 500 rpm

durante 1 h y reposando toda la noche.

Ecuacion de Mark-Houwink para calcular el peso molecular (Rao, 1999)
[7]=KM* (1)

Donde: [7] - yiscosidad intrinseca;

“K”y “a” = constantes especificas del sistema en estudio (polimero-disolvente) a una
temperatura especifica y M = Peso molecular

Ecuacion para viscosidad intrinseca (Rao M.A., 1999)

7] = tim >

>0 C

(2)

Donde C = concentracion del polimero y nsp = Viscosidad especifica. Dependera de la
concentracion del polimero, para determinar las propiedades intrinsecas de la cadena del

polimero se debe extrapolar a concentracion cero.
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Ecuacion para viscosidad especifica (Rao, 1999)

nsp — Msorn — Msolvent (3)

nsolvent

Donde nsowvente = Viscosidad del disolvente y ny;» = Viscosidad de la solucion

Caélculo para determinar la viscosidad de la solucién (Rao, 1999)
pi_rl:l._tiz pz-qz-tz (4)

Donde p = densidad (g/cm?); n = viscosidad (Pa-s) y t = tiempo (seg) que tarda la solucion en
recorrer el bulbo pequefio del viscosimetro Ubbelohde (Figura 9), desde la linea dibujada

superior hasta la linea inferior

} Tiempo en segundos, que tarda en
recorrer esta distancia

Figura 9. Viscosimetro Ubbelohde.

Para calcular la densidad de la solucion, se utilizé el equipo Marca: Analite, Modelo 2141

Surface Tension Meter, y los resultados fueron expresados en g/cm?.

Determinacion de Viscosidad Intrinseca (Rao, 1999)

Con la ecuacion ¢ como muestra la Figura 10, es necesario construir una grafica
donde el objetivo es extrapolar la recta a concentracion “0” y en ésta Se obtiene el valor de

viscosidad intrinseca.
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Figura 10. Grafica para la determinacion de la viscosidad intrinseca

2.2 Determinacion de Nitrégeno Total.

Pesar 50 mg de muestra en un matraz microkjeldhal, adicionando 2 g de mezcla catalizadora y
2.5 mL de &cido sulfurico, poner a digerir la muestra en el equipo de digestion con extractor
de vapores hasta que clarifiqgue, manteniendo el calentamiento de 1.5-2 h y dejar enfriar. El
residuo se disuelve con una pequefia cantidad de agua destilada, tratando de lavar el matraz
microkjeldhal de 2-3 veces; depositandolo en un tubo para destilador (A.O.A.C, 1970).

En un matraz Erlenmeyer se colocan 5 mL de la disolucion de acido borico al 5% con 2 gotas
de indicador en la terminal del condensador, cuidando que ésta quede dentro de la solucion. El
tubo con muestra se coloca en el destilador y se adicionan 10 mL de disolucion de hidréxido
de sodio - tiosulfato de sodio. Se inicia la destilacion por arrastre de vapor, colectando
aproximadamente de 75-100 mL de destilado. Esta disolucion se titula con acido clorhidrico

0.01N hasta que vire el color del indicador de verde a violeta.

Para cada determinacidn se utiliza un blanco de reactivos siguiendo el mismo procedimiento.

Preparacion de reactivos:
1. Acido Sulfdrico
2. Catalizador (HgO-K2S0a). Pesar 50 g de sulfato de potasio, adicionar 2 g de éxido de
mercurio y mezclar en un molino de bolas hasta obtener un polvo completamente

homogéneo.
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3. Solucion de NaOH 60%-Na»S203 5 %. Disolver completamente 600 g de hidréxido de
sodio en aproximadamente 600 mL de agua destilada, enseguida disolver 50 g de
tiosulfato de sodio y aforara 1 L.

4. HzBOs3 5% (p/v). Pesar 50 g de acido borico, disolverlos en agua destilada y aforar a 1
L.

5. HCI 0.0IN. 1 mL de acido clorhidrico diluirlo en agua destilada y aforar a 1 L.
Normalizar con borato de sodio utilizando rojo de metilo como indicador.

6. Rojo de metilo 0.2 % (p/v). Disolver 200 mg de rojo de metilo en etanol absoluto y
aforar a 100 mL.

7. Azul de metileno 0.2 % (p/v). Pesar 100 mg de azul de metileno y diluir en 50 mL de
etanol absoluto.

8. Solucidn indicadora (rojo de metilo-azul de metileno). Mezclar 100 mL de solucién

alcoholica de rojo de metilo 0.2 % con 50 mL de azul de metileno 0.2 %.

Célculos

V., — V. NIN
0N = (‘ 1]("351’ j ¥ 100
M ®)

Donde: % N = Porcentaje de nitrogeno total; V1 = Volumen de HCI gastado en titular el
blanco (mL); V2 = Volumen de HCI gastado en titular la muestra (mL); eqN = 14.007;
N = Normalidad de HCI (0.01N) y M = Peso de la muestra (mg)

Para conocer el valor de la proteina cruda a partir del contenido de nitrégeno se utiliza un
factor, que varia segun el origen de la proteina, por ejemplo:
f = 6.25 (proteina animal)
f = 6.38 (proteina de leche o derivados)
f=5.7 (algunos vegetales)
% P.C.=%N X f (6)

Donde: %P.C. = Porcentaje de proteina cruda; % N = Porcentaje de nitrégeno total y

f =Factor de conversién 5.7
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2.3 Determinacion selectiva de gliadinas y gluteninas por electroforesis SDS-PAGE

Para la separacion e identificacion de gliadinas se utilizo el método de Singh et al., (1991). En

el procedimiento se usaron 5 mg de gliadina cruda comercial marca Sigma.

La preparacion de soluciones para extraccion se realiza de la siguiente forma:

Solucion 1: Buffer TRIS-HCI 0.08M, pH 8.0. Pesar 4.8 g de Trisma-Base, 20 g de SDS,
disolver en 500 mL de agua destilada y ajustar el pH.

Solucion 2: Propanol, 50%.

Solucion 3: Mezclar 500 mL de solucion 1y 2

Solucion 4: En 10 mL de solucién 3, poner 200 mg de DTT (dithiothreitol) y mezclar
Solucion 5: En 10 mL de disolucion 3, adicionar 140 uL de Vinilpiridina y mezclar

Solucion 6: Preparacion de buffer para gluteninas: Disolver 12 mL de glicerol en 36 mL de
agua destilada, adicionar 0.7 g de TRIS, 1 g de SDS y 6 mg de azul de bromofenol. Ajustar el
pH a 6.8.

Solucion 7: Preparacion de buffer para gliadinas: Disolver 12 g of glicerol en 36 mL de agua
destilada. Adicionar 0.7 g TRIS, 1 g SDS, y 6 mg de azul de bromofenol. Ajustar el pH a
8.0.

Para realizar el corrimiento de gliadinas se inici6 con la adicion de la solucion 7, para el

corrimiento de gluteninas con la solucion 6.

La concentracion del gel fue al 15% de acrilamida y se colocé en diferentes pozos del gel de
electroforesis 3, 5, 6, 8 y 12 pL de la disolucion de extraccion (gliadinas y gluteninas). El
corrimiento se realizé a 12.5 mA durante 19 horas. EI marcador de peso molecular utilizado
fue Protein Marker, Broad Range (2-212kDa) No. P7702S, Marca: BioLabs. Antes de usarlo
es necesario calentar el marcador a bafio maria en ebullicion de 3-5 min. Se colocaron 15 pL

al gel.

A 20 mg de harina se adicionan 0.75 mL de propanol al 50% en solucion 2 y se mezcla
durante 30 min a 65°C a 1400 rpm. La mezcla se centrifuga por 2 min a 10 000 rpm. En este
paso el protocolo puede tomar dos rutas, extraccion de gluteninas o gliadinas. A) Para el caso
de gliadinas es necesario guardar el sobrenandante y evaporarlo durante 4 a 5 horas a 65°C,
después se adiciona 0.3 mL de solucion de extraccion, se mezclan durante

5min/90°C/1400rpm, la mezcla se centrifuga durante 5min/10 000 rpm y se toman 8 pL para
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aplicar al gel. B) Para el caso de gluteninas, el sobrenadante se descarta y al pellet se adiciona
0.1 mL DTT al 1.5% en solucidon 4 y se agitan durante 30 min a 65°C/1400 rpm, la mezcla
resultante se centrifuga durante 2min/10 000 rpm, el sobrenadante es descartado y el pellet se
mezcla con 0.1 ml V.P al 1.4% en solucion 5 y se mezcla por 15 min/65°C/1400 rpm, se
centrifuga durante 5 min a 13 000 rpm. Se toman 180 pL de sobrenadante y se adicionan 180
uL de solucion de extraccion 6, mezclar durante 5min/90°C/1400rpm, centrifuga durante

5min/10 000rpm y se toman 8 uL para aplicar al gel.

Es importante destacar que la preparacion del gel dependeré del tipo de bandas que se desee
examinar con detalle. 9 0 10% de acrilamida es lo que se usa hormalmente para proteinas de
alto peso molecular; sin embargo, si se requiere una mayor separacion de bandas se

recomienda 13%.

Férmula para determinar la concentracion del gel:

g Acrilamide +g Bis— Acrilamida

Concentracion de Acrilamida = x 100 (7)

volumen total de solucion (ml)
his—Acrilamida

Concentracion de bis-acrilamida = x 100 (8)

g dorilamida—g bis—Acrilamida

Para la obtencion del gel al 13%: 24.7 mL de TRIS pH 8.5 (reactivo 1); 21.1 mL de Stock de
Acrilamida para corrimiento de geles (reactivo 2); 0.65mL de SDS al 10% y 17.21 mL de
agua destilada. Donde: Reactivo 1: Disolver 30 g de TRISMA BASE en 220 mL de agua
destilada. Ajustar pH 8.5 con HCI concentrado. Aforar a 250 mL con agua destilada. Reactivo
2: Pesar 0.52 g de bis-acrilamida y 39.48 g de acrilamida. Disolver en aproximadamente 70
mL de agua destilada y aforar a 100 mL, homogenizar y filtrar antes de usar. A esta mezcla se
necesita sacar el aire con sonicacion de 2-4 min. Inmediatamente, se filtra la mezcla (papel de
filtro). Afadir 1,3 mL de persulfato de amonio al 1.5% y 30 pL de TEMED ( N,N,N',N'-

tetrametiletilenodiamina), mezclar suavemente durante 5 s y entonces verter la solucion de

gel.

Buffer para tanque de corrimiento
Mezclar 400 mL del buffer para tanque con 3.6 L de agua destilada. Poner aproximadamente

2.5 L de buffer por tanque, este volumen permitira el corrimiento de dos geles.

Buffer para Tanque (TRIS-Glicina)
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Poner 30 g de TRIS en un vaso de 1 L. Adicionar 887 mL de agua destilada y agitar. Mientras
la disolucion se agita poner 144 g de glicina y 10 g de SDS. El pH deberia ser de 8.3, si es un

poco mas alto, no ajustar.
2.4 Precipitacion de gliadina cruda

500 mg de gliadina cruda comercial, se lavan con 10 ml de isopropanol al 70 %, entonces se
centrifuga a 4000 rpm/15 min y al sobrenadante se adiciona NHsAc/MeOH en proporcion 4:1
(NHsAc/MeOH: alcohol rico en gliadina). Reposar a temperatura de congelacion (-20 °C/48
h) permitiendo que las proteinas precipiten. Transcurrido este tiempo, se centrifuga a 4000

rpm/15 min y se liofilizan (DuPont et al., 2005).

2.5 Obtencion de pectinas de bajo metoxilo por via quimica

Se prepara una dispersion con pectina de alto metoxilo al 2% y poner esta dispersion en bafio
frio (2°C £+ 1), se adiciona NaOH 0.25N hasta que la dispersion de pectina alcance un pH de
11.5 (inicio de la desesterificacion). Tomar muestras de 100 mL cada 20 min durante 3 h
aproximadamente y a cada toma de muestra adicionar HCI 4 M hasta alcanzar un pH de 4, en
este momento se vierte etanol absoluto en proporcion 2:1 y se pone a secar el gel formado con

corriente de aire (Vivar-Vera, 2005).

2.5.1 Determinacion del grado de esterificacion

500mg de pectina desesterificada, molida y tamizada se dispersan en 250mL de agua libre de
CO», se adicionan 5 gotas de fenoftaleina y la valoracion se realiza con NaOH 0.05N
(valoracion inicial). Afiadir a la solucion 10mL de NaOH 0.5N y dejar reposar durante 20min,
una vez transcurrido el tiempo se agregan 10 mL de HCI 0.5N y se agita vigorosamente hasta
que desaparezca el color. Se adicionan 5 gotas de fenoftaleina y la valoracién se realiza con
NaOH 0.05N (valoracion final) (Schultz y Schweiger, 1965).

El grado de esterificacion se calcula segun la ecuacion:

B

GE= ——
A—FB(Q)
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2.6 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Se uso6 un equipo de DSC (TA Instruments DSC Cell. Modelo:2010, USA) con una rampa de
calentamiento de 10 grados/min y atmdsfera de nitrdgeno. Se evalud la gliadina cruda
(gliadina A) y la gliadina con mayor grado de pureza (gliadina B) colocando entre 8 a 10 mg
de cada una en cépsulas de aluminio. Las determinaciones se realizaron en un intervalo de
temperaturas de -50 a 40°C. Las muestras fueron determinadas por triplicado calculando la
temperatura de desnaturalizacion de la proteina y su entalpia (AH) expresada en J/g. Los

resultados fueron reportados con los valores de las medias + su desviacion estandar.

2.7 Determinacién de propiedades reoldgicas

Para la primera parte del analisis, se realizaron dispersiones al 1 y 3% de gliadina extraida con
alcohol isopropilico al 70% y precipitada con NHsAc. La segunda parte se realizd usando
como soluciones control dispersiones de gliadina al 0.5 y 1% en Acido Acético 0.01M y
dispersiones de Pectina de Bajo Metoxilo (PBM) al 0.5%. Se prepararon mezclas
PBM:Gliadina en una relacion 2:1 ajustando a tres pH’s (3.0, 3.5 y 4.0).

El estudio se a 25°C en un redmetro de bajo esfuerzo (LS100, Paar Physica, Germany). Las
mediciones de comportamiento al flujo se llevaron a cabo para determinar la viscosidad
aparente sobre la velocidad de corte en un intervalo de 350 hasta 700 s a 25°C. El barrido de
amplitud fue llevado desde 0.7 hasta 1.2 Pa para obtener la regién de linealidad a 1Hz a 25°C.
El barrido de frecuencia fue conducido bajo un estrés controlado de 0.1 a 5Hz y 25°C. La

geometria utilizada fue placas paralelas con un diametro de 50mm y un radio de 25mm.

2.8 Curvas de titulacion

Se siguid el protocolo presentado por Kenchington y Ward (1954), disefiado para estudiar con
proteinas y obtener las curvas de valoracion. La concentracion de proteina fue de 0,1%. Se

uso un Titulador automatico, modelo TitraLab 900 donde las disoluciones que fueron

utilizadas para la estandarizacion del pH en las soluciones NaOH y HCI 0.01N.
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2.9 Potencial zeta

Con ayuda de un equipo Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, Reino Unido), se coloca
1mL de la disolucion de interés en celdas desechables especiales para Zetasizer Nano (celdas
de poliestireno marca Sarstedt AG & Co, Reino Unido; las cuales solo puede usarse 3-5 veces
dependiendo de la molécula). Los datos fueron colectados en el equipo, siguiendo la
metodologia propuesta por Gilsenan et al., (2003) con el software Zetasizer NanoSampler
(ver. 7.11, 25/09/2014,
https://www.malvernpanalytical.com/en/support/product-support/software/Zetasizer-family-
software-update-v7-11), donde los resultados son colectados en mV. . Se prepararon
soluciones de NaOH 0.01N y HCI 0.01N para modificar el pH de las biomoléculas en

disolucion.

2.10 Solubilidad de gliadina

Para seleccionar el nuevo agente solubilizante fue necesario observar dos factores de intereés:
ser compatible con la proteina y los polisacaridos y permitir la expresion de la carga de las
biomoléculas (potencial zeta -mV-) a través de los cambios de pH. Para ello, fue necesario

probar con buffer’s probados en diferentes investigaciones, la Tabla 2 los resume

Tabla 2. Solubilidad de la gliadina en diferentes bufer’s.

Referencia Bufer
Secundo F. y Guerrieri N. (2005) J. Agric. Agua Destilada
Food Chem. 53:1757-1764

Seifert A., et al., (1995) Carbohydrate 25mL Na;HPO4 (6.586 g/L)

Polymers 28:325-332. 40mL KH2PO4 (5.036 g/L)
Chourpa 1., et al., (2006) 1% (v/v) solucion de Acido Acético

Biomacromolecules 7:2616-2623

Sanchez A. et al., (1998) J. Agric. Food 0.IN NaOH ... 25,000 rpm / 90 seg

Chem. 46:4539-4544
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2.11 Mezclas carbohidrato-proteina
Para poder seleccionar fue necesario realizar una revision bibliografica que ayudara a definir
parametros de estudio. Las investigaciones que permitieron definir estos, se presentan en la

Tabla 3.

Tabla 3. Referencias bibliograficas que estudian interacciones carbohidrato-proteina.

Referencia Concentracion pH T°
Harnsilawat, et al. (2006) B-lactoglobulina (0.1%)
Food Hydrocolloids 20: Alginatode Sodio (0-0.1%) 30-7-0 30°C+0.1
577-585.
Schmitt, et al. (1999) Food B-lactoglobulina : Goma de
Hydrocolloids 13: 483-496. Acacia 3.6-50 20°C+4.0

(8:1) (2:1) (1:1)

Bengoechea, et al. (2011)
Food Hydrocolloids
25:1227-1232.

Lactoferrina (0.2%)

Pectina (0 — 0.15%) 35-8.0 25°C

Zhao, et al. (2009) J. Albumina de Bovino (40
Colloid and Interface Sci. mg/mL) 6.8 25°C+£0.5
332:345-353 Alginato de Sodio (4.8%)
Song. et al., (2010) Food Fraccién rica en gliadina
Hydrocolloids 24:98-104. extraida a partir de gluten
Metilcelulosa (20g/L)
Liang, et al., (2009) a-Gliadina (150 mg/L)

Biopolymers 93:418-428 Poly(SS) y Poly(HEMA-co-SS)
(7 — 500 mg/L)

Chourpa, et al., (2008) a-Gliadina y Globulina : Goma

Biomacromolecules 7:2616- Arabica 25-40 30°C=+0.1
2623 (10mg/mL): (10mg/mL)
Secundo y Guerrieri. (2005)
J. Agric. Food Chem. Gliadina : Dextrina (1:1) 25°C

53:1757-1764

2.12 Espectroscopia de infrarrojo ATR-FT/IR

Se obtuvieron espectros del carbohidrato y proteina por separado, asi también de sus mezclas,
ademas fueron comparados contra algunos controles. Se us6 un espectro FT-IR modelo 640,
(marca Varian, USA) en un intervalo de longitud de onda entre 400 a 4000 cm™ realizando un
‘backgroud’ antes de cada analisis. Se le conoce al background como colecta de fondo, se
realiza para descartar el CO> presentes en el ambiente. Se colocé entonces con una

micropipeta una gota de la muestra de interés sobre el detector para obtener el espectro.
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2.13 Dicroismo circular (DC)

Para esta técnica, se realizaron ensayos con gliadina a pH 4.0 dispersada en ac. acético al
0.01M para observar la estructura de la proteina bajo estas condiciones. Ademas, se evalud la

mezcla pectina de bajo metoxilo: gliadina en una relacién 2:1 y un pH de 4.0.

Para absorcion del espectro UV, se obtuvo en un rango de 190 a 1100 nm con un
espectrofotometro con arreglo de diodos, esto se hizo con la finalidad de observar que tan
saturada estaba la muestra y entonces realizar las lecturas de DC. Para DC, se colectaron
espectros de 200 a 800 nm en el espectropolarimetro de UV-Vis (Jasco J-815). Los resultados
fueron obtenidos y analizados en Excel para después ser graficados en el programa

KaleidaGraph (ver. 3.0.5 para Windows, Synergy Software).

2.14 Formacion de Geles de PBM y Gliadina

Debido a que la gliadina de trigo es soluble en &cido acético fue necesario disminuir la
concentracion de éste para aminorar su aroma caracteristico para ser usados en la industria
alimentaria. Por ello, diferentes ensayos demostraron que al trabajar a una concentracion
0.001M la proteina logra dispersarse completamente. (Anteriormente la concentracion que se

utilizaba de ac. acético era de 0.1M) (Basadas en Guerrero, 2012 y Beaulieu et al., 2001).

De acuerdo con la Tabla 4 se propusieron tres concentraciones para PBM y una para proteina.
En la industria de alimentos se trabaja con distintas concentraciones de gomas dependiendo
del uso alimentario, por ello, se proponen estas concentraciones que se encuentran dentro del
intervalo de interés. Respecto a la proteina, se trata de una concentracion suficiente para

enriquecer algan alimento.
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Tabla 4. Concentraciones carbohidrato-proteina propuestas para elaboracion de geles

Pectina de Bajo Metoxilo Gliadina

0.5% 0.5%
1% 0.5%
1.5% 0.5%

Acido Acético 0.001M; pH del medio 4.5; concentracion de Cloruro de Calcio 40mg/g de

pectina de bajo metoxilo y concentraciones de Polimeros

2.14.1 Tincion de la Proteina.
Para emplear la técnica de Microscopia Confocal, es necesario tefiir o unir a la proteina un
compuesto cromoforo que refleje su fluorescencia al aplicar luz UV a determinada longitud de
onda y observar la estructura del gel. Se decidié el uso de Verde rapido FCF (Fast Green
FCF), se trata de un colorante que se presenta en forma de sal disodica de la familia de
los triarilmetanos. Es comun encontrarlo en algunas decoraciones reposteras, confiteria (en la
coloracion de caramelos y gominolas), asi como en salsas emulsionadas (mahonesas, cremas

para ensaladas, entre otros) y algunas veces se emplea como colorante trazador.

La tincion se realizd disolviendo 0.001% (w/w) de Fast Green FCF en la dispersion de

gliadina (ac. acético 0.001M). Se agitd durante 6 h a temperatura ambiente.

2.14.2 Procedimiento para la elaboracion de geles

La PBM se dispersa en ac. acético 0.001M permitiendo que se hidrate durante 24 h. Por
separado, se dispersa gliadina purificada de trigo en ac. acetico 0.001M durante 24 h.
Transcurrido este tiempo, se mezcla la PBM:gliadina en una proporcion 1:2 y se deja en
agitacion durante 20 min a temperatura ambiente. Entonces, se adiciona a la mezcla
carbohidrato-proteina cloruro de calcio a una concentracion de 40 mg/g de pectina de bajo
metoxilo y se coloca en agitacion constante durante 25 min. La disolucién es vertida en
anillos de cobre y almacenada a 10 °C durante 12 h para ser analizadas con la técnica de

microscopia confocal y calorimetria diferencial de barrido.
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2.14.3 Determinacion de estructura de geles

Microscopia Confocal

Para ello se empled la técnica de Microscopia Confocal (Leica Microsystems, TCS SP8
AOBS ACOUSTO-OPTICAL BEAM SPLITTER DMI6000, Alemania). La técnica
propuesta fue recomendada por Beaulieu et al., (2001); donde se obtienen micrografias que

permiten observar la “estructuracion del gel”.

Se utilizo el lente 63x realizando un barrido entre los 600 y 700nm. Fast Green FCF absorbe a
los 633nm y a esta longitud de onda se realizaron las lecturas. Al tratarse de un gel se
realizaron algunos cortes longitudinales (usando una delgada hoja de metal con doble filo) lo

mas pequerfio posibles para analizarlos en el equipo.
Calorimetria Diferencial de Barrido

El método de determinacion fue al reportado en la seccién 2.6 (pag. 30), la diferencia fue la

temperatura de barrido que se realizo entre los 20 y 350°C.
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3. RESULTADOS Y
DISCUSION



3.1 Determinacion de viscosidad intrinseca en gliadina

Sun et al., (2009) propusieron que la viscosidad intrinseca de la gliadina varia dependiendo de
la temperatura y la concentracion (Tabla 5). También, mencionan que estos resultados se
deben a que los alcoholes desestabilizan la estructura nativa de las proteinas, promoviendo la
formacion de estructuras a-hélices, las cuales son menos densas que las estructuras

secundarias presentes en proteinas globulares.

La tabla 6 presenta los valores de viscosidad, densidad y tiempo (segundos que tarda en
recorrer la distancia descrita en el viscosimetro Ubbelohde, ver Figura 9) para el Etanol,
debido a que fue el alcohol empleado en esta prueba para solubilizar a la gliadina. De acuerdo
a la Tabla 7 se realizaron disoluciones de gliadina a diferentes concentraciones, las cuales
fueron analizadas en el viscosimetro Ubbelohde. Los resultados fueron sustituidos en las
férmulas 1-4 —(seccidn 2), los cuales se pueden observarse en la Tabla 7; a partir de estos, fue

posible construir la grafica (Figura 11) para viscosidad intrinseca de gliadina en disolucion.
La Figura 11 muestra la viscosidad especifica en funcion de la concentracion de gliadina en
disolucion con etanol al 50%. A una temperatura de 25°C se encontrdé una viscosidad

intrinseca para gliadina de 4.5 ml g

Tabla 5. Valores de viscosidad intrinseca de gliadina en disolucién

Temperatura °C  [n] ml gt Concentracion (gL™)

15 6.9 145
20 8.6 116
25 13.9 72
30 14.1 71
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Tabla 6. Valores de viscosidad, densidad y tiempo de paso en viscosimetro Ubbelohde de

Etanol

Etanol

Viscosidad (Pa-s) 0.001074

Densidad (g/cm?) 0.7852

Tiempo (seg) 46.8

Tabla 7. Valores de viscosidad especifica y viscosidad especifica en funcion de la

concentracion de gliadina

Concentracion (%) . Viscosidad de L Viscosidad
- : 5 Tiempo - Viscosidad .
de gliadinaen 50mL  Densidad (g/cm?) la solucion e especifica /

(seg) especifica L
de etano (Pa-s) concentracion
0.05 0.935 76.3 0.0021 0.002 0.047
0.4 0.936 78.0 0.0021 0.041 0.103
0.6 0.9375 81.0 0.0022 0.083 0.138
0.8 0.9387 85.4 0.0023 0.143 0.178
1.0 0.937 88.8 0.0024 0.169 0.169
1.2 0.942 95.4 0.0026 0.2586 0.2155
Viscosidad Intrinseca
Q.23
£ Q22
2 021 y = 0.1402x +0.0473
£ 018 R? = 0.9564
£ 018
g 0.17
2 016
o 0.15
S Q1%
~ 013
8 Q12
2 %01
£ 0.09
< 0108
= 006
B oios(
S 003
@ 0.03
S 0.02
2 0.01
]
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4

Concentracion

Figura 11. Viscosidad intrinseca de gliadina en disolucion
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3.2 Solubilidad de gliadina

En un matraz aforado con 50mL de solucién etanol:agua (50:50) y una concentracion al 1%
de gliadina (SIGMA) se llevaron a agitacion por 1 h a 25°C, el resultado fue que la gliadina
no se disolvid en la solucion de etanol:agua, observadndose pequefios granulos al fondo del

matraz.

Sapirstein y Fu (1998) realizaron un fraccionamiento de las proteinas de trigo mediante
solubilizacion. A la primera fraccion la llamaron, fraccion rica en proteinas monoméricas
(rica en gliadina), o fraccion soluble en alcohol, usando propanol al 50 %; a la segunda
fraccion se le llamo fraccion insoluble en alcohol (rica en gluteninas), extrayéndolas con
propanol al 50 % y 1% de DTT (dithiothreitol). Herndndez-Espinosa et al., (2013) reportaron
que 1% de DTT representa un gasto innecesario para solubilizar la fraccion rica en gluteninas,
reportd que con el 0.2 % de DTT en propanol al 50% es posible obtener los mismos

resultados de solubilidad.

En una segunda prueba de solubilidad se adicion6 50mL de solucion etanol:agua (50:50), 0.2
% DTT y 1% de gliadina (SIGMA) poniendo en condiciones de agitacion por 1 h a 25°C. Los
resultados fueron completamente diferentes, la gliadina se disolvié por completo. Esto
permite concluir que en la gliadina cruda comercial (SIGMA) existen restos de glutenina, lo
cual fue necesario comprobar mediante un gel de corrimiento mediante la técnica de
electroforesis SDS-PAGE.

El gel de corrimiento se muestra en la Figura 12, donde se presentan los pesos moleculares del
marcador de proteina, asi mismo la identificacion de cada uno de los carriles. Singh et al.,
(1991), exhibe imagenes de corrimiento en electroforesis SDS-PAGE, identificando las
bandas, asignandoles valor mediante letras y tipificando las proteinas. Con base en esta
investigacion, fue marcado el gel de corrimiento (Figura 12), donde se presentan de lado
izquierdo los cuatro tipos de gliadina (a-, B, v, ®), a la vez, de lado derecho se identifican a las

gluteninas de alto y bajo peso molecular.

Se usaron dos controles (carriles 1, 2, 16 y 17). Opata, una variedad de trigo harinero, de color
rojo y endospermo semi duro; Pitic, variedad de trigo harinero de color rojo pero endospermo
sueve; estas dos variedades han sido utilizadas como controles por su variabilidad en bandeo.
Los carriles 3-8 del gel muestra la composicidon de la gliadina cruda (SIGMA), siendo la
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misma proteina pero en diferentes condiciones de corrimiento. Los carriles 10-15 expone la
contaminacion de gluteninas presentes en la muestra de gliadina cruda, siendo la misma

muestra a diferentes condiciones de corrimiento.

Mediante la Figura 11 es posible confirmar la hipotesis propuesta anteriormente, la gliadina
cruda (SIGMA) presenta una alta presencia (30-35 %) de glutenina de bajo peso molecular, de
ahi la alta solubilizacién con un agente reductor (DTT). Los carriles 3-8 muestran a una
proteina normal (gliadina); es decir, con sus cuatro componentes (o-, B, v, ®); ademas, con un
peso molecular entre 27-66.4 kDa, lo cual concuerda con lo reportado por Sun et al., (2009),
quienes obtuvieron un rango de 30-80 kDa.

1 2 345 6 7 819 1011121314151617

i ' |
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Pitic 8ul

Gli 3ul, 300ul
Gli 5pl, 300ul
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Glu 3ul, 300ul
. Glu 5ul, 300ul
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Figura 12. Gel de corrimiento de gliadina y glutenina
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3.3 Desesterificacion de pectina citrica y cuantificacion de grupos metoxilo

Se decidid trabajar con pectina citrica de bajo metoxilo por su propiedad de gelificar sin altas
concentraciones de azucar (como sucede en la pectina citrica de alto metoxilo), siendo de
interés poder disefiar interacciones quimicas entre este polisacarido y una proteina que pueda

ser utilizada en la fabricacion de alimentos con bajo contenido de azUcares.

Una vez iniciado el proceso de desesterificacion se tomaron muestras cada 20 minutos
deteniéndose el proceso al disminuir el pH (seccion de metodologia). La cuantificacion de
grupos metoxilos presentes en cada una de las muestras desesterificadas ayudo a construir la

gréafica que se muestra en la Figura 13.

Se considera una pectina de bajo metoxilo aquellas que contienen menos del 50% de
estos grupos unidos a sus cadenas (Vivar-Vera 2005). Por lo anterior se observa que a partir
del minuto 80 de desesterificacion se obtiene una pectina citrica de bajo metoxilo (Figura 13).
Para el caso de esta investigacion se trabajo con pectinas con 30% de grupos metoxilo.
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Figura 13. Disminucidn de la cantidad de grupos metoxilos en pectina citrica
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3.4 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

El termograma 1 (Figura 14) compara a la gliadina cruda marca Sigma y a la gliadina
precipitada con acetato de amonio (Ver seccion 2.4).

1.0

Gliadina 001
—-——— gliadina purificada.001
0.5 - F/_/
1 f C 67.14°C
0.0+ 3414Jlg 69.98°C(I)
. 70.73°C
o
s |
= L,z —l
o 0.5 BF.EIO:CHHEH# ________
po 2.165Jig  39gp°C S
3
T | 4ssrC 42 04°C(l)
404 4579°C
-1.5
20— 7 T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Exo Up Temperalu re (0 C] Universal V3.9A TA Instruments

Figura 14. Comparacion de propiedades térmicas entre gliadina (SIGMA) y gliadina con
mayor grado de pureza.

El las Figuras 15 y 16 se presenta un acercamiento en el punto de desnaturalizacion,
encontrandose una depresion de la curva. Asi mismo, el Tabla 8 resume los datos obtenidos

de estos termogramas.
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Figura 15. Termograma de gliadina cruda (SIGMA) mostrando su temperatura de
desnaturalizacion
0o
-C.2—
= -0.44
3
3 ot
™ 42.04°CY) 45 87°C
o
£ 064
-0.84
1.0 : : . . .
20 30 40 50 60 0 a0
Exo Up Temperature (OCj Universal V384 T

Figura 16. Termograma de gliadina precipitada con NH4Ac/MeOH mostrando su punto de
desnaturalizacion.
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Tabla 8. Propiedades calorimétricas de gliadina

S Gliadina Cruda Gliadina precipitada
Transicion vitrea

(SIGMA) con NH4AC
Rango de Temperatura 66.6-76.9 °C 39.3-58.5 °C
Tg 69.9°C 42.1°C
AH 3.31J/g 1.91 J/g
Cp -0.321 J/g °C -0.099 J/g °C

Existe una clara diferencia entre las propiedades térmicas de la gliadina comercial y la
gliadina purificada (Tabla 8). El pico de transicion vitrea representa la temperatura de
desnaturalizacion de la gliadina, al ser menor en la gliadina precipitada (42.1°C) sefiala un

meyor grado de pureza.

Leon et al., 2003.
Khatkar et al., 2013.
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Figura 17 Comparacion de termogramas con diferentes temperaturas de transicion vitrea

Han sido pocas las investigaciones que han estudiado las propiedades térmicas de la gliadina.
En la literatura existen referencias (Ledn et al., 2003 y Khatkar B.S, 2013) en las que se
presentan termogramas con diferentes temperaturas de transicion vitrea (Figura 17); sin
embargo, estas variaciones resultan de los diferentes métodos de extraccion de gliadina y a
métodos de purificacion utilizados. A pesar de esto, se le tiene como valioso antecedente del

comportamiento térmico de la gliadina.
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Heat Flow (W/g)

La Figura 18 compara el comportamiento térmico de la pectina citrica de alto y bajo metoxilo.
Para realizar esta prueba se uso una rampa de 10°C y una temperatura que llegé a los 320°C,
temperaturas que permitieron observar el comportamiento de este polisacarido en su punto de
degradacion térmica. Los datos obtenidos en las transiciones encontradas se resumen en la
Tabla 9.
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Figura 18. Comparacion de propiedades térmicas de pectinas de alto y bajo metoxilo

También, respecto al comportamiento térmico de pectina son pocos los antecedentes
encontrados. La mayoria de las investigaciones se han realizado con la pectina en disolucion o
cual no es comparable con la metodologia. Sin embargo, Einhorn-Stoll y Kunzek (2009)
determinaron la temperatura de descomposicion térmica en promedio a 250°C para pectina
citrica con diferentes tratamientos (Figura 19). Para el caso de esta investigacion la
temperatura de descomposicién promedio fue de 242°C, muy cercana a lo que se reporta en la

literatura.
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Tabla 9. Transiciones térmicas en pectina citrica de alto y bajo metoxilo.

P. Citrica de bajo

P. Citrica .
metoxilo
Rango de Temp 64.5-71.3°C 45.3 -66.6 °C
Tg 66.1 °C 50.6 °C
Temp. de transicion vitrea
AH 0.386 J/g 0.587 J/g
Cp -0.057 J/g °C -0.027 J/g °C
Rango de Temp 90.9-182.6 °C 106.7 —192.5 °C
Evaporacion de agua AH 206.6 J/g 276.5 J/g
Cp -2.253 J/g °C -3.222 Jlg °C
Rango de Temp  230.9-267.1 °C 215.8 — 265.9 °C
Desintegracion de la
Cp -2.074 J/g °C -3.151J/g °C

La Tabla 9 resume las diferencias térmicas encontradas entre la pectina citrica de alto y bajo
metoxilo. Se observa que el intervalo de temperatura en el que tiene lugar la transicién vitrea
es menor en pectinas de bajo metoxilo, mientras que su AH es mayor. EI AH y la Cp
resultaron con un amplio intervalo de diferencia mayores en la pectina de bajo metoxilo, el

mismo fendmeno se repite cuando llegan al punto de desintegracion.
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Figura 19. Comparacion de propiedades térmicas de pectinas de alto metoxilo bajo diferentes
métodos de extraccidn y desmetoxilacion

3.5 Comportamiento al flujo y viscoelastico de gliadina en solucién

Se caracteriz6 la gliadina en concentraciones de 1 y 3%. Aungue la gliadina ya no sera
solubilizada en alcohol, la evaluacion del comportamiento reoldgico valdra como punto de
partida y estudio comparativo de la proteina. Los estudios que reportan comportamiento
reoldgico de gliadina lo hacen en solucion con alcohol isoproprilico evaluando diferentes

condiciones.

La Figura 20 muestra el comportamiento al flujo de esta proteina en disolucion, mientras que
la Figura 21 presenta la viscosidad aparente contra la velocidad de cizalla para las mismas
dispersiones (gliadina al 1 y 3%). Tal como corroboran las figuras, la gliadina en dispersion se
comporta como un fluido Newtoniano, es decir, la viscosidad del fluido es independiente de la
velocidad de corte, este comportamiento habia sido reportado previamente por Sun et al.,
(2009). Para la concentracion a 1% se obtuvo una viscosidad de 4.88 mPa s, y a 3% la

viscosidad aumento a 5.71 mPa s.
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Figura 20. Comportamiento al flujo de gliadina (1 y 3%) en dispersion con propanol al 70%.
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Figura 21. Comportamiento al flujo de dispersiones de gliadina (1 y 3%) en propanol al 70%.

Las Figuras 22 y 23 presentan un barrido de frecuencia para dispersiones de gliadina a dos
diferentes concentraciones. Es interesante notar que su comportamiento es similar
predominando el modulo de almacenamiento (G’) sobre el modulo de pérdida (G’’). Para la
concentracion a 1% G’ estuvo en un rango de 0.0013-1.93 Pa y para G’” de 0.0039-0.687 Pa,
en la concentracion de 3% el rango de G’ fue 0.091-3.27 Pa, mientras que para G’ 0.0197-
0.572Pa.
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Figura 22. Barrido de frecuencia de dispersiones de gliadina (1 y 3%) en propanol al 70%.
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Estos resultados sugieren que el caracter viscoso de la gliadina predomina a estas
concentraciones (Xu, et al., 2007), aunque sus propiedades no son las de un fluido viscoso
completamente homogéneo como el aceite o el glicerol. Sun et al., (2008) proponen que la
predominancia de G’ se debe a que la gliadina en solucidon con propanol forma interacciones
intermoleculares complejas y Martling et al., (2004) mostraron que la gliadina en solucion a <
70°C podria encontrarse en una forma mas entrecruzada que la original, debido a la formacion
de algunos entrecruzamientos. De acuerdo con la clasificacion propuesta por Clark y Ross-

Murphy (1987), la gliadina en dispersion se comporta como gel débil.
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Figura 24 Curva de Creep para dispersion de gliadina al 3%

De acuerdo a la curva de creep obtenida a una concentracion de gliadina al 3% (Figura 24) se
infiere que la disolucion se comporta como un liquido viscoelastico, un material viscoso ideal

donde no existe recuperacion.

3.6 Curvas de titulacion

Se obtuvieron dos curvas, una resultante de la valoracion con NaOH y la segunda realizando
la titulacion con HCI y la Figura 25 las conjunta. Es posible observar el comportamiento
general de la gliadina, proteina de reserva presente en el trigo; es decir, mediante estas curvas
puede determinarse el punto isoeléctrico, sus pH’s de desnaturalizacion y los pK’s de la
proteina.
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En la Figura 25 se observa que la desnaturalizacion de la proteina se da a los pH’s de 3.0 y
11.7; el pKz se encuentra a pH 4 donde todos los grupos aparecen protonados (carboxilo y
amino) y el grupo amino presenta una carga positiva neta; el pKz se encuentra a pH 9.7 en
este punto el carboxilo sigue disociado (COQO") y el amino pierde un protéon (-NH.), existe
carga negativa; y el punto isoeléctrico se encuentra a pH 6.8; es decir, el carboxilo permanece

cargado negativamente y el grupo amino también con carga positiva (zwitterion).

Respecto a las propiedades quimicas de la proteina son escasa las investigaciones que abordan
el tema, Thewissen et al. (2011) menciona un pl de la gliadina a pH de 7.8, basandose en una
investigacion de 1963; sin embargo, al consultar tal investigacion, este dato no se encuentra
reportado. Tague (1925) usando la técnica de curvas de titulacion reportd que el pl de la

gliadina se encuentra a pH 6.5.
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Figura 25 Analisis de curvas de titulacion de gliadina
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3.7 Potencial zeta para gliadina y pectina de bajo metoxilo (PBM)

La Figura 26, presenta a la PBM fue dispersada en agua desionizada y el comportamiento
obtenido con respecto al cambio de pH es similar al conseguido en otras investigaciones.
Aunque hay muy pocos estudios que reporten el potencial zeta para este polisacarido,
Gilsenan et al., (2003), presentd una grafica que desarrollo por titulacion y muestra el cambio
en la carga de este polisacarido con respecto al cambio en el pH. También Bengoechea et al.,
(2011), publicé el potencial zeta de la pectina de alto metoxilo de un rango amplio de pH (2-
10)

-10 -

-20 “

Potencial Zeta (mV)
&

pH

Figura 26. Potencial Zeta de pectina de bajo metoxilo

Para el caso de la gliadina se propusieron dos agentes solubilizantes, uno de ellos es 1-
propanol al 70% y el otro NaCl 2%. Al determinar el potencial zeta de estas soluciones se
observa para aquellas solubilizadas en alcohol un comportamiento esperado; es decir, por
arriba del punto isoeléctrico de la proteina se esperan cargas negativas y por debajo del pl
positivas; sin embargo, en la figura se puede ver que al solubilizar la gliadina en NaCl no es
posible evaluar el potencial zeta pues se comporta con carga negativa siempre, seguramente
esto se debe a la alta ionizacion del medio al realizar esta determinacion. Lo anterior sugiere
encontrar algin otro agente solubilizante diferente al alcohol y que no interfiera con la carga
neta de la proteina. Ducel et al., (2004) ha realizado el Unico reporte encontrado que presenta

el potencial zeta de una de las fracciones de la gliadina, a saber, la fraccion alfa.
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El pH tiene un papel clave en la formacion de complejos carbohidrato-proteina, debido a su
efecto sobre el grado de ionizacion de los grupos funcionales presentes en los biopolimeros
(es decir, los grupos amino y carboxilicos). Por esta razon, considerando una mezcla que
contiene un polisacarido aniénico y una proteina por debajo de su pl, los dos biopolimeros
llevan exactamente cargas opuestas netas resulta en un méximo de atraccion electrostatica
(Schmitt C. et al., 1998). La Figura 27 presenta el comportamiento cationico y anidnico de la
proteina y los polisacaridos elegidos, demostrando que podria ser viable la interaccion
quimica entre ellos.
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Figura 27. Potencial zeta de gliadina en funcion del pH

3.8 Solubilidad de gliadina

Para solubilizar a la proteina se prepararon diferentes soluciones buffer y se obtuvieron los

siguientes resultados:

En la Figura 28 se observa que el buffer fostato no permitid la correcta solubilizacion de la
proteina, quedando porciones de la misma pegadas en las paredes del vaso, lo mismo ocurrié
cuando se intentd solubilizar con agua desionizada a diferentes pH’s. Sin embargo, el mejor
buffer resulto ser el &cido acético al 0.1%, logrando una dispersion uniforme de la proteina

como lo habia reportado Chourpa I., et al., (2006).
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Figura 28. Solubilidad de la Gliadina en diferentes disolventes. A y B Buffer Fostato de Sodio
pH=5.75; C y D Buffer de Acido Acético al 1% pH=3.5.

3.9 Evaluacion del potencial zeta en dispersiones de gliadina y pectina de bajo metoxilo

en ac. acético con nuevo agente dispersante

Se selecciond una solucion de Acido Acético como nuevo agente dispersante, por lo tanto, fue
necesario determinar el potencial zeta de los biopolimeros en dispersion (gliadina y pectina de

bajo metoxilo). La Figura 29 los muestra con respecto al cambio en el pH.
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Figura 29. Potencial zeta (mV) con respecto al cambio de pH
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Potencial Zeta (mV)

Ademas, se realiz6 una comparacién del cambio de potencial zeta con respecto al cambio de

pH de la gliadina que fue dispersada en diferentes soluciones buffer (Figura 30).
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Figura 30. Potencial zeta de gliadina dispersada en diferentes buffer’s

El isopropanol al 70% resulta ser el mejor agente dispersante de la proteina; sin embargo, para
la preparacién de las mezclas carbohidrato-proteina afectaria la dispersion, debido a que el
isopropanol rompe los puentes de hidrogeno presentes entre la pectina de bajo metoxilo y el
agua, precipitandola y favoreciendo la formacion de un gel, por ello fue necesario encontrar
otro medio donde los polisacaridos pudieran ser también dispersados. Como se observa en la
Figura 30, se adiciono NaCl el cual permite una buena dispersion pero no permite expresar la
carga neta de la proteina, lo anterior debido al alto grado de ionizacion del CI. En la misma
figura se observa el efecto del acido acético (1%) como un buen agente dispersante para las
tres biomoléculas, permitiéndoles expresar su carga (mV), pardmetro fundamental en la
realizacion de interacciones proteina-polisacarido. La Figura 31 presenta el cambio en la

carga de la PBM con respecto al pH y al medio en dispersion.
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Figura 31. Comparacion de Potencial Zeta para Pectina de Bajo Metoxilo en dos agentes
dispersantes.

La pectina de bajo metoxilo (PBM), un polisacarido aniénico que contiene a los grupos
carboxilo como grupos funcionales, mostré una carga negativa en todo el rango de pH
estudiado. Lopes da Silva & Rao (2006) demostraron que la constante de ionizacién intrinseca
de la pectina (pKo) es independiente de la concentracion, el grado de metoxilacion y
polimerizacion, este ha sido reportado en un rango de 2.9-3.2, valor cercano al pK, del acido
galacturénico. De acuerdo a la Figura 31, se observa que la pendiente maxima de potencial
zeta encontrada para la PBM se encuentra cerca de 3.0, aunque en ambos bufer’s la pectina de
bajo metoxilo presenta suficiente carga negativa para poder interaccionar con un biopolimero

cargado positivamente, se eligira al ac. acético como agente dispersante.

3.10 Espectros de IR en gliadina y pectina de bajo metoxilo

Dentro de la caracterizacién de los biopolimeros, se obtuvieron los espectros de infrarrojo de
Gliadina y Pectina de Bajo Metoxilo en el equipo ATR-FT/IR. Ademas, se propuso la
dispersion de estos en diferentes agentes dispersantes y la comparacion de los mismos. La
Figura 31 presenta los espectros obtenidos de la dispersion de Gliadina en NaCl y Ac.
Acético, no se observan diferencias significativas presentdndose una banda en 1632 y 1638
nm. La Figura 31 muestra los espectros obtenidos de PBM en dispersion con agua destilada y
acido acetico, resulta evidente que se presenta un comportamiento muy parecido entre ambos

espectros.
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Figura 33. Espectro infrarrojo de la pectina de bajo metoxilo dispersa en agua desionizada y

acido acético.
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3.11 Preparacion de mezclas carbohidrato-proteina

De acuerdo a los resultados obtenidos, fue necesario realizar una determinacion de la
estructura de los biopolimeros de interés para realizar la planeacion de las mezclas PBM-
gliadina. Un analisis de la Figura 34 sugiere que la banda emitida entre los 1650-1652 nm
indica una conformacion hélice-alfa, mientras que la banda observada entre los 1625-1635 nm

se trata de una conversion de algunas estructuras hélice-alfa a hoja beta.
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Figura 34. Espectro infrarrojo de la gliadina y estructuras de pectina de bajo metoxilo dispersa
en agua desionizada y acido acético

Rasheed et al., (2014), informaron que la secuencia de aminoacidos de la gliadina, esta
compuesta por aproximadamente 1,049 aminoacidos siendo la Glutamina, Prolina, Leucina,
Fenilalanina, Serina e Isoleucina los de mayor proporcién. Sin embargo, la mayoria de los
aminoéacidos presentes corresponden a alifaticos no polares que, por sus caracteristicas, no
presentan ninguna carga en dispersion. Existen tambien, amino&cidos de interés que ayudaran
a formar las mezclas con la PBM y por sus sitios activos puedan formar interacciones
electrostaticas con algunos sitios del polisacarido, estos aminoacidos se presentan en la Figura
35.
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Serina =58, 5.5%

Arginina = 15, 1.4%

Cisteina=14,1.3%

[

Histidina =13, 1.2%

Lisina =8, 0.8%

Glutamina = 425, 40.5%

59



Y Asparagina = 9, 0.8%
f
o ¢
|
T b 4
V\ Ac. Aspartico = 2, 0.2% b\

S
»—

A

Figura 35 Aminoacidos de interés, presentes en la estructura de la gliadina

Ac. Glutamico =19, 1.8%

A partir de la aproximacion en el conocimiento de la estructura de los biopolimeros
involucrados en la mezcla, fue necesario calcular la cantidad molar de sitios de interés en la

proteina y la PBM para determinar la proporcion de ambos biopolimeros en dispersion.

Caélculos de molaridad para &cido acético: Solucion 1

Preparacion: 10ml de agua desionizada al 0.1% de &cido acético = 0.01mL
Pureza= 96% SIGMA; Densidad= 1.05 g/cm?® PM=60.05 g/mol

Meolarided x Peso Molecular x Volumsn x 100

Pureza x Densidad x 1000

Formula: mL de Ac. acético = (10)

_ 0.01mlCH,COOH  1.05gfcm® _ 96gCH,CO00H _  1mel 1008
- 10mL 1ml CH,COOH ~ 100g CH,COOH ~ 60.05 g/mol _ 60050

= 0.0167 mol/L

Para realizar la propuesta de interaccion es necesario calcular los moles de proteina y

carbohidratos dispersos en la solucion de acido acético al 0.01M.
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Célculos de molaridad para Gliadina de Trigo: Solucion 2

1 Dalton =1 g/mol; Peso Molecular = 30 — 74 kDa; promedio = 50 000 Da = 50 000 g/mol

0.1g de proteina en 10 ml de solucion 1

n Cantidad de soluto
V" Volumen de disolucion  (11)

Molaridad =

0.1g de gliadina  1molde gliadina  1000ml 100
10mlL S50 000 g/mol 1L 500000

= 27% mol/L

=2 x10®mol/10 mL o 2 micromolar de gliadina dispersa en 10mL de la solucion 1

De acuerdo a la bibliografia, se sabe que los dos aminoacidos presentes en esta proteina que
pudieran ayudar a formar interacciones con los carbohidratos, debido a su caracter polar son

la glutamina presente en un 40.5% a lo largo de la cadena y serina presente en un 5.5%.

X= 1.1 x10" moles de Serina presentes en la dispersion = 0.11 micromoles

Célculos de molaridad de la pectina de bajo metoxilo: Solucién 3
Peso Molecular =96 kDa ...
0.1g de PBM en 10 ml de solucién 1

n Cantidad de soluto

Molarided =—= = A
rartag ¥V Volumen de disolucion

019 dePBM 1moldePBM 1000ml 100
10mL 96 000 g/mol 1L 960000

= 1.04"* mol/L
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= 1.04 x10°mol/10 mL o 1.04 micromolar de PBM dispersa en 10mL de la solucion 1

Se ha estudiado una pectina de bajo metoxilo de aproximadamente 20% de metoxilacion

1.04 x10° mol/10 mL -------- 100%

X=8.32 x107" moles de PBM presentes en la dispersion = 0.832 micromoles

Por lo tanto, se tienen aproximadamente 0.832 micromoles de posibles sitios activos (COQO")
donde pudieran interaccionar los aminoacidos de carga positiva. De lo anterior, se sugiere que
se tienen aproximadamente 0.9 micromoles de aminoacidos cargados con 0.8 micromoles de
grupos anionicos en la pectina, por ello se plantea utilizar con una concentracion carbohidrato
(PBM) : proteina (gliadina) de 2:1 6 2:1.5

3.12 Preparacion de mezclas carbohidrato-proteina

En una relacion 2:1 (PBM-Gliadina) en dispersion en acido Acético se prepararon las
mezclas. La Figura 36 muestra el rango de pH elegido, donde los biopolimeros presentan

carga opuesta suficiente para interaccionar entre ellas.
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Figura 36 Rango de pH para realizar la mezcla carbohidrato-proteina.
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3.13 Andlisis de las mezclas mediante Espectroscopia Infrarroja

Inicialmente se evaluaron los controles (PBM y Gli) a diferentes pH’s para observar si
existian cambios significativos en el comportamiento de los biopolimeros en dispersion
conforme variaba el pH. La Figura 37 presenta los espectros obtenidos para gliadina a pH 3.0,
3.5 y 4.0; mostrando entre ellos ligeras diferencias. La gliadina es una proteina monomérica
con algunos puentes disulfuro y esta conformada en su mayoria por una estructura a-hélice y
por secciones repetitivas de dominios B-reversa (Secundo y Guerrieri, 2005). Lo anterior
permite establecer que probablemente estos cambios observados en los espectros de la
gliadina se deben a la disminucién del pH provocando algunos cambios en la conformacion

de la proteina.
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Figura 37. Espectro de IR para gliadinas a diferentes pH’s

Para el caso de la PBM, la Figura 38 muestra el comportamiento de este polisacéarido con
respecto a la variacion del pH. Es evidente que no existe ningin cambio significativo en los
espectros debidos a esta variacion, lo cual permite concluir que es una estructura mas estable,
permanece constante frente algunos cambios en las condiciones de experimentacion, como lo

fue para el pH.
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Figura 38. Espectros de IR para PBM en funcién del pH.

Las Figuras 39, 40 y 41 presentan los espectros obtenidos para la mezcla PBM:Gli y sus
controles a pH 3.0, 3.5 y 4.0, respectivamente. Se observa una banda intensa en la regién de
los 1600 a 1700 cm™ la cual corresponde a la region de las amidas primarias, debida a las
vibraciones de los grupos carbonilo presente en la estructura secundaria de esta proteina
(Secundo y Guerrieri 2005; Shriner et al., 2001). Para el caso de gliadina se observa una
banda en los 1637 cm™, esto sucede regularmente (region de 1620-1630 cm™) en proteinas en
presencia de una estructura hoja-p, las diferencias se presentan en los hidrogenos que se
encuentran unidos a las hebras que se forman en la estructura hoja-p (Mangavel C. et al.,
2001).

Para el caso de la PBM se presenta bandas intensas, en las regiones 3000-3600 cm™ y 1600-
1700 cm*. Para la region entre 1600 y 1700 cm™ se debe a las vibraciones de tension del
grupo carbonilo de ésteres y acido carboxilico (Fellah A. et al., 2009). Ademas, de acuerdo a
investigaciones anteriores se ha concluido que dependiendo de la intensidad de la banda es
posible determinar si el a-D- &cido galacturdnico se encuentra como monomero, dimero,

trimero o polimero. (Fellah A. et al., 2009).
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Figura 39. Espectro de IR de la mezcla PBM:gliadina a pH 3.0
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Figura 41. Espectro de IR de la mezcla PBM:gliadina a pH 4.0

Diversas investigaciones han utilizado la herramienta FT-IR para explicar algunos de los
cambios conformacionales que existen en una proteina durante la interaccién con un
carbohidrato, aunque aun no esta claro y no existe una correlacion directa en los cambios de
los espectros debidos a este tipo de interaccion, el uso de FT-IR ofrece informacién til para
investigar los cambios estructurales que ocurren en la proteina y asi explicar este tipo de
interacciones. La interpretacion del espectro surge de la forma de la banda y la intensidad de
la misma (Zhao et al., 2009).

La Figura 42 muestra la region entre los 1500 y 1700 cm™, esta banda pertenece a la region
amida I. La gliadina muestra una banda en 1637cm® y de acuerdo a lo discutido
anteriormente sugiere una estructura hoja-p, sin embargo, también existe un pequeno pico a
los 1660 cm™ donde pudieran presentarse pequefias zonas con estructura o-hélice, estructura
nativa de la gliadina, pero la dispersion en acido acético permite que predomine la estructura

hoja-.

Cuando se realizaron las mezclas carbohidrato:proteina es probable que los aminoacidos
cargados cationicamente en la gliadina se asociaran o interactuaran con los grupos carboxilo
de la PBM. Las Figuras 42 y 43 presentan a la mezcla PBM:gliadina con una clara

disminucion de la banda (region 1600-1700 cm™) con respecto al comportamiento de los
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controles, probablemente indica una completa disminucion de la estructura a-hélice y un
aumento de hoja-f también observado por el aumento en la longitud del hombro en la Figura
43 en la region de los 3000 a 3600 cm™.

Estas variaciones detectadas pueden estar relacionadas con un cambio estructural significativo
de la proteina, asi como del medio dispersante en el que se encuentra la mezcla, donde la
movilidad de los polimeros se reduce impulsado por las interacciones electrostaticas (Zhao et
al., 2009). Vale la pena sefialar que los que los cambios espectrales son mucho mas notorios

en la mezcla a pH4.0 que ha 3.5 y 3.0; comparando con los resultados obtenidos con potencial

zeta seria necesario validar la mezcla a pH 3.75 donde se presenta la mayor carga.
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Figura 42. Espectro de IR para PBM:gliadina a pH 4.0 en al region de 1340 a 1850 cm™

Teniendo en cuenta que anteriormente se habian presentado espectros donde no se observaba
diferencia espectral entre los controles (gliadina y PBM), el blanco (ac. acético 0.01M) y las
mezclas PBM:gliadina (pH 3.0, 3.5 y 4.0); se decidi6 aumentar la concentracion de las

biomoléculas y obtener los espectros.
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Figura 43. Espectro de IR para PBM:gliadina a pH 4.0 en la region de 2900 a 3650 cm*

La Figura 44 muestra los resultados obtenidos, donde decidio llegar hasta un 6% en
concentracion del biopolimero. Cada grafica (A y B) tiene 6 espectros, correspondientes a 6
diferentes porcentajes pero es evidente que no se obtuvieron diferencias espectrales debidas al

aumento de la concentracion.

Para ver si estas diferencias no se debian a algun error en la lectura del equipo, se obtuvieron
los espectros para la gliadina y PBM en estado sélido (muestras purificadas y liofilizadas). La
Figura 45 se muestra las diferencias de los espectros obtenidos con respecto a las
dispersiones, donde es evidente observar la presencia de grupos funcionales para las bandas
obtenidas. A partir de estos resultados, fue posible hacer comparaciones mas especificas y

determinar la posible interaccion.
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Figura 45. Espectros de IR para. A) Gliadina y B) pectina de bajo metoxilo en estado solido.
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La Figura 46 presenta el espectro para gliadina purificada y liofilizada. El analisis que se
realizé fue el siguiente: A) corresponde a puentes de hidrogeno formados entre la proteina y el
medio en dispersion, ademas de los enlaces N-H streching presentes, B) corresponde a la
banda de tension en los enlaces C-H, C) region amida | correspondiente a los carboxilos de
amida, D) region amida Il vibrando los enlaces N-H bending. La letra E) corresponde
probablemente a la region amida 1ll. Este espectro de IR correspondiente a gliadina cruda

presenta una banda ancha en 3293 cm™ debido a puentes de hidrégeno del grupo C=0 y N-H.

GLISOLIDO

“““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““
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Wavenumber

Figura 46. Espectro de IR para gliadina cruda

Las Figuras 47 y 48 muestran las comparaciones entre los controles (gliadina y PBM s6lidos)
y las mezclas PBM:Gliadina a dos diferentes pH’s (3.5 y 4.0). Resulta evidente la diferencia
de comportamiento entre los espectros, de esta forma puede decirse que en la region de los
3000-3500 cm™ donde se presentan los puentes de hiddgeno, existe un cambio en la
intensidad asi como un desfase de la banda, entonces, para el caso de la mezcla a pH 3.5 la
intensidad de la banda que presenta en esta region, se traduce en la presencia de puentes

hidrogeno debidos a la mezcla y posible interaccion carbohidrato:proteina.
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Figura 47. Comparacion de los espectros en el IR correspondientes a controles y mezcla
PBM:Gliadinia a pH 4.0

La region amida 11 (1533 cm™) de la gliadina se pierde cuando existe la mezcla PBM:Gliadina
(Figuras 47 y 48) probablemente este comportamiento se deba a la formacién de nuevos
enlaces entre el carbohidrato y la proteina; sin embargo, resulta interesante observar que este
comportamiento también se presenta en el espectro de la gliadina en dispersion (Figura 49) lo
cual puede estar indicando que el grupo amino peptidico se encuentra formando puentes de

hidrogeno con el medio dispersante (ac. acético 0.01M).
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Figura 48. Comparacion de los espectros en el IR correspondientes a controles y mezcla
PBM:Gliadinia a pH 3.5
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Lo que respecta a la region Amida | (1643 cm™) el cambio espectral observado en presencia
de la mezcla carbohidrato-proteina, sugiere la formacion de enlaces por fuerzas electrostaticas
entre el &cido carboxilico de la amida y el grupo carboxilo del carbohidrato cargado

negativamente bajo las condiciones estudiadas .
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Figura 49. Comparacion de espectros de IR para gliadina en estado sélido y en disolucion.

3.14 Dicroismo circular (DC).

En la Figura 50 se observan los espectros resultantes de la gliadina en disolucién apH 4.0 y la

mezcla PBM:gliadina pH 4.0.

Para el caso del espectro de gliadina, se utiliz6 con una concentracién de 0.005mM de
proteina. Kelly et al, (2005), informan que la forma del espectro que corresponde a la
estructura hoja beta en proteinas debe presentarse una banda negativa a los 218nm, lo cual
puede observarse en la Figura 47, por lo tanto, la gliadina en dispersion con ac. acético al
0.01M se tiene una estructura secundaria de hoja beta. Asi mismo, cuando la mezcla
PBM:gliadina es analizada se presenta una banda negativa a los 229 nm, esto representa un
cambio con respecto al control (gliadina), también se ve un cambio de energia en el que son

leidos cada uno de los espectros (-395.15 gliadina contra -214.56 para la mezcla).

Es evidente, entonces, que ocurre un cambio para el espectro de la mezcla (PBM:gliadina)
con respecto al de la gliadina (control) presentados en la Figura 47. El desfase observado en la

longitud de onda para las muestras y la diferencia de energia presentada por cada una de ellas
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sugiere la presencia de una interaccion entre las dos biomoléculas con la presencia de enlaces
quimicos (posiblemente fuerzas electrostaticas o puentes de hidrégeno) que estan provocando

un cambio en el espectro con respecto al control (gliadina).
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[ G liadina + FBM
- =100 [
E L
= L
E =200 [ 22934783, -214 .56
2
g L
-300 [
-400 218.75,-395.15
I 1 1 L

P B B I Ll A R
-Eunzﬂﬂ 250 300 350 400 450 500

Longitud de onda

Figura 50. CD de gliadina y pectina de bajo metoxilo:gliadina

3.15 Evaluacion de las propiedades reoldgicas

La determinacion de comportamiento al flujo permite determinar el estado del fluido en
cuestion. Puede tratarse de fluidos Newtonianos, no Newtonianos, pseudoplasticos y
dilatantes. Para el caso de los controles (gliadina y PBM en disolucion) y las mezclas
estudiadas, la Figura 51 muestra el comportamiento resultante de las mismas bajo las
condiciones estudiadas; puede observarse que todas ellas corresponden a un fluido
Newtoniano. Para corroborar lo anterior, la viscosidad de las muestras se presenta en la Figura
52. Un fluido Newtoniano o también conocido como fluido viscoso lineal es aquel que
presenta una viscosidad constante para cualquier valor de t, esfuerzo de cizalla. Aquellos
fluidos donde el esfuerzo cortante es directamente proporcional a la rapidez de deformacion.

Algunos ejemplos de fluidos newtonianos son el agua, el aire, la gasolina y el petroleo.
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Figura 51. Comportamiento al flujo de gliadina y PBM (controles) y mezclas PBM:gliadina a
diferentes pH’s.
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Figura 52. Viscosidad de gliadina y PBM (controles) y mezclas PBM:gliadina a diferentes
pH’s.

La Figura 53 muestra el barrido de amplitud y frecuencia de las mezclas PBM:gliadina a pH
de 3.0 y 3.5, necesario para realizar las curvas de creep. El analisis de la curva creep (Figura
53) permite observa el comportamiento de un fluido cuando se le aplica una tension o una
carga a la muestra es posible medir las deformaciones que se van produciendo respecto al
tiempo a una temperatura constante. En la Figura 53 permite observar los resultados obtenidos
para las muestras analizadas; se trata de un liquido viscoelastico por ello no es posible observa
ninguna deformacién del sistema con respecto al esfuerzo aplicado. Los estudios dindmicos
sugieren que la gliadina es una molécula parcialmente flexible.
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Figura 54 Curvas de Creep para dispersiones de gliadina, PBM y mezclas PBM:gliadina a
diferentes pH’s.
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3.16. Elaboracion de Geles

Las primeras concentraciones utilizadas de ac. acético (0.1M), ademas de tener un fuerte
aroma propio de este acido no permitia la gelificacion de la PBM, su aspecto era de
dispersiones macromoleculares altamente viscosas. Lo anterior sugiri6 que las altas
concentraciones de acido acético utilizadas afectaban la formacion de la “caja de huevo” entre

laPBM vy el cloruro de calcio, por ello no se lograba la formacion del gel.

Se decidi6 disminuir la concentracion de &cido acético por dos razones: reducir el aroma de
los geles para su uso alimentario y permitir la gelificacion del hidrocoloide, a lo anterior se
suma el permitir que la proteina no pierda su capacidad de dispersion a las mismas

concentraciones. Todo lo anterior se logré a una concentracion de 0.001M.

Visualmente, los geles elaborados con una concentracion al 1.5% mostraron una firmeza y
consistencia aceptable; sin embargo, para la industria de alimentos esta concentracion
sobrepasa los niveles aceptables. Para los geles al 0.5 y 1% de PBM se presentaron con buen

aspecto pero se eligio el gel al 1% solamente para casos de estudio experimental.

3.16.1 Microscopia Confocal

En el laboratorio de Microscopia Confocal ubicado en el complejo LaNSE-Cinvestav, se
estudiaron las muestras en un equipo Leica TCS-SPE Ryo Léaser (Tipo Diodo), bajo las

condiciones descritas en el apartado de metodologia.

Los geles se prepararon con un grosor que vario entre las 80 y 140 micras, fue necesario
colocarlos entre un porta y un cubre objetos, esto como parte del protocolo para el anélisis.
Para lograr una mejor observacion de la estructura de los geles y efectuar animaciones 3D
mediante el uso de fotografias, se programd el equipo para realizar entre 150 y 280 cortes
(con el laser) y tomar entre 17 a 18 fotografias del gel. Una vez obteniéndolas, con ayuda del
software (Leica Application Suite, Advanced Fluorescence Lite) es posible realizar

animaciones y visualizar la estructuracion del gel carbohidrato-proteina.
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Las Figuras 55 a 57 muestran la cara frontal, lateral y el anverso del gel. Los puntos negros
representan la fluorescencia emitida por el cromoforo unido a la proteina, puede observarse a

esta embebida en la red tridimensional del gel con un acomodo homogéneo.

Figura 56. Vista de costado y perfil del gel carbohidrato-proteina
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Figura 57. Vista del anverso del gel carbohidrato-proteina

Existen escasas investigaciones sobre los geles carbohidrato-proteina. Una de ellas fue
reportada por Beaulieu et al. (2001), quienes obtuvieron geles con proteinas de suero y
pectina de bajo metoxilo. Mediante la técnica de microscopia confocal (Figura 57), presentan
la estructura de los geles que obtuvieron donde se observa a las proteinas del suero embebidas

en el gel pero no distribuidas de forma homogénea como en el caso de este trabajo.

Figura 58. Observacién en Microscopia Confocal para geles de proteinas de suero tefiidas con
Fast Green FCF: (a) 8% de proteina y 10mM de CaCl2; (b) 8% de proteina, 1% de PBM y
5mM de CaCl2; (c) 8% de proteina, 1% de PBM y 10mM de CaCl2.
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3.16.2 DSC (Calorimetria Diferencial de Barrido)

La Tabla 10 resume los datos obtenidos a partir de la técnica de Calorimetria diferencial de
barrido de muestras en estudio que son: pectina de bajo metoxilo, gliadina cruda , gliadina

purificada y gel carbohidrato:proteina.

Tabla 10. Transiciones térmicas determinados en PBM, gliadina (sigma y purificada) y Gel
carbohidrato-proteina.

Gliadina Gliadina Gel Carbohidrato-
PBM SIGMA Purificada Proteina
Rangode | oo eagoc | 666-76.9°C | 39.3-585°C
Temp.
Temp. de Tg 50.6 °C 69.9°C 42.1°C
transicion vitrea
AH 0.587 J/g 3.31J/g 1.91J/g
Cp -0.027 Jig °C -0.321J/g °C -0.099 J/g °C
Rango de o o
106.7 - 192.5°C 190.7 - 210.1 °C
Temp.
Evaporacion de
agua AH 276.5 Jlg 1573 Jig
Cp -3.222 J/g °C -81.1 Jig°C
Rangode | 5158 265.9°C
Temp.
Desintegracion
de la muestra AH 157.9 Jig
Cp -3.151J/g °C

La Figura 59 muestra el termograma obtenido de gliadina cruda marca Sigma con la gliadina
precipitada con acetato de amonio (purificada) realizando un zoom a la zona de depresion de
la curva (transicién vitrea), el cual recuerda al punto de desnaturalizacion de la proteina.
Ademas, estas diferencias de comportamiento sefialan un mayor grado de pureza en la

proteina.
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Figura 59. Termograma obtenido para la gliadina cruda de trigo (Sigma) y gliadina
precipitada con acetato de amonio (purificada).

Han sido insuficientes las investigaciones que han estudiado las propiedades térmicas de esta
proteina. En la revision bibliogréafica se han encontrado dos citas de Leon et al., (2003) y
Khatkar B.S (2013); cada uno presenta termogramas con diferentes temperaturas de transicion
vitrea (Ver Figura 17). Analizando estos datos las diferencias resultan de los diferentes
métodos de extraccion y purificaciones usadas para la gliadina, teniendo estos como

antecedentes valiosos del comportamiento térmico de esta proteina.

La Figura 60 muestra el termograma correspondiente a la pectina citrica de bajo metoxilo. Se
utilizé una rampa de 10°C/min y una temperatura que llegd a los 320 °C, bajo estas
condiciones fue posible observar el comportamiento de este polisacarido hasta llegar a
degradacion térmica. Los datos obtenidos en las transiciones encontradas se resumen en la
Tabla 10.
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Figura 60. Termograma correspondiente a la pectina bajo metoxilo

Son pocos los antecedentes encontrados sobre la caracterizacion térmica encontrada para la
pectina citrica de alto y bajo metoxilo. La mayoria de las investigaciones se han realizado con
la pectina en solucion o cual no es comparable con esta metodologia. Einhorn-Stoll y Kunzek
(2009) determinaron la temperatura de descomposicion térmica en promedio a 250°C para
pectina citrica con diferentes tratamientos (Véase Figura 19).

La Figura 61 presenta el termograma correspondiente al gel carbohidrato-proteina. El Unico
pico que presenta pudiera sugerir que se trata de un gel que ha sido homogenizado
correctamente (condiciones adecuadas de procesamiento), y probablemente se esta dando
algun tipo de interaccion quimica entre los dos biopolimeros que estan formando el gel. Lo
anterior se deduce al comparar este termograma (Fig. 61) contra los controles (PBM vy

Gliadina) presentando un comportamiento completamente diferente a ellos.
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Figura 61. Termograma correspondiente al gel carbohidrato-proteina
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CONCLUSIONES

El gel de electroforesis permitié observar el alto porcentaje de contaminacion que
tiene la gliadina cruda marca Sigma.

La viscosidad intrinseca encontrada para gliadina fue diferente a la reportada en la
bibliografia por la contaminacion de glutenina y el uso de un diferente disolvente.

El uso del viscosimetro Ubbelohde resulta ser una técnica confiable para calcular el
peso molecular de biopolimeros a través de la viscosidad intrinseca, asi mismo, la
técnica de electroforesis SDS-PAGE comprueba una vez mas su utilidad al explorar,
definir y caracterizar biomoléculas de interés.

Como resultado de las pruebas de laboratorio presentadas y bajo las condiciones
especificas estudiadas, es probable que exista una interaccion electrostatica
carbohidrato-proteina

La determinacion de Potencial Zeta resultd ser de gran utilidad en la definicion del
rango de pH para la realizacion de las mezclas

Aunque la Gliadina es una proteina que contiene en su estructura aminoacidos
alifaticos apolares, bajo las condiciones trabajadas presenta una carga positiva que
probablemente sea suficiente para interaccionar con los biopolimeros.

De acuerdo a los resultados de dicroismo circular, la estructura de la gliadina en
dispersion con Acido Acético al 0.01M corresponde a una hoja beta.

El cambio observado en el comportamiento del espectro CD (longitud de onda y el
cambio de energia) para la mezcla PBM:GlIi con respecto al de Gliadina (control),
sugiere la presencia de una interaccion carbohidrato:proteina.

Los espectros FT/IR para gliadina y pectina de bajo metoxilo no presentan cambios
con el aumento de la concentracion

Cuando hay interaccibn PBM:Gliadina, existe mayor cantidad de puentes de
Hidrdgeno reflejandose en la intensidad de la banda en la zona de los 3000 — 3500 nm
El comportamiento al flujo de las mezclas PBM:Gli y controles (PBM y Gliadina)
corresponde a fluidos newtonianos.

La metodologia propuesta para la elaboracién de geles carbohidrato-proteina resultd
conveniente para el caso de la PBM y gliadina. Hubo una gelificacion del hidrocoloide
debida a la formacion de la “caja de huevo”, conformacion resultante por la presencia

de PBM vy cloruro de calcio. Esta estructuracion permitié a la proteina distribuirse
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uniformemente y embeberse en esta red, probablemente formando interacciones
quimicas con el polisacarido o quedando atrapada por esta red tridimensional.

El uso de Fast Green FCF como compuesto cromdforo y la técnica de microscopia
confocal permitieron obtener iméagenes donde se puede observar la morfologia del gel
carbohidrato-proteina.

El termograma correspondiente al gel de estudio, muestra un cambio en el
comportamiento (un solo pico) cuando se le compara contra los termogramas de los
controles (biopolimeros individuales). Por medio de esta técnica (DSC) fue posible
evaluar la respuesta del gel al flux térmico que se aplicd, donde la Tg es casi
imperceptible y el pico pudiera sugerir una evaporacion del gel o algin tipo de

interaccion entre el carbohidrato y la proteina.
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RECOMENDACIONES

Realizar la extraccion de gliadina directamente de harina de trigo, purificar y estudiar
su efecto en el disefio y caracterizacion de mezclas carbohidrato:proteina

Continuar explorando las interacciones carbohidrato:proteina diversificando los
polisacaridos, por ejemplo, se recomienda el uso del alginato de sodio

Es necesario realizar pruebas inmunolégicas con la mezclas pectinade bajo metoxilo:
gliadina y corroborar parte de la fuerza de interaccion entre estos biopolimeros
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